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OZET
Yiksek Lisans Tezi

Ascidiacea sinifina dahil Microcosmus vulgaris’ den biyoaktif etken madde izolasyonu ve yap1

tayini
Melek Sertdemir
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Prof. Dr. Belma Konuklugil

Dogal kaynakli etkili maddelerin eldesi, farmasotik endiistrisinde kullanilmak tizere {iretilecek
bilesiklerin ilk adimidir. Bu amacla elde edilen bir¢cok dogal kaynakli etkili madde, yapilan
uzun c¢aligmalar sonucu, hastaliklara ¢6ziim olacak ya da kozmetik olarak kullanilabilecek
iriinlere donlismiistiir. Bitki kaynakli dogal iiriinlerin yani sira, yeni bir alan olan deniz
kaynakli dogal iirtinlerin arastirilmast  birgok farkli bilesigin kesfini de beraberinde
getirmistir. Deniz kaynakli olarak izole edilen ve ilag haline déniistiiriilen Prialt®,
Lovaza®/Omacor®, Halaven®, Adcetris®, Carragelose® bunlardan bazilaridir (1).
Yondelis ® ilacinin etken maddesi olan trabektedin kanser tedavisinde kullanilan ve bir
tunikat olan Ecteinascidia turbinata’ dan izole edilmis bir bilesiktir (2). Aplidin® ve
Lurbinektedin 173’ de yine tunikat kaynakli ve sirasiyla Faz III ve Faz I/II ¢aligmalar1 devam

eden kanser ilac1 adaylaridir (3).

Bu ¢alismada Kordalilar subesine ve Ascidae siifina dahil bir tunikat olan Microcosmus
vulgaris ile ¢alisilmistir. Bu amagla biyoaktivite (Sitotoksik, antioksidan, antimikrobiyal ve

asetilkolinesteraz inhibisyon biyoaktiviteleri) ve izolasyon ¢aligmalar1 yapilmistir.

Kloroform-metanol (1:1) ile ekstre hazirlanmigtir. Hazirlanan bu ekstre sivi-sivi ekstraksiyona
tabi tutulmustur. n- biitanol fazi alinmig ve vakum sivi kromatografisine uygulanmustir.
Buradan alinan 2. fraksiyon kolon kromatografisi ile saflastirilmistir. Buradan alinan {iriin

NMR’a verilmis ve yap1 5a- 6a- epoxyergosta 7-en- 33- ol olarak tespit edilmistir.

Ham ekstrenin Hep-2 hiicreleri (Human epidermoid cancer cells)’ ne karsi sitotoksik aktivitesi

incelenmis ve I1Cso degeri 40.0754 pg/ ml olarak tespit edilmistir. Antioksidan aktivitesi ise



stiperoksit radikali siipiiriicti aktivitesi dl¢iilerek yapilmis ve 800 ug/ ml konsantrasyonda %
10’un altinda bir aktivite gostermistir. Bu sebeple SO radikal siipiiriicii etkisi yok denecek
kadar azdir. Izole edilen 5o~ 6a- epoxyergosta 7-en- 3B- ol’iin de antioksidan etkisine
bakilmistir. Bilesigin aktivitesi, ham ekstreninkinden fazla olsa da dikkate deger bir aktivite
bulunmamistir. Ham ekstrenin, antibakteriyal ve antifungal aktivitesine bakilmistir.
Ekstrenin, Acinetobacter haemolyticus ATCC 19002, Staphylococcus aureus JCSC 4744,
Cryptococcus neoformans NIH 68, Cryptococcus gattii NIH 112 tiirlerine kars1 diisiik
seviyede antimikrobiyal aktivite gosterdigi goriilmistiir. Asetilkolinesteraz inhibisyon
aktivitesi Ol¢ililmiis ve ham ekstrenin inhibisyon aktivitesinin % 40’in altinda kalmasi

nedeniyle inaktif oldugu gorilmiistiir.

2017, 68 sayfa

Anahtar kelimeler: Deniz kaynakl1 dogal etkili maddeler; tunikatlar; Microcosmus vulgaris



ABSTRACT
MSc Thesis

Isolation and structure elucidation of bioactive secondary metabolites from sea squirt

Microcosmus vulgaris

Melek Sertdemir
Ankara University Biotechnology Institute

Prof. Belma Konuklugil

Isolation of natural products is the very first step for a product which can be apply to
pharmaceutical industry. For this purpose, lost of natural products have been isolated and with
long time studies they became products to use as pharmaceuticals, cosmetics, nutritional
supplements, molecular probes, fine chemicals and agrochemicals (4). Isolation of natural
products from marine organisms is a new trend in the world and especially in Turkey. In recent
years, a significant number of novel metabolites with potent pharmacological properties has
been discovered from the marine organisms (1). Attention has been focused more recently on
ascidians because of their biologically active metabolites (5). Trabectedin is a novel alkaloid
and the active substance of Yondelis® which is isolated from a tunicate Ecteinascidia
turbinata. Trabectedin was found to be especially effective against solid tumors. Aplidin®
and Lurbinectedin 173 are compounds isolated from tunicates Aplidium albicans and
Ecteinascidia turbinata that still in Phase 11l and Phase 1l studies for cancer treatment (6).

Ascidians have a great potential to be discovered by scientists.

Microcosmus vulgaris collected by scuba-diving by Dr. Biilent Gozcelioglu from Agean Sea.
Sample was cut into small pieces and homogenized and extracted with chloroform- methanol
(2:1). This extract was then subjected to repeated column chromatography, to obtain steroids.
Isolation of 5- 6- Epoxy sterol from n- butanol fraction was done by coloumn chromatography
with using silica gel as stationary phase and dicholoromethane- methanol with gradient elution

as mobile phase. Initial analysis for compound done by Thin Layer Chromatogrphy (TLC).



Structure eludication of 5a- 6a- epoxyergosta 7-en- 3B- ol was done by Nuclear Magnetic

Resonance (NMR) Spectroscopy.

Cytotoxicty of M. vulgaris extract against Hep-2 cell line was determined with MTT method.
ICso value of extract determined as 40.0754 ug/ ml. Antioxidant activty of extract determined
with radical scavenging activity. Extract showed under 10% of activty at 800 pg/ ml
concantration. Antioxidant activty of Sa- 60- epoxyergosta 7-en- 33- ol was more than crude
extract but again not very high. According to antimicrobial activty assay, extract showed low
activty againts Acinetobacter haemolyticus ATCC 19002, Staphylococcus aureus JCSC
4744, Cryptococcus neoformans NIH 68, Cryptococcus gattii NIH 112, Extract revealed to be

inactive on the AChE inhibition assay.

2017, 68 pages

Keywords: Marine natural products; tunicates; Microcosmus vulgaris
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Gegen her yilda biyoteknolijinin Diinya’ da ve Tiirkiye’ de Oneminin arttigt ve degerinin
farkedildigi kuskusuz. Bu sebeple, Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii’ niin bir parcasi
olmak benim i¢in bir gurur ve mutluluk kaynagidir. Tiirkiye’ de yeni sayilacak bir konu olan deniz
kaynakli etken maddelerin arastirilmasi konusu beni ile tanistiran, sadece ulusal diizeyde degil
uluslarasi diizeyde de bu ¢alismami yiiriitmemi saglayan, projesinde bana yer veren ve her
asamada desteklerini esirgemeyen Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakognozi

A.B.D. 6gretim tiyesi ¢ok degerli tez danismanim Sayin Prof. Dr. Belma Konuklugil’e,

Bu donem igerisinde tanismis oldugum ve calismaktan zevk aldigim sevgili arkadaslarim, Ozge

Demir, Serdar Korpayev ve Erdi Can Aytar’ a,

Bize tiim kaynaklarimizi saglayan ve deniz canlilarinin diinyasini bize tanitan Dr. Biilent

Gozcelioglu’ na,

Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakognozi A.B.D.” ye proje kapsaminda gelmis olan
ve deneyimlerini bizden esirgemeyen Honglei Li ve Gangming Xu’a,

Ankara Universitesi Farmastik Kimya A.B.D. dgretim iiyesi Prof. Dr. Giilgiin Kilcigil’e,
Projemizin Italya ayagin yiiriiten Dr. Emiliano Manzo ve ekibine,

Calismalarim esnasinda her konuda yardim ve destegini hissettigim isimlerini burada sayamadigim

tiim arkadaglarima,

Bu ¢alismami gerceklestirdigim siire boyunca her tiirlii yakinmami dinleyen, yapabilecegi her sey

icin bana destek olan, varligin1 her zaman hissettirerek bana gii¢ veren Oguzhan Odenekli’ye,

Her zaman yanimda olan, hep bir adim ileri gitmeme yardimet olan, biricik ailem; ablama anne ve

babama,

Son olarak, yiiksek lisans donemim boyunca dahil oldugum 1137837 ‘Chemical and Ecological
Study of Some Turkish Coasts Benthic Invertebrates’ baslikli projede bursiyer olarak bana mali
destek saglayan TUBITAK ’a tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Diinya’mizin uzaydan ¢ekilen goriintiilerine bakildiginda en basta gdze carpan ve biiyiik bir
boliimiinii kaplayan seyin su oldugu goriiliir. Bu suyun ise % 95’ini okyanuslar olusturur (7).
‘World Register of Marine Species (WoRMS)’in veritabanina bakildiginda 226, 248 deniz
canlis1 tiirii tespit ve kabul edilmis durumdadir (8). Duruma bu sekilde bakildiginda,
okyanuslar lizerinde yapilacak ¢aligmalar karada yapilacak ¢aligmalara gore ¢cok daha fazla

olmalidir.

Dogal kaynakl iiriinler, bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalar gibi biyolojik bir kaynak
tarafindan tretilen ve sadece belirli bir taksonomik aile, cins, tiir ya da bir organizmaya has
olan molekiillerdir. Primer metabolitler canlinin biiylimesi, gelismesi ve iiremesinde gorev
alirken, sekonder metabolitler organizmanin normal biiylimesi, gelisimi ve iiremesinde
birincil bir goreve sahip degildirler. Sekonder metabolitler, organizma tarafindan genellikle
avciya karsi direng, yer ya da yiyecek i¢in rekabete dayali durumlar, ¢iftlesme icin iletigim,
avlanma, quorum sinyallesme gibi ekolojik iliskilerde kullanilan molekiillerdir. (1). Canlinin
tirettigi bu bilesikler, yogun aragtirmalar sonucunda hastaliklarin tedavisinde ya da kozmetik
endiistrisinde kullanilabilecek iiriinlerin temelini olustururlar. Ornegin, meme kanserinin
tedavisinde ¢ok yaygin olarak kullanilan paklitaksel (Taxol®), pasifik porsuk agaci olarak
bilinen Taxus brevifolia’ dan; Estée Lauder’ in cilt bakim iiriinii olan Resilience® da ise
yaglanma karsiti1 olarak kullanilan pseudopterosinler bulunur ve gorgonion mercani olan

Pseudopterogorgia‘ dan izole edilmistir (4,9).

Deniz kaynakli sekonder metabolitlerin de sahip oldugu anti-timdr, anti-proliferatif,
fotoprotektif, antibiyotik ve antimalaryal aktiviteler gibi aktiviteler farmasotik endiistrisi i¢in
her gecen giin daha fazla ilgi ¢ekici bir saha haline gelmistir. Ayni1 trendleri takip ederek
kozmetik endiistrisi i¢in de deniz yeni bilesiklerin kesfi i¢in uygun bir alan haline gelmistir.
Deniz kaynakli olarak izole edilen ve ilag haline doniistiiriilen Prialt®, Lovaza®/Omacor®,

Halaven®, Adcetris®, Carragelose® bunlardan bazilaridir (1).

Caligilan tiirlerin % 38 ini Siingerler, % 20’ sini Mercanlar, % 14’ iinii Yumusakgalar ve %
10’ unu Derisidikenliler olusturmaktadir. Yani incelenen tiirlerin biiyiikk kisimi bu dort
filumdan olusmaktadir. Tunikatlarin da dahil oldugu Kordalilar 21 517 tiire sahip olmasina

ragmen, yapilan ¢aligmalar olduk¢a azdir (10). Bunun yaninda deniz canlilarindan ilag olarak
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kullanima sunulan ilk ila¢ olan Yondelis ® ilacinin etken maddesi olan trabektedin kanser
tedavisinde kullanilan ve bir tunikat olan Ecteinascidia turbinata’dan izole edilmis bir
bilesiktir (2). Aplidin ve Didemnin B’de yine tunikat kaynakli ve faz ¢aligmalar1 devam eden
potanisyel birer kanser ilacidir. Deniz kaynakli yeni bilesiklere bakildiginda, tunikat

kaynakli yeni bilesikler yiiksek bir paya sahip degildir (5).

Ulkemiz denizlerinde; Marmara Denizi 35, Karadeniz 7, Ege Denizi 40, Akdeniz 36 tiire ev
sahipligi yapmaktadir. Tiirkiye’de, tunikatlarin da dahil oldugu Kordalilar filumu 64 farkli
tiirii barindirarak yassi solucanlardan sonra ikinci sirada yer alir. Bu 64 tiir icerisinde ise 61

tiirle tunikatlar alt-filumu en biiyiik sayiya sahiptir (11).

Ug tarafi denizlerle ¢evrili olan iilkemizde deniz kaynakli sekonder metabolitler ve bunlarin
biyoaktiviteleri ile ilgili caligmalar olduk¢a azdir. Bu ¢alismalar deniz algleri ile baslamis

olup son yillarda diger deniz canlilarinin da arastirilmasina baglanmigtir (12).

Tirkiye’de deniz kaynakli olarak yapilan caligmalarin iginde tunikatlarla yapilan
caligmalarin sayis1 oldukc¢a azdir. Bu kapsamda yapilan ¢aligma, ascidiacea sinifi ile yapilan

ilk izolasyon c¢aligsmasidir.
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2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. Deniz Kaynakh Dogal Etkili Maddeler

Karasal ve deniz kaynakli ekstrelerin ilag, narkotik ya da zehir olarak kullanimi ilkel
toplumlara kadar dayanir (10). Deniz kaynakli dogal iiriinler, son 75 yilda ortaya ¢ikmig bir
konudur. Bu tarih, dogal kaynakli etkili maddelerin ortaya ¢iktigi ondokuzuncu yiizyila
olduk¢a uzak bir zamandir. Ornegin 1804 yilinda Almanya’da hashas bitkisinden
saflastirilmistir.  Bergman’nin 1930 ve 1940’larda birka¢ filum ile yaptigi ¢aligmalarin
ardindan, denizin yeni ve biyoaktif bilesikler i¢in zengin bir kaynak olarak taninmasi artarak
devam etmistir. Faulkner bu alandaki ilk liderlerden biridir ve 1975°de deniz kaynakli etkili
maddeler: marin toksinler, deniz kaynakli dogal tiriinler kimyasi ve deniz kimyasal ekolojisi

alanlarinin paralel alanlar oldugunu belirtmistir.

Denizler oldukg¢a genis bir biyogesitlilige sahip ve olduk¢a kompleks bir ¢evredir. Bir¢cok
deniz kaynakli etkili maddenin deniz canlilarinin dokularinda oldugu ve bu sebeple o canliya
has tiriinler oldugu artik biliniyor. Bununla beraber daha birgok iiriin, o canli ile endo- ya da

epibiyotik iliski i¢inde olan mikroorganizmalarca da iiretiliyor.

Denizin bir kaynak olarak zenginligini daha iyi anlayabilmek i¢in Cizelge 2.1’ de canlilardan

izole edilen madde sayis1 ve yapilan yayinlarin sayist verilmistir (10).

Cizelge 2.1 Hayvanlar i¢in karsilastirmali izolasyon ve yayin ¢alismalart (10)

Taksa Marin Yeni Calisilan izole Yeni Toplam
tiirleri bilesik tiirler edilen bilesiklerle yayinlar
izole bilesikler ilgili ¢ikan

edilen yayinlar

tiirler
Hayvanlar
Acanthocephala 600 — — — — —
Annelida 12148 14 52 48 25 90
Arthropoda 47217 9 77 11 10 88
Brachiopoda 550 - 2 — — 2
Bryozoa 5700 28 77 172 75 334
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Cizelge 2.1 (Devam)

Cephalorhyncha

Chaetognatha
Chordata
Cnidaria
Ctenophora
Cycliophora
Echinodermata
Echiura
Gastrotricha
Gnathostomulida
Hemichordata
Kamptozoa
Mesozoa
Mollusca
Nematoda
Nematomorpha
Nemertea
Onychophora
Phoronida
Placozoa
Platyhelminthes
Porifera
Rotifera
Sipuncula
Tardigrada
Total

156

121
21517
9795
166

7000
176
395

97
106
170
106

52 525
12 000

1200
0
10
15 000
5500
50
144
212
192 667

1941

4071

14372

5421

1513
2545

63
6296

13596

Cizelge 2.1°de gorildiigii gibi calisilan tiirler, tiim deniz tiirlerinin sadece % 2.1°ini

olusturmaktadir. Bu ¢alisilan tiirlerin % 38’ini siingerler, % 20’sini mercanlar, % 14 {inii

yumusakealar ve % 10’unu derisidikenliler olusturmaktadir. Yani incelenen tiirlerin % 82’si
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bu dort subeden olusmaktadir. Tunikatlarin da dahil oldugu kordalilar 21 517 tiire ev

sahipligi yapmasina ragmen, yapilan ¢alismalar oldukga azdir.

Son 30 yildir deniz canlilarindan bir¢ok bioaktif bilesik izole edilmis ve bir kismi1 genis capli
biyolojik degerlendirme altina alinirken, bazilar1 da faz denemelerine girmistir. Cizelge
2.2’de 40 adet biyoaktif bilesik ve kaynaklar1 verilmistir (10).

Cizelge 2.2 Deniz canlilarindan izole edilen bazi bilesikler ve kaynak canlinin subesi (10)

Isim Sube
Marinomycins Aktinobakteri
Saliniketal A/B Aktinobakteri

Salinosporamide Aktinobakteri
Thiocoraline Aktinobakteri
Bryostatin 1 Yosun
Ascididemin Kordali

Aplidine Kordali
Diazonamide A Kordali
Didemnin B Kordal1
Yondelis Kordali
Meridianins Kordali
Vitilevuamide Kordali
Squalamine Kordali
Eleutherobin Mercan
Pseudopterosin Mercan
Apratoxin E Siyanobakteri
Coibamide A Siyanobakteri
Cryptophycins Siyanobakteri
Curacin A Siyanobakteri
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Cizelge 2.2. (Devam)

Largazole Siyanobakteri
Symplostatin 1 Siyanobakteri
Dolastatin 10 Yumusakca

Indirubins Yumusakca
Kahalalide F Yumusakca
Prialt Yumusakca
Spisulosine Yumusakca
Bengamide Stinger
Dictyodendrin Stinger
Dictyostatin Stinger
Discodermolide Stinger
Dysidiolide Stinger
Halichondrin B Stinger
Hemiasterlin Stinger
Jaspamide Stinger
Laulimalide Stinger
Nakijiquinone Stinger
Peloruside Stinger
Phorboxazole Stinger
Salicylihalamide A Stinger
Variolin Siinger

2.2. Kordalilar Subesi

‘Chordata’ Yunancada ‘ip iizerinde dizili’ anlamina gelmektedir. Bu subenin tiyelerini diger

subelerden ayiran dort adet tanimlayict 6zellik vardir. Bunlar,
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1. Sinir seridi dorsalde ve i¢i bos.

2. Viicut, gelisimin bazi sathalarinda arkenteronun iistiinden olusan ve hayvanin karin
uzunlugu boyunca anteriordan posteriora devam eden sinir seridinden olusmus sert
yap1 (notokord) ile desteklenir.

3. Fariks ¢ok sayida silli yariklardan olusmus (stigma) delikli bir yapidadir.

4. Viicut aniislin arkasindan uzayan bir kuyruk ile sonlanir (postanal kuyruk).
Kordalilarmn bir alt subesi olan omurgalilar, igerdigi pirimatlar, kediler, kuslar ve diger iyi
bilinen 48 000 tiire ek olarak, omurgasiz tunikatlardan ve kafatassizlardan 2200 canliy1
kapsar. Omurgasiz kordalilarin hepsi suculdur. Omurgali akrabalari gibi omurgasiz
kordalilar da en azindan hayatlarinin belirli bir safthasinda tanimlayici 6zellikleri gosterirler.
Tunikatlar altsubesi omurgasiz kordalilarin % 90’11 kapsar.

Alt sube Cephalochordata (=Acrania)

Yunancada basi kordali anlamina gelen cephalochordata igin tanimlayici ozellikler:
Notokord, sinir seridinin arkasindan hayvanin anterior ucuna kadar uzar; kisalabildigi gibi
yogun miyozin flamentleri iceren disk serisi ile uzunlamasina bi¢imlenebilir.
Cephalochordatlar kiigiik (10 cm’den biraz uzun), lateral olarak yassilasmis deniz
omurgasizlaridir. 18S rRNA gen dizilerinin karsilastirilmasi, omurgali olmayan
akrabalarimiz arasinda insana en yakin grubun cephalochordatlar oldugunu géstermektedir.
Alt sube Tunikatlar (=Urochordata)

Tunikatlar i¢in notokord ve sinir seridi sadece larval safhada bulunmasi ve metamorfoz
sirasinda sindirilmesi tanimlayict 6zelliktir. Tunikatlar, parazitik tiir icermeyen nadir
taksonomik gruplardandir. Bu altsubenin iiyeleri, metamorfozdan sonra iyice belirgin olan

goriiniimlerinden dolay1 ‘tunikatli’ olarak anilmislardir (13).

2.3. Tunikatlarin genel 6zellikleri

Laticede ‘tunic’ katlanmis, urochordata ise Yunancada kuyrugu ipli anlamina gelmektedir.
Tulumlular, kuyrugu kordalilar daha yaygin olarak tunikatlar olarak bilinirler. 1600
civarinda tiirli icerirler. Denizin sig sularindan, derin bdlgelerine kadar tiim yerlerinde
bulunabilirler. Yetiskin halde ¢ogu sesildir. Tunikat adin1 sert ve 6lii, hayvanin ¢evresini
saran seliiloz yapidaki ‘tunik’ den alirlar. Yetigkin halde tunikatlar hayli 6zellesmis
kordalilardir. Birgok tiir i¢in, mikroskopik dlgekte goriilen larval form kordalilarin bes temel

Ozelligini tasir. Kordalilarin bu bes temel 6zelligi: Notokord; dorsal, tiibiiler sinir seridi;
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faringeal cepler ve yariklar; endostil; postanal kuyruktur (14). Sekil 2.1 bu 6zellikleri

gostermektedir.

e Notokord, esnek, ¢ubuk benzeri bir yapidir ve viicut boyunca uzanir. Embiryoda
olusan ilk iskeletsel yapidir. Tunikatlarda, yetiskin metamorfozunda, kuyruk
kisminda yer alan notokord kuyrukla beraber kaybolur.

e Dorsal tiibiiler sinir seridi, kordalilarda, tekil kord sindirim borusuna dorsaldir ve
tiibiiler sekildedir. On kisim genisleyerek omurgalilarda beyni olusturur. Dorsal sinir
seridi yetiskin metamorfozu ile birlikte tek bir gangliona indirgenir.

e Faringeal yariklar, faringeal bosluktan disariya dogru olan agikliklardir. Sucul
kordalilarda iki cep faringeal yarik olusturmak tizere faringeal bosluga dogru kivrilir.
Yirtilmig yutak filtre-beslenme kismu olarak evrilmistir. Yemek pargaciklarinin asili
oldugu su, agizdan silya hareketi ile alinir ve faringeal yarik boyunca akarak
mukusun yemegi tutmasini saglar.

e Endostil, Faringeal ylizeyde bulunan endostil, kiiciik yemek pargaciklarini tutan

mukusu salgilar ve faringeal bosluga getirir.

e Postanal kuyruk, somatik kas yapis1 ve sabitleyici notokord ile larval tunikatlarin ve
amfiyoksiisun hareketliligini saglayan yapidir. Viicudun son kisminda, bosaltim

acikliginin altinda bulunan bir yapidir ve sudaki itici giicii olusturmay1 saglar (14).

Notokord Beyin Dorsal sinir serich

I — e —
— T

1 4
— '=.'>=_._~. ( Q=

.-‘;,h;l

W - -=Tate:
T ——
X\_?f -

Endostil

(© (d)

Kass), postanal kuyruk

A;‘-

(e)
Sekil 2.1. (a) Notokord (b) Dorsal tiibiiler sinir seridi (c) Faringeal cepler (d) Endostil (e)
Postanal kuyruk (14)
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Tulumlular {i¢ sinifa ayrilirlar:
e Tunikatlar (Ascidiacea)
e Salpalar (Thaliacea)

o Ekliceler (Appendicularia)

Tunikatlar (Ascidiacea) iiyeleri en bilindik ve yaygin olarak goriilenleridir. ‘Sea squirt’
olarak da anilirlar ¢linkii rahatsiz edildiklerinde ¢ikis sifonu aracigiliyla su figkitirlar. Tiim
tunikat tiirleri sesildir ve sert bir yiizeye (kaya, gemi batigi vb.) tutunarak yasarlar. Tekil,
kolonize ya da bilesik halde bulunabilirler. Baz1 bilesik tunikatlarda her bir tiye kendi alici

sifonuna sahipken, grup tek bir ¢ikis sifonunu paylasir.

Tekil tunikatlar (Sekil 2.2 ) ¢ogunlukla yuvarlagims: ya da silindirik yapidadir. Disaridan
goriilen: Viicudun anterior kisminda oral sifon ve dorsal kisminda bulunan atrial sifon. Tunik
soyuldugunda igte bir membran (mantle) bulunur. Su oral sifondan igeri girer ve biiyiik,
kirpikli yutak i¢ine alinarak yariklar araciligiyla diizenli bir sepet Orgiisii yapisindan perfore

edilir. Su atrial bosluga akar ve atrial sifondan disar1 verilir.

Ctkas sifonu .-\11c1_ sifon

\ ~h Duyusal
W dokunaclar

Pigment |\ {

noktalan\:\

Atriyum "§ ‘\3:5
G»mtal \\ '

Sinir
digimi

(yumurtalik
ve testisler)

" K kst vap
Sekil 2.2 Bir tunikatin genel yapisi (14)
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Beslenme, endostil tarafindan salinan mukus agmin yapisina baglidir. Oral agikliga getirilen
yiyecekler mukus agina takilir ve siller araciligiyla 6zofagus ve mideye tasinir. Besinler

midgut tarafindan absorbe edilirken, atiklar atrial sifona yakin duran aniisten atilir.

Dolagim sistemi, ventral bir kalp ve her iki tarafinda bulunan biiylik kuyudan olusur. Bu
kuyular, daha kii¢iik kuyucuklarin difiizyon sistemine baglantilidir. Diger hi¢bir kordalinin
sahip olmadig ilging bir davraniglar1 vardir: Kalp kani birkag¢ kalp atimi1 boyunca bir yonde
pompaladiktan sonra dururak ardindan birkag¢ kalp atimi boyunca tam aksi yone akitir. Bir
diger sasirtict Ozellik ise kanlarinda bulunan yiiksek miktardaki nadir elementlerdir
(vanadyum ve miyobyum gibi). Bir tunikat olan Ciona’daki vanadyum konsantrasyonu
deniz suyunda bulunandan 2 milyon kat fazladir. Bu nadir elementlerin organizmadaki

gorevi hala ¢ozililememistir.
Sinir sistemleri bir sinir ganglionu ile sinirlidir ve bu sinir ag1 yutagin dorsal kisminda uzanr.

Tunikatlar hermofrodittirler. Genelde tek bir hayvanda bir yumurtalik ve bir testis bulunur.
Germ hiicreleri, kanallar araciligiyla atrial bosluga ardindan da doéllenmenin gergeklestigi

cevreleyen suya tasinir.

Yetiskin tunikatlar, kordalilarin bes karakteristik 6zelliginden ikisini gosterirler: faringeal
yariklar ve endostil. Bununla birlikte larval formlar1 kordalilarla asil iligkilerini agiga ¢ikarir.
Larva, kendini dik bir sekilde kati bir yiizeye tutturmadan 6nce birkag saat ya da giin boyunca
serbest bir formda denizde yiizer. Ardindan sesil bir yetiskin olmak i¢cin metamorfoz gegirir

ve neredeyse bir kordali olarak taninamaz (14).

Dazjener= olan
J R 55
‘ / 7Y notokord
& -\mw.m :
Serbest vizics larva // . \ / : "a\\
Farmreal cepler - \ ( o j
2N [ S /
\’ Ly ’
/ ‘ % })‘ u:v//
' ~ Endostil z } \//:/ | l(/’ ‘va; |’
S——— U2
Tutvnmus, -a-rkan metamorfoz S o "K
Ga¢ meatamorfoz Yatiskin

Sekil 2.3 Larval bir tunikatin yetigkinlige metamorfozla gegisi (14)
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2.4. Tunikatlarin Diinya’daki ve Tiirkiye’deki dagilhimlar:

Sekil 2.4’de Diinya’daki degisik bolgelerin tiir zenginligi gosterilmistir. Bu tiirlerin
zenginligini gosteren bazi bolgelerin listesi Cizelge 2.3’de verilmistir. En ¢ok tiir sayisina
sahip bolge Indo-Pasifikte bulunan ve 317 farkl tiire ev sahipligi yapan Yeni Kaledonya,
187 tiire sahip Bat1 pasifik okyanusu, 117 ve 102 tiire sahip Siam’a ait Guam ve Gulf
bolgeleridir. Avustralya ve Yeni Zellanda’da yapilan ¢alismalar sonucu 717 tiir
Avustralya’da, 249 tiir Tazmanya’da 124 tiir ise Yeni Zellanda’da bulunmustur. Akdeniz
Bolgesi’nde 229 tiir vardir. Karadeniz ise 10 farkli tiirle en az tiire ev sahipligi yapan bolgedir

(15). Tiirkiye’de tunikatlarin dagilimi Cizelge 2.4’de verildigi gibir.

. { 5 =
-— T g - A - R -
a3 U TSP S , ~2
" e Y Y Sy C gf > >
/f'l" 3 *\y,_, 1 “\r “’_\..‘(,._,:5 L“’?(‘ 2
; 2 “E4345 85 10 80
W/ ﬁf‘ x"‘\—(‘ 2 > r? b, "-’.\QL %’5 }\\/
45 2 » }ré?ﬁib‘ N ; 4‘;‘\( }11&
e | 58T
a5 §\\ 7o U3 ( 29¢ oSl 0
* \ \JL‘;’ St 5 | ‘\’\\\k X X /A\\ (¥ .
B / . \ '
j { / . kl P AP | 14
154 N \ o/ PN AN DA
) X \‘ {a SRS A ;
\ 56 / 1 A ¥4 A 3 92,
N f { Tl VY Yoy
| P \ //” {8 s e
{
/ ~™
) S0 \(m L /4 / )
\' F ni_~ v /
281 249
2‘\{1' 124
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&K SR ~
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S Lot

Sekil 2.4 Tunikatlarin diinya lizerindeki tiir sayis1 dagilimlari (15)

Cizelge 2.3 Tunikatlarin diinya {izerindeki bazi bolgelerde tiir zenginligi (15)

Alan Tiir sayisi
Avustralya 717

Yeni Kaledonya 317
Tazmanya 249
Akdeniz 229
Karadeniz 10
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Cizelge 2.4 Tunikatlarin Tiirkiye’deki tiir dagilimi ve bulundugu bélgeler (11)

Aile Lokasyon Tiir sayisi
Ascidiidae KD, MD, ED, AD 9
Clavelinidae ED, AD 2
Cionidae KD, MD, ED, AD 2
Corellidae MD 1
Diazonidae MD, ED, AD 2
Didemnidae MD, ED, AD 3
Molgulidae KD, MD, ED, AD 6
Polyclinidae MD, ED, AD 4
Polycitoridae MD 1
Pycnoclavellidae MD, ED, AD 3
Pyuridae MD, EG, AD 9
Styleidae KD, MD, ED, AD 8

KD: Karadeniz; MD: Marmara Denizi; ED: Ege Denizi; AD: Akdeniz

PLA [CHG | WEM HET JEN CHA &CA OTH

FLA G40 HEM NWT IENM CHA ALK

T

BLACKSEA

ﬁ’, “iEA OF
A MABMARA

TURKEY ——

lEmH.E- BEA
wy T8
- IS5=142 tir

b & /
1 LTS
&y

Sekil 2.5 Kordalilara (CHO) dahil canlilarin Tiirkiye’deki bolgelere gore tiir sayisi (11)
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2.5. Tunikatlarin kimyasal icerigi

Tunikatlar, kimyasal olarak nitrojen bilesiklerinin agirlikli oldugu bir igerige sahiptir. Birgok

peptit ve depsipeptit ve bazen de farkli amino asitler igerirler. Heterosiklik alkaloitler bolca

bulunur. Non-nitrojen bilesikler olan sekonder metabolitler sayica daha azdir. Karotenoit,

steroit ve terpenoitlerin disinda, makrosiklik laktonlar, polieterler, siklik peroksidazlar ve

basit alkil siilfatlari da igeren 6nemli sayida bilesik tanimlanmustir (10) . Ascidiacea sinifinda

stilfiir i¢erikli molekiil igerigi oldukea fazladir, bu durum deniz canlilar i¢in alisilagelmisin

disindadir. Tunikatlardan siilfitler/polisiilfitler, siilfiir heterosiklikler ve alkil siilfatlar izole

edilmistir. Bu bilesiklerden bazilar1 Ascididae ve Pyuridae ailelerinin tekil tunikatlarinda ve

Polyclinidae tiirlerinin kolonilerinde kayde deger 6l¢giide bulunmaktadir (16). Tunikatlardan

izole edilen bilesik tiirleri su sekilde siralanabilir:

o Alkaloitler
o Piridoakridin polisiklik aromatik alkaloitler
o Karbolin temelli polisiklik aromatik alkaloitler
o Indol temelli alkaloitler
o Tirozin ve fenilalanin tiirevi alkaloitler
o Lizin tiirevi alkaloitler
o Protoalkaloitler
o Peptitler
o Tunikrom ve benzeri bilesikler
o Siklik Peptitler
o Depsipeptitler
o Lineer Peptitler

e Meroterpenoitler

o Diger nitrojen igermeyen bilesikler

©)

(@]

o

Spiroketal igeren tirtinler
Nitrojen igermeyen feninalanin ya da tirozin tiirevli metabolitler

Stolonoksitler ve stolonik asitler

 Siilfiir-igerikli metabolitler (10)
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2.6. Tunikatlardan izole edilmis bilesikler
2.6.1. Ascididemnin

1988 yilinda Okinawa (Kerama Adalar1)’ dan toplanan Didemnum sp. olan bir tunikat ile
Japonya’ da ¢aligsmalar yapilmistir. Yapilan calismada tiiriin metanollii ekstresi hazirlanmis
ve etil asetat ile su kullanilarak siv1 s1v1 ekstraksiyona tabi tutulmustur. Etil asetatta ¢6ziinen
kisim antilésemi aktivite gosterdiginden, ekstrenin bu kismnai ile ¢alismalara devam edilmis
ve sar1 bir kat1 halinde ascididemnin izole edilmistir. Ascididemnin, pentasiklik aromatik bir
alkaloittir. Molekiil formiilii C1sH9ONs3 olan ascididemninin yapisal formiilii Sekil 2.6’ da

verildigi gibidir.

Sekil 2.6 Ascididemnin' in yapisal formiilii (17)

Ascidideminin in vitro olarak L1210 fare 16semi hiicrelerine karsi I1Cso degeri 0.39 pg/ml
degeri ile sitotoksisite gdstermistir. Ayrica ¢ok iyi bilinen bir Ca-salic1 olan kafeinden yedi
kat fazla Ca-salic1 aktiviteye sahiptir (17).

Daha sonra yapilan ¢aligmalar da ascididemninin in vivo ve in vitro olarak tiimor hiicrelerine
karsi sitotoksik aktivitesinin oldugunu gostermistir. Ascididemnin topoizomeraz II” yi inhibe

ettigi ve topoizomeraz II- aracili DNA ayrilmasini indiikledigi gorilmistiir (18).
2.6.2. Aplidin (Dehidrodidemnin B)

Didemninler, tunikatlardan izole edilmis, sitotoksik oOzellikli, yliksek molekiil agirlikli
makrolit siklodepsipeptitlerdir. Didemnin B, kanser hastalarinda klinik I/IT ¢alismalarina
girmis ilk ascidiacea sitotoksinidir. Bununla birlikte, kas ve kalp kaslarinda toksisiteye sebep
oldugundan, daha iyi terdpatik etki gdsteren molekiiller tiiretilme calismalar1 baslamistir

(19). Aplidium albicans’ dan izole edilen Aplidin, Plitidepsin ve Dehidrodidemnin B olarak
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da bilinen ve Didemnin B’ ye benzer; ancak yan zincirde bir n- laktil piruvil grup igerir.
Bununla birlikte antitiimor kapasitesi Didemnin B ‘den ¢ok daha fazladir. Didemnin B’ ye
yapisal benzerligi ve nispeten kiiclik boyutlu olusu etkili didemnin analoglar1 iiretimini
saglamistir. Aplidin birgok sitotoksik mekanizmaya sahiptir: Mitokondri iliskili apoptoz,
vaskiiler endotelial biiylime faktorii (VEGF) salinimimin bloke edilmesi, p53- bagimli

apoptoz, hiicre dongiisiinii G1-G2 de durdurmasi ve reseptor proteinlerin inhibisyonu (2).

(@) (b)
Sekil 2.7 (a) Aplidium albicans (19) ve (b) Aplidinin kimyasal yapis1 (18)

2.6.3. Diazonamit A

1991 yilinda yapilan ¢aligmada, koloni halinde bulunan bir tunikat tiirii olan Diazona
chinensis ile ¢alisilmistir. Ornek, Filipinler’ de bulunan Siquijor Adalar1 bélgesinden, kiigiik
magaralarin tavanlarindan toplanmistir. Ekstre hazirlanmis ve hekzan, metanol, biitanol ve
su ile s1vi- sivi ekstraksiyon yapilmistir. Biitanollii ekstreden Diazonamit A ve Diazonamit
B izole edilmistir. Bilesikler sitotoksik aktivite gostermistir (20). Sekil 2.8 de Diazonamit

A’ nin yapist verilmistir (21).

Sekil 2.8 Diazonamitin kimyasal yapisi (21)
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2.6.4. Didemnin B

Didemnin B ilk olarak 1981’ de Trididemnum solidum’ dan izole edilmis ve antiviral ve
sitotoksik 6zellikler gostermesi ile faz ¢aligmalarina giren ilk deniz kaynakli bilesik olmustur
(2). Sekil 2.9’ da Didemnin B’ nin kimyasal yapist verilmistir (22). Didemnin B in vitro ve
in vivo olarak antitiimor biyoaktivite gostermistir (0.001 pg/ml L1210 I6semi hiicrelerinin
biiylimesine % 50 oraninda inhibisyon). Antitimdr etkisinin yani sira antiviral aktivite de
gostermistir (23). Bilesik protein sentezini ve hiicre biiyiimesini EF-2 bagimli ribozomal
translokasyonu dnleyerek engeller ve ayrica protein kinaz bagimli apoptozu indiikler. Bir¢ok
kanser hattina kars1 gosterdigi ilk basarilarla Faz I ve Faz Il ¢alismalarinda ¢alisilmistir.
Bununla birlikte, anafilaksi ve ndromuskiiler toksiste gibi yan etkiler gostermesi sebebi ile
bu klinik caligmalar 1990’ da askiya alinmistir. Bu bir hiisran gibi goriilse de antitiimor
bilesiklerin tunikatlardan elde edilebilecegine dair diisiinceleri beslemistir. Nitekim daha

etkili bilesikler, devam eden ¢alismalarda izole edilmistir (2).

Hal

Sekil 2.9 Didemnin B' nin kimyasal yaplsl-(22)

2.6.5. Ecteinascidin 743 (Trabektedin)

Trabektidinin kesfi ile deniz canlilari muhtesem bir basar1 elde etmistir. Trabektedin (ET-
743) Ecteinascidia turbinata’ dan izole edilmis bir bilesiktir. Kimyasal yapisinda {i¢ adet
birlesik tatrahidroizokinolin halka yaspina sahip bir alkaloittir. Sekil 2.10” da trabektedinin
kimyasal yapisi goriilmektedir (24). Pharma Mar tarafindan YondelisTM adi ile market satisi
bulunan tek deniz kaynakli antitlimor ilagtir. Bununla birlikte ¢cok az miktarda izole

edilebilmeleri klinik ¢alismalar igin yeterli miktara erisilememesine sebep olmustur. Bu
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durumun agilmasi ic¢in iki yol kullanilmistir: Trabektedin i¢in artirilan su kiiltiirt

yetistiriciligi ve bilesigi olusturmak i¢in semi-sentetik yaklagimlar (2).

Bilesik yeni bir kimyasal yapiya ve tiimor hiicre hattina in vitro ve in vivo modellerde
oldukca farkli ve etkili bir sitotoksisite gosterdigi i¢in klinik caligmalara alinmistir.
Trabektedinin etki mekanizmasi, kanser kemoterapisinde kullanilan diger DNA-bozucu
ajanlardan farkli bir mekanizmaya sahiptir (25). Trabektedinin antitimor aktivitesi sadece
timor hiicrelerine etki etmek degil, ayn1 zamanda tiimdr mikrocevresine de etki etme
yetenegine de baghdir. Bu sebeple trabektedin, kanserin biyolojisini hedef alan anahtar bir
bilesik oldugundan oldukca 6nemli bir antitiimor ajandir. Yumusak doku sarkomasinin ve
pegile edilmis liposomal doksorubisin ile birlikte kullanilarak tekrar platin hassas olan

yumurtalik kanseri hastalarin tedavisinde kullanilmaktadir (26).

Trabektedin

Altbirim A

/
Altbirim B/ 00CCH3
Y JOCC

( HaC— W/\\

LI\

&
/" Altbirim C
/

el

Sekil 2.10 Trabektedinin kimyasal yapis1 (24)

2.6.6. Vitilevuamit

Vitilevuamit, on ii¢ aminoasitten olusan bisiklik bir peptittir. Didemnum cuculiferum ve
Polysyncranton lithostrotum olmak {izere iki farkli tunikattan izole edilmistir (27).
Vitilevuamitin yapis1 Sekil 2.11° de verilmistir. Tiibiilin polimerizasyonunu inhibe eder.
Vitilevuamit, bir¢ok tiimdr hiicre hattinin biiyiimesini G2/M hiicre dongiisiinde inhibe eder.
12-30 mg/kg dozlarda, 1, 5 ve 9. giinlerde 16semi hiicresi ekilmis farelerin 6mriini arttirdigi

goriilmistiir (28).
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Sekil 2.11 Vitilevuamitin kimyasal yapis1 (28)

2.7. Microcosmus vulgaris’ den izole edilen bilesikler ve biyoaktiviteleri

Yapilan literatiir taramasinda bu tiirle yapilan izolasyon ¢aligmalarini igeren dort adet kaynak
bulunmustur. Calismalar Anna Aiello ve ¢alisma arkadaslar tarafindan Napoli, Italya’da

gerceklestirilmistir.

2000 yilinda yapilan ¢alismada, in vitro olarak, antiproliferatif etki géstermis olan yeni bir
n- metilpiridinyum alkaloiti izole edilmistir. Bu amagla, hayvanin dis ¢evresini saran tunik
ayrilmis ve tiim viicut metanolle (MeOH) (4x300 ml) ile ekstre edilmistir. Sivi-sivi
ekstraksiyonun ardindan, n- BUOH fazindan ¢esitli kromatografik yontemlerle, sulkatin
(Sekil 2.12) saf olarak elde edilmistir. Sulkatin tunikatlardan izole edilen ilk piridin
alkolitidir (29).

Sekil 2.12. Sulkatinin kimyasal formiilii (29)

Sulkatinin antiproliferatif etkisi J774 (fare monosit/makrofaj) ve WEHI 164 (fare
fibrosarkoma) hiicre hatlari {izerine in vitro olarak test edilmistir. Sulkatinin 96 saat sonunda

her iki hiicre hattindaki biiyiimeyi inhibe ettigi goriilmiistiir (Sekil 2.13) (29).
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Sekil 2.13 Sulkatinin 1Cso (nug/ ml) degeri (29)

6-MP:.  Antiproliferatif
etki standarti

2002 yilinda gergeklestirilen bir diger ¢calismada, yeni bir glikosfingolipit olan sulkakeramit

(Sekil 2.14 (a)), perasetat formu (Sekil 2.14 (b)) olarak Microcosmus sulcatus’dan izole

edilmistir ve yapisi spektroskopik ve kimyasal analizlerle belirlenmistir. Bunun igin,

hayvanin dis ¢evresini saran tunik ayrilmis ve tiim viicut iki kez MEOH ve iki kez

kloroformla (CHCIs) (4x200 ml) olacak sekilde ekstre edilmistir. Birlestirilen ekstreler su

ve n- biitanol ile sivi- sivi ekstraksiyonu ile edilmis ve organik faz vakum altinda

kurutulmustur. Elde edilen ekstreden ¢esitli kromatografik yontemlerle Sekil 2.14 (b) * deki

sulkaceramit perasetat saf olarak elde edilmistir (30).

OR
IV

v R

b' nin yagd acili igerigi

b" nin sfinganin igerigi

Rl.
a R=E&]‘. Ya%;?gili Igerigi
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0
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e, OH
i H 04
o 9.0%
\/\‘/\ ;
OH
NH;  QH
i H r -
HOL ! \/ﬁ\/ 19.7%
\/\l/‘ T
OH
¥H; oM
H H 6.9%
HO
i)
OH
yH; OH
B H 1 [
. : T 16.5%
"
OH
NH, OH

Sekil 2.14 Sulkakeramit (a) ve sulkakeramit perasetatin (b) yapilart ve (b)’nin GC-MS
analizi ile elde edilen yag agili ve sfinganin igeriklerini gosterir bilgiler (30)
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Glikosfingolipitlerin ~ bagkalasim  ve/veya biiyiime diizenleyicileri  olduklarinin
kesfedilmesinin ardindan, deniz omurgasizlarinda varolusu ve kimyasal yapilarinin bilgisi
biyokimyasal evrim agisindan ilgi uyandiran bir konu haline gelmistir. Yakin zamanda
yapilan ¢aligmalar, her omurgasiz deniz canlisinin kendine 6zgii bir glikosfingolipit profiline
sahip oldugunu gostermektedir (31). 2003 yilinda yapilan ¢alismada, ti¢ yeni glikosfingolipit
(Sekil 2.15 (2a-4a)), perasetatlar1 (Sekil 2.15 (2b-4b)) olarak Microcosmus sulcatus’dan
izole edilmistir ve kimyasal yapilar1 spektroskopik analizlerle aydinlatilmistir. 2a- 4a
bilesikleri keramitleri 2,3- dihidroksi asit iceren ilk dogal glikosfingolipitlerdir.
Ekstraksiyon i¢in, tunik tiim viicuttan ayrilmis ve kalan tiim viicut MeOH ardindan CHCls
(4x 200 ml) ile ekstre edilmistir. Bu iki ekstre birlestirilmis ve ardindan su ve n-BuOH ile
stv1 s1v1 ekstraksiyona tabi tutulmustur. Organik faz ayrilmis ve vakum altinda oganik
¢Oziicli ugurulmustur. Elde edilen ekstreden, Sekil 2.15- 2b, 3b ve 4b ‘de verilen bilesikler
izole edilmistir (31).
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Sekil 2.15 Microcosmus sulcatus’dan izole edilen bilesiklerin yapisi ve on islemden
gecirilmis fraksiyonlarin GC- MS sonuglari (31)
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3. GEREKCE VE AMAC

Dogal kaynakli etkili maddelere ilginin artmasi arastirmacilar1 yeni kaynaklara
yonlendirmistir. Deniz kaynakli dogal iiriinler 6zellikle tilkemizde yeni ve ilgi ¢ekici bir
alandir. Bu amagla siinger, mercan, tunikat ve algler gibi bir¢ok deniz canlisi ile ¢alismalar
devam etmektedir. Deniz kaynakli canlilardan izole edilen ve ila¢ haline doniistiiriilen
Prialt®, Lovaza®/Omacor®, Halaven®, Adcetris®, Carragelose® bunlardan bazilaridir
(1). Yondelis ®’in etken maddesi olan trabektedin kanser tedavisinde kullanilan ve bir
tunikat olan Ecteinascidia turbinata’dan izole edilmis bir bilesiktir. Aplidin ve Didemnin B

de yine tunikat kaynakli ve faz ¢alismalari devam eden potansiyel birer kanser ilacidir.

Tirkiye’nin ii¢ tarafinin denizlerle ¢evirili olmasi, tiir zenginligi ve bu tiirlere ulasmada
kolaylik olarak biiyiik bir avantajdir. Yapilacak bu ¢alisma, Ascidiacea sinifina ait bir tunikat
olan Microcosmus vulgaris’ den etkili madde izolasyonu ve biyoaktivite ¢alismalarini
kapsayacaktir. Bu alanda yapilacak caligmalar, tunikat kaynakli biyoaktif dogal {iriinlere
katki saglayacaktir.
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4, MATERYAL VE YONTEM
4.1. MATERYAL
4.1.1. Microcosmus vulgaris

Microcosmus vulgaris in siniflandirmasi agagidaki gibidir.

Hayvan (Alem)

Tunicata (Alt Sube)
Chordata (Sube)

Ascidiacea (Sinif)

Pyuridae (Familya)

Microcosmus (Tiir)

Microcosmus vulgaris (Cins)

Arastirma materyali, Mart 2015 tarihinde Ege Bolgesi (Izmir) *den Dr. Biilent Gozcelioglu
tarafindan 40 metreye kadar olan derinliklerden toplanmustir. % 70°lik etanol igerisinde
ornek laboratuvara aktarilmistir. Tiir teshisinin Dr. Biilent Gozcelioglu tarafindan
yapilmasinin ardindan, ekstraksiyon yapilacak kisim ayrilmis ve numune olarak bir 6rnek
de Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakognozi A.B.D. arastirma laboratuvarina

stoklanmistir. Sekil 4.1°de hayvanin fotografi ve toplandig1 bolge verilmistir.
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o
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Denizl
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Sekil 4.1 (a) Toplanma bolgesi (b) Microcosmus vulgaris (40)
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4.1.2. Kullanilan kimyasallar ve materyaller
Bu kisimda kullanilan kimyasallar1 ve ekipmanlar 6zetlemistir.

Kimyasallar ve materyaller

e (Coziciiler: Metanol, kloroform, hekzan, etil asetat, n- biitanol, diklorometan, distile
su, dimetil sulfoksit
YBSK’ da kullanilan ¢oziictiler yiiksek saflikta metanol ve nanopure su
e Kolon dolgu malzemeleri: Silika jel 60 (Normal faz) (Merck)
Sefadeks LH- 20 (Sigma Aldrich)
e Ince Tabaka Kromatografisi plagi: Silika jel 60 F2s4 (Merck)
e Anisaldehit reaktifi: 0.1 ml Anisaldehit

2 ml asetik asit
17 ml Metanol
1 ml konsantre sulfiirik asit

e Biyoaktivite:  Kuyucuklu mikroplakalar
Askorbik asit
Kersetin
Mueller Hinton Besiyeri (MHB, Difco)
Mueller Hinton Agar (MHA, Oxoid)
Sabouraud Dekstroz Agar
Asetilkolinesteraz enzimi
PBS
SDS

Ekipmanlar

e Rotavapor

e Ultrasonik banyo
e UV lambasi

o [sitict

e Fraksiyon toplayici
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e Spektrofotometre

e HPLC
e GC-MS
4.2. YONTEM

4.2.1. Microcosmus vulgaris’ den ekstrenin hazirlanmasi

Izmir bélgesinden toplanan ornekler, % 70’lik etanol ¢oziicii igerisinde laboratuvara
nakledilmistir. Ornekler kiigiik parcalara kesilerek, kloroform-metanol 1:1 ¢dziicii sistemi
ile ekstre edilmistir (Sekil 4.2) Ekstraksiyon islemine renk giderimi saglanana kadar devam
edilmistir. Ekstre vakum altinda rotavapor yardimiyla ¢6ziiciistinden kurtarilmis (Sekil 4.3)
ve liyofilize edilerek tamamen kurumasi saglanmistir. Toplam 40 gram ekstre elde

edilmistir.

Sekil 4.3 Coziiciiniin evaporatdr ile ugurulmasi
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4.2.2. Ekstrenin sivi- siv1 ekstraksiyon ile fraksiyonlanmasi

Ham ekstrenin 20 grami metanol-su (90:10) icerisinde ¢oziilerek sivi-sivi ekstraksiyon

yapilmustir. Coziilen bu ekstre Sekil 4.4 deki prosediir takip edilerek fraksiyonlanmistir.

Sekil 4.5° de organik faz ve su fazinin ayirrma hunisi ile ayrilmasi gosterilmistir.

M. vulgaris'in
MeOH/Su (90/10)

icerisinde ¢oziilmesi

Coziinmiis ekstreye n-Hekzan

ilavesi ve sivi-sivi ekstraksiyonu

Su faz1

Su fazina etil asetat ilavesi ve s1vi-sivi
ekstraksiyon

Su faz1

n-Hekzan fazi

Etil asetat fazi

Su fazina n-Biitanol ilavesi ve s1vi-
stv1 ekstraksiyon

Su faz1

n-Bitanol fazi

Sekil 4.4 Ekstrenin s1vi- s1vi ekstraksiyon ile fraksiyonlan
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Sekil 4.5 Sivi- s1v1 ektraksiyon ile organik faz ve su fazinin ayrilmasi

4.2.3. Etken maddenin izolasyonu

Biitanol fraksiyonu YBSK ile analiz edilmistir. Analizde Cizelge 4.1’ de verilen ¢oziicii

sistemi kullanilmistir.

Enjeksiyon hacmi : 20 pl

Akis hizi : 1 ml/ dk

Analiz siiresi : 60 dk

Kolon . Teknokroma NUCLEOSIL 100 C18 10 um 25x 0.46
Dedektor : UV dedektor
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Cizelge 4.1 YBSK analizinde kullanilan ¢6ziicii sistemi

Dakika % MeOH % H.0
0 10 90
5 10 90
35 100 0
45 100 0
50 10 90
60 10 90

n- Biitonol (BuOH) fraksiyonu vakum sivi kromatografisine (VSK) uygulanmistir. Kolon

durgun faz olarak silika jel ile doldurulmus, solvan sistemi ise hekzan-etil asetat ve

diklorometan- metanol sistemleri gradyen olarak kullanilmistir (Sekil 4.6).

VSK kolonun 6zellikleri ~ Kolon gap1 6 cm

Dolgu uzunlugu 10 cm

Dolgu maddesi Silika jel 60

Sekil 4.6 Vakum siv1 kromatografi ile fraksiyonlama
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Kolondan 12 fraksiyon toplanmis ve her bir fraksiyon rotavapor yardimiyla
yogunlastirilmistir. Elde edilen fraksiyonlarin miktarlar1 ve kullanilan eliisyon sistemi
Cizelge 4.2’ de verildigi gibidir.

Cizelge 4.2 VSK’ da kullanilan eliisyon sistemi ve kullanilan toplam miktar

Fraksiyon Hekzan (%0) Etil asetat (%) Toplam c¢oziicii Fraksiyon
miktari, ml miktari, g
1 100 0 500 -
2 80 20 1000 0.8434
3 60 40 1000 0.0856
4 40 60 700 0.05265
5 20 80 500 0.0227
6 0 100 600 0.02059

Diklorometan (%)  Metanol (%)

7 100 0 500 0.0373
8 80 20 1000 0.3934
9 60 40 750 0.5206
10 40 60 500 0.147

11 20 80 500 0.10592
12 0 100 1000 0.46012

VSK’ dan elde edilen 2 no’lu fraksiyon igin ITK yapilmistir. Kullanilan hareketli faz
Diklorometan- Metanol (50:1)’dir. Bu ITK sonucu ile bu fraksiyonla calismaya devam
edilmistir. VSK- 2 fraksiyonu kolon kromatografisi (Sekil 4.7) ile fraksiyonlanmistir.

Hareketli faz olarak diklorometan- metanol sistemi gradyen olarak uygulanmistir. Yaklasik
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300 fraksiyon toplanmistir. Elde edilen bu fraksiyonlarin ITK’larina bakilarak

birlestirilmistir.

Kolon 6zellikleri Kolon ¢ap1 2.5cm

Dolgu uzunlugu 20 cm

Dolgu maddesi Silika jel 60

Sekil 4.7 Kolon kromatografisi ile VSK-2'nin fraksiyonlanmasi

Kolondan gelen ilk fraksiyonlar olan VSK-2.1 ve VSK 2.2 fraksiyonlar1 ile son
fraksiyonlardan VSK-301 no’ lu fraksiyonlar GC-MS ile analiz edilmistir. Total metil ester
analizinin yapilmasi i¢in 6ncelikli olarak lipid ekstresi, Na2COzile metanol igerisinde 42°C’
de 4 saat boyunca bekletilmistir. Saponifike edilerek yag asidi metil esterleri (FAME) elde
edilmigtir. FAME karigimi n-hekzan (1 pg/ ml) i¢inde ¢oziilmiis ve iyon-tuzakli GC-MS’
de % 5 difenil kolon ve El (70 eV)’ de pozitif mod analizor ile analiz edilmistir. Eliisyon
artan bir sicaklik gradyenine gore yapilmistir: 160°C” de 0. dakika, ardindan 1. dakikada 5
°C’ de 310°C’ ye ulasana kadar sicaklik artar, 310°C’de ise 20 dakika kalir. 2 pL 6rnek
(1:10) ayrimla ve 3 dakikalik bir bos aralikla (I¢ sicaklik 260°C, transfer hatt1 260°C” de ve
iyon kaynagi 250°C’ dedir) ile enjekte edilir. FAME’ ler standart karisimlarin analizinin
ardindan retansiyon zamanlarina gore teshis edilmistir. Elde edilen GC-MS sonucu sayfa

58’de verilmistir.
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27- 68 no’lu fraksiyonlarin aynmi oldugu goriilmiis ve birlestirilmistir. Fraksiyonun
temizlenmesi igin Sefadeks LH-20 dolgulu kolon kurulmus ve 6rnek Diklorometan- Metanol
(1:1) igerisinde ¢Oziilmiis ve ayni sistemle eliisyon yapilmistir. Kolondan ¢ok yavas bir
sekilde fraksiyonlar toplanmis ve toplanan drneklere tekrar ITK yapilmistir. ITK sonuglart

sayfa 48-51’de verilmistir.

Izole edilen etken madde igin izolasyon semasi Sekil 4.8 de veridligi gibidir.

Ham ekstrenin (20 g )

s1vi-sivl ekstraksiyonu

Hekzan Etil asetat Biitanol _
fraksiyonu fraksiyonu fraksiyonu Su ggﬁ'gnu
(1.98 9) (299) (3.239)

VSKiile
fraksiyonlam
a 12 frakiyon

elde edildi.

2. fraksiyon (0.85 g) kolon
kromatografisi ile
fraksiyonlandi.

27-68. (95 mg)

fraksiyonlar
birlestirildi ve
sephadex dolgulu
kolona uyguland.

Sa- 6a- epoksiergosta 7-
en- 3p- ol

(90 mg)

Sekil 4.8 Etken madde izolasyon semasi
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4.3. Biyoaktivite ¢alismalari
4.3.1. Hep-2 hiicrelerinde dizileri iizerinde sitotoksik etki incelemesi

Mossman  tarafindan  gelistirilmis  MTT  [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil
tetrazolyum bromiir] tayin yontemi kullanilmistir. Hiicreler (% 10 dana serumu ve % 1
penisilin + streptomisin ¢ozeltisi ihtiva eden DMEM vasatinda) 1x105 hiicre/ml hiicre
stispansiyonu hazirlanmis ve 100’er pl olarak 96 kuyucuklu plakalara aktarimstir.
Hiicre siispansiyonlart; % 5 COz, % 95 nem ve 37 °C sicakliga sahip inkiibatorde 24 saat
bekletildikten sonra, kuyucuklardaki vasat aspire edilmis ve 100’er pl degisik
konsantrasyonlardaki ekstre ¢ozeltilerini iceren vasat ilave edilerek 48 saat daha
inkiibatorde bekletilmistir. Siire sonunda her bir ¢ukurdaki ekstre cozeltileri aspire
edilmis, 100 pl vasat ile gukurlar yikanarak temizlenmis ve daha sonra hiicrelerin
tizerlerine tekrar 100’er pl taze vasat ilave edilmistir. 5 mg/ml konsantrasyonda olacak
sekilde PBS (Fosfat tamponlu salin)’de hazirlanan MTT ¢ozeltisinden herbir kuyucuga
10’ar pl ilave edilmis ve 4-6 saat daha inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sirasinda
canli hiicrelerdeki dehidrogenaz enzimi MTT’yi mor renkli formazan yapisina
indirgemistir. Siire sonunda g¢ukurlara 100’er pl % 10 SDS (Sodyum dodesil siilfat)
cozeltisi ilave edilerek, olusan formazan kristallerinin ¢ézlinmesini saglamak amaciyla

20 saat daha inkiibe edildikten sonra 577/655 nm’de absorbanslar okunmustur.
4.3.2. Radikal siipiiriicii etki incelemesi

Deney ortaminda, DMSO (Dimetil siilfoksit) tarafindan olusturulan siiperoksit radikali,
NBT (Nitroblue tetrazolium) ile renkli diformazan bilesigi olusturur. Deney, antioksidan
madde ile temasi sonucunda siiperoksit radikalinin azalan konsantrasyonunun renkli
diformazan bilesigi lizerinden Olciilmesi esasina dayanir. NBT’nin DMSO’daki 1 mg/ml
¢ozeltisinden 0.1 ml, 96 kuyucuklu plakalardaki kuyucuklara aktarildiktan sonra {izerine
ekstrenin DMSO ile ¢oziilerek hazirlanan ekstrenin ¢ozeltilerinden 0.3’er ml ilave edilmistir.
Daha sonra 1 ml alkalin DMSO (0.9 ml DMSO + 0.1 ml 5 mM NaOH) ilavesiyle son hacmin

1.4 ml olmasina dikkat edilerek 560 nm’ de absorbans dl¢iilmistiir.

SO radikali siipiiriicii etki; DMSO, NBT, ve alkalin DMSO igeren ¢dzeltinin (kor)

absorbansinin, bilesikleri iceren ¢dzeltilerin absorbanslariyla karsilastirilmas1 sonucu
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tayin edilmistir. Standart olarak, dogal birer antioksidan olan askorbik asit (AA) ve
kersetin  kullanilmigtir.  Standartlar, denenen ekstreler ile ayni sartlarda ve

konsantrasyonlarda hazirlanmstir.
4.3.3. Antimikrobiyal etki

Ekstreden hazirlanan stok ¢ozelti konsantrasyonu 512 pg mL? olacak sekilde
dimetilsiilfoksit (DMSO) igerisinde ¢oziilmiis ve 0.22 um Millipore Membran Filtre (MA
01730, USA) ile sterilize edilmistir.

Antimikrobiyal aktivite testler standart ve izole edilmis suslara karsi yapilmistir. Gram-
negatif suslar; Acinetobacter haemolyticus ATCC 19002, Acinetobacter septicum (GATA
Microbiology — NRB 239), Klebsiella pneumoniae CDC 529, Gram- pozitif suslar;
Staphylococcus aureus JCSC 4744, Staphylococcus epidermidis ATCC 35984 ve maya tiirii
suslar; Candida glabrata ATCC 90030, Cryptococcus neoformans NIH 68 and Cryptococcus
gattii NIH 112 kullanilarak M. vulgaris’ in antibakteriyel/ antifungal etkisi tespit edilmistir.

Mueller Hinton Besiyeri (MHB, Difco) ve Mueller Hinton Agar (MHA, Oxoid) suslarin
biliylimesinde ve bakteri siispansiyonlarinin CLSI standartlarinda oldugu gibi diliie
edilmesinde kullanilmistir (32). L- glutaminli RPMI-1640 sentetik besiyeri, pH: 7 olacak
sekilde 3-[N-morfolino]-propan siilfonik asit ile tamponlanmis ve kiiltiir siispansiyonlari
CLSI standartlarina Sabouraud Dekstroz Agar (SDA) ile hazirlanmistir (33). Inokiilasyonun
baslamasi igin kullanilan bakteri ve mantar siispansiyonlar: sirasiyla 10° cfu mL? ve
2.5x10% cfumL? degerlerinde taze siispansiyonlarin CLSI standatlarinda belirtilen sekilde
diliie edilmesiyle hazirlanmistir (32,33). Siispanse edilmis bakteri ve mantarlar her bir

kuyucuga diliie 6rnekler olarak eklenmistir.

Antibakteriyal ve antifungal testler i¢in mikrodiliisyon metodu kullanilmigtir (34). 512

ug/ml " de hazirlanan 6rnek sollisyonu stok olarak hazirlanmistir. Mikroplakanin ilk
kolonunda bulunan kuyucuga ve satir boyunca kalan kuyucuklar 6rnegin dispense
edilmesi ile (256 - 0.5 pg/ml) kalan kuyucuklar doldurulmustur. Son satir ise negatif

kontrol grubudur . Ustii kapatilan mikroplaka nem banyosuna alinmis ve 35°C’ de inkiibe
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edilmistir. Bakteriler 24 ve mantarlar i¢in 48 saatlik inkiibasyonun ardindan goézlem
yapilmigtir. Ornegin en diisiik konsantrasyonda makroskopik iiremeyi inhibe ettigi deger

belirlenmis ve minimum inhibisyon konsantrasyonu (MiK) belirlenmistir.
4.3.4. Asetilkolin esteraz inhibisyon aktivitesi

Asetilkolinesteraz (AChE) beyin sinapslar1 ve ndéromiiskiiler baglantilar i¢in anahtar
enzimdir. Bu enzimin temel rolii katyonik ndrotransmitter olan asetilkolinin hizl bir sekilde
hidrolize edilmesini saglayarak impuls aktarimini durdurmasidir (35). Parkinson ve
Alzheimer gibi norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde izlenen yollardan biri de
asetilkolinesteraz enzimi ile asetilkolin seviyesini kontrol etmektir. Bu sebeple asetilkolin
esteraz inhibit6rii aktivetisi gosteren maddeler norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde

kullanilabilir niteliktedir (36).

In vitro asetilkolin esteraz inbisyon aktivitesi Ellman ve c¢alisma arkadaslar1 tarafindan
gelistirilen modifiye mikroplaka deneyi ile yapilmistir. Temeli norotransmitter olan
asetilkolinin, asetilkolinesteraz (AChE) enzimi ile hidroliz edilmesi sonucu salinan tiyokolin
miktarinin 6l¢iilmesine dayanan kalorimetrik bir metottur. Tiyokolin salinimi 5,5°- ditiyobis
nitrobenzoik asit ile reaksiyon vermesi ile kalorimetrik olarak olgiliir (37). Ekstre
1000 pg/mL  konsantrasyonda hazirlannmis ve 25 pL o6rnek 96 kuyucuklu polistren
mikroplaga aktarilmistir. Metanol (Merck, Almanya) kor olarak ve galantamin (Sigma,
ABD) pozititif kontrol olarak kullanilmigtir. Tampon B (sigir serumundan albumin, Sigma,
ABD)’den 50 pL, kalorimetrik reaktif olan DTNB’den 125 pL ve 25 uL asetilkolin (Sigma,
UK) mikroplaga ilave edilmistir. 405 nm’deki absorbans altyap:r olarak Olciilmiistiir.
Ardindan 25 uL AchE (Electropardus electricous 'dan, tip VI-S, 2000 U/mL, Sigma, ABD)
mikroplaga eklenmis ve okumalar 25 dakikaya boyunca 5 dakikada bir yapilmistir. Deney

tic kez tekrar edilmis ve inhibisyon ol¢iilmiistiir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI
5.1. 5a- 6a- epoksiergosta 7-en- 3p- ol’iin izolasyonu

5.1.1. Biitanol fraksiyonun YBSK sonucu

3 BKI1 M, Qulcatus BuOH Jrcc .

Sequence Name KF621015 Injection Volume: 20,0
Vial Number: BB2 |Recording Time:  3.10.2015 1:49
Sample Type: unknown F
Control Program: &ﬂd‘lﬂ Analytik 2 08052012
KF021015 33 i uv_VvIsS_1
3% mAU B WVL:235 ni
$." & 2
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S ~ N 8
3 o~ “.' Q ~
o = o ¢
1 e

5 min
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oo 100 200 30,0 40,0 50,0 60,0
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§gk1l 5.1 Biitanol fraksiyonu YBSK sonucu
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5.1.2. VSK-2’nin ve fraksiyonlarimn iTK analizi

n-BuOH fazinin VSK ile fraksiyonlanmasindan elde edilen 2. frakyiona (VSK-2) DCM-
MeOH (50:1) ¢dziicii sitemi ile ITK yapilmustir. Beliren noktalar UV 254 ve 366 nm’lerde
goriilmemistir. Bu sebeple reaktif olarak anisaldehit reaktifi kullanilmistir. Bu ITK sonucu

Sekil 5.2°de verilmistir.

O,

Rf3=0.97

R£=0.56

» 8

Rfi1=0.45 @

Dein- Men 4
504

Sekil 5.2 BUOH fazindan alman VSK- 2’nin ITK analizi

VSK-2 frakyionunun silika jel dolgulu kolona uygulanmasinin ardindan elde edilen, 27-68
no’lu fraksiyonlar (Sekil 5.3) baslangigtaki ¢dziicii sistemi kullamilarak ITK plagma
uygulanmustir. Elde edilen sonugta tek bir bant gozlenmistir ve bu sonu¢ Sekil 5.4°da

verildigi gibidir.
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Rf=0.456

Sekil 5.3 27-68 no’lu fraksiyonlarin anisaldehit boyamasi sonrasi goriiniimii
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Bu sonuca bagli kalarak 27-68 no’lu fraksiyonlar birlestirilmistir. Elde edilen bu fraksiyon

farkli ¢oziicii sistemleri ile yiiriitiilmiistiir.

Sekil 5.4 27- 68 no'lu fraksiyonlarin ITK sonuglart
Goriilen safsizliklarin temizlenmesi i¢in 27-68 no’lu fraksiyon (100 mg) sefadeks dolgulu

kolona uygulanmustir. Sefadeks kolondan toplanan fraksiyonlar da aymi ¢dziicii ITK’ ya

uygulanmistir. Sekil 5.5 de bu ITK sonuglar1 verilmistir.
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Sekil 5.5 Sefadeks kolondan alman fraksiyonlarin ITK sonucu

Alinan bu sonugla 5. Fraksiyon (50.84 mg) bir baska ¢oziicii sistemi ile eliie edilmek tizere
ITK’ ya uygulanmistir. Sekil 5.6’da bu ITK’ nin sonucu gériilmektedir. Solda goriilen sonug
anisaldehit reaktifine daldirma yontemi ile sagdaki sonug ise reaktifin piiskiirtiillmesi ile elde

edilmistir.

Sekil 5.6 Sefadeks kolondan alinan aksiyonlarm Hekzan-DCM-EtOAc (1:10:1)
yiiriitiilmesi ile elde edilen ITK sonucu
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5.1.3. Maddenin NMR analiz sonuclari

Elde edilen bu madde YBSK’da analiz edilmis ancak herhangi bir pik gozlenememistir. Bu
asamadan sonra maddenin Niikleer Manyetik Rezanonans (NMR) Spektroskopisi ile tayini

yapilmustir. Karbon ve hidrojen NMR sonuglart Sekil 5.7 ve Sekil5.8’de verilmistir.
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Sekil 5.7 3C NMR sonucu
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Yapilan analiz sonucunda yapinin 5a- 6a- epoksiergosta 7-en- 3B- ol oldugu belirlenmistir
(Sekil 5.9). Literatiir taramasi yapilmig ve bu steroliin daha dnce bir siinger tiirii olan Ircinia
aruensis ‘den izole edildigi goriilmiistiir (38). Ornegin *C ve H NMR data sonuglar

Cizelge 5.1°de verildigi gibidir.

HO 4 — \\\\' 6
Sekil 5.9 5a- 6a- epoksiergosta 7-en- 3f- ol “iin yapisi

Cizelge 5.1 Maddenin *3C datas1

Pozisyon 13C

1 3547t
2 309t

3 56.79 d
4 39.52 t
5 71.81s
6 73.39d
7 121.69d
8 140.77 s
9 42.17d
10 37.27 s
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11 23.83t

13 50.32s

15 22.11t

17 28.0t

19 11.85q

21 36.52 q

23 35.781

25 39.1d

27 20.2q
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Cizelge 5.2 Maddenin *H datasi

Pozisyon H

7 5.14-5.36

M (1-H)

18 0.69

M (3-H)

20 -

25 1.58

52. BUOH VSK- 2.1, 2.1 VE 301 NO’ LU FRAKSIiYONLARININ GC-MS
SONUCLARI

BuOH VSK- 2.1, 2.1 ve 301 no’ lu fraksiyonlarina GC-MS yardimiyla yag asidi metil ester
analizi yapilmistir.Analiz sonucunda BuOH VSK-2.1 fraksiyonunda % 50, BuOH VSK-2.2
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fraksiyonunda % 45 ve BUOH VSK-2.301 fraksiyonunda ise %40 oraninda palmitik asit

tespit edilmistir. Her {i¢ fraksiyonda da daha diisiik oranlarda stearik asit ve miristik asit

Olciilmiistiir. Analiz sonuglar1 Cizelge 5.3’de verilmistir. Sekil 5.10° de stearik asitin, Sekil

5.11" de palmitik asitin, Sekil 5.12” de miristik asitin yap1 formiilleri verilmistir. Analiz

sonucunda elde edilen kromatogram ise Sekil 5.13°da verildigi gibidir.

Cizelge 5.3 GC-MS analiz sonuglari

Stearik asit (C18:0) Palmitik asit (C16:0)

Miristik asit (C14:0)

% % %

BUOH VSK-2.1 9 50 11
BUOH VSK-2.2 12 45 19
BUOH VSK-2.301 8 40 18

HDWMACH

Sekil 5.10 Stearik asitin yap1 formiilii (37)

O

H OJI\/\/\/\/\/\/\/\CH

Sekil 5.11 Palmitik asit yap1 formiilii (38)

HOJJ\/\/\/\/\/\/\CH

Sekil 5.12 Miristik asit yap1 formiilii (39)

3

3

3
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Sekil 5.13 BUOH VSK- 2.1, 2.1 ve 301 no’ lu fraksiyonlarin GC-MS sonuglar1
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5.3. BUOH VSK-3 FRAKSIYONU YBSK SONUCU VE OLASI MOLEKULLER

BUOH VSK-3 fraksiyonuna Diisseldorf Heinrich Heine Universitesi’nde yapilan YBSK
analizi sonucunda, YBSK’ya ait Kkiitiphane karsilagtirmalari sonucu elde edilen

kromatogram Sekil 5.14°de verilmistir. Piklerin olas1 yapilari sirasi ile asagida listelenmistir:

[k 2 molekiil cihazlarda var olan kirlikler

e Pik 3: 9 alfa-OH-pinoresinol (Bir bilgi yok)

e Pik4: Hamigeramide (Daha 6nce bir siinger tiirii olan Hamigera hamigera ‘ dan izole
edilmistir (39) )

e Pik 5, 6 ve 8: Cihaz kiitiiphanesinde tanimli degildir (UV degerleri gz Oniine
alindiginda bu pikler i¢i sunlar soylenebilir: Pik 5: Peptit tiirevi olabilir, ancak
yapinin aydinlatilmasi gereklidir. Pik 6: Benzen ve bir karbonil grubu igerdigi
sOylenebilir. Pik 8 ise terpen tlirevi olabilir.)

e Pik 7: Helenalin’ e benzer bir yap1 gostermistir. Bu bilesik daha 6nce bir bitki tiirii
olan Helenium autumnale’ den izole edilmistir.

e Pik 8: Cihaz kiitiiphanesinde tanimli degildir (Ama peptid tiirevi olabilir).

250 BK160801 #7 BuOH VLC-3 UV Vvis 1
m AU WVL:235 nm

B 1 -3,190
200+

150—
100

50—

-50—]

-100—

min|

-150

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0

Sekil 5.14 BuOH VSK-3 YBSK sonucu
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54. ETIL ASETAT VSK-4 FRAKSIYONU YBSK SONUCU VE OLASI
MOLEKULLER

EtOAc VSK-4 fraksiyonuna Diisseldorf Heinrich Heine Universitesi’nde yapilan YBSK
analizi sonucunda, YBSK’ya ait kiitliphane karisim halindeki maddeler i¢in Pyrenocine A

atamistir. Bu molekiiller Pyrenocine A veya tiirevleri olabilir.

300 BK160801 #3 EtOACc VVLC-4 UV Vvis_ 1

250— 1 -3,220

7 10 - 40,800

O - 40,567

m AU WVL:235 nm

-150 : : : ‘ : : : ‘ : : : : : : : : :
0.0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0

min
T

60,0

Sekil 5.15 EtOAc VSK-3 YBSK sonucu

5.5. BIYOAKTIVITE SONUCLARI
5.5.1. Sitotoksik aktivite deney sonucu

Sekil 5.16’da ham ekstreye ait sitotoksik aktivite deney sonucu goriilmektedir. Bu sonuca

gore ekstre sitotoksik aktivite gostermistir ve ICso degeri 40.0754 pg/ ml’ dir.
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70
60

50
40
61,
30
20 40,
0
10 50 100 200

Konsantrasyon, pg/ ml
Sekil 5.16 Sitotoksik aktivite deney sonucu

% Sitotoksisite

5.5.2. Siiperoksit radikal siipiiriicii aktivite deney sonucu

Sekil 5.17°de siiperoksit radikal siipiiriicii aktivite deney sonucu gosterilmistir. Ham
ekstrenin 800 pg/ ml konsantrasyonda % 10’un altinda bir aktivite gostermistir. Bu sebeple

SO radikal stipiiriicii etkisi yok denecek kadar azdir.

Sekil 5.18’de ise izole edilen 5a- 60- epoxyergosta 7-en- 3B3- ol ile yapilan SO siipiiriicii
aktivite sonucu goriilmektedir. Bilesigin aktivitesi, ham ekstreninkinden daha fazla olsa da

dikkate deger bir aktivite degeri okunmamuistir.

Ekstrenin SO radikal siipiiriicti aktivitesi

100 200 400 800

Konsantrasyon, ng/ ml

Stiperoksit radikal stipiiriicti
aktivite (%)
O B N W b U1 O

Sekil 5.17 Stiperoksit radikal siipiiriicii aktivite sonucu
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5a,60-epoxyergosta-7-en-33-ol' iin SO radikal siipiirticii
aktivitesi

aktivite (%)
s o o B R

Stiperoksit radikal siiptiriicti
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Konsantrasyon, pg/ ml

Sekil 5.18 5a- 6a- epoxyergosta 7-en- 33- ol' {in siiperoksit radikali siipiiriicii aktivite sonucu

5.5.3. Antimikrobiyal aktivite sonucu

Ham ekstrenin antibakteriyal ve antifungal aktivitesine bakilmistir. Cizelge 5.4 sekiz farkl
patojene karsi in vitro antimikrobiyal etki sonuglarin1 gostermektedir. Pozitif kontrol
kuyucugunda c¢oziicii ve/veya besiyeri kaynakli bir inhibisyon olmamis ve iireme

goriilmiistiir. Negatif kontrol kuyucugunda ise herhangi bir iireme goriilmemistir.

Bakteriler i¢in 24 saat sonunda ve maya tiirleri i¢in 48 saat sonunda okumalar yapilmistir.
Sekil 5.19” da 24 saat sonunda plagin goériinimii verilmistir. Ekstrenin, Acinetobacter
haemolyticus ATCC 19002, Staphylococcus aureus JCSC 4744, Cryptococcus neoformans
NIH 68, Cryptococcus gattii NIH 112 tiirlerine kars1 diisiik seviyede antimikrobiyal aktivite

gosterdigi gorilmiistiir.
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Cizelge 5.4 Ekstrenin minimum inhibisyon konsantrasyon (MiK) degerleri

Mikroorganizma MIK, png/ ml
Acinetobacter haemolyticus ATCC 19002 32
Acinetobacter septicum (GATA Microbiology 128

~NRB 239)

Klebsiella pneumoniae CDC 529 128
Staphylococcus aureus JCSC 4744 32
Staphylococcus epidermidis ATCC 35984 128
Candida glabrata ATCC 90030 128
Cryptococcus neoformans NIH 68 32

Cryptococcus gattii NIH 112 32

Negatif Pozitif

Kontrol  Kontrol

&
’

\
~

Y
e
%
5

X XX

’J’.!.&Qt"*

S
X
)

- AN AN A AN

Sekil 5.19 24 saat sonunda plakanin goriiniimii



5.5.4. Asetilkolinesteraz inhibisyon aktivitesi sonucu

Yiizde inhbisyonun % 40’ iizerinde oldugu durumlarda ekstrenin asetilkolinesteraz
inbisyon aktivitesi oldugu sdylenebilir. Pozitif kontrol olarak kullanilan galantaminin % 86
inhibisyon gosterdigi deneyde, ham ekstrenin inhbisyon aktivtesinin % 40’1 altinda kalmasi

nedeniyle inaktif oldugu gorilmiistiir.
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6. TARTISMA VE SONUC

Deniz kaynakli dogal iirlinlerin de sahip oldugu biyoaktiviteler farmasotik endiistrisi i¢in ilgi
cekici bir sahadir. Aym trendleri takip ederek kozmetik enddistrisi i¢cin de deniz yeni
bilesiklerin kesfi i¢in uygun bir alan haline gelmistir. Ilag olarak piyasada bulunan Prialt®,
Lovaza®/Omacor®, Halaven®, Adcetris®, Carragelose®, Yondelis ® gibi iiriinler deniz
kaynaklidir ve bundan sonra yapilacak ¢aligmalar i¢in denizin ne kadar engin bir kaynak

oldugunun ispat1 niteligindedir.

Tiirkiye’de, tunikatlarin da dahil oldugu Kordalilar filumu 64 farkl tiirii barindirarak tiir
sayis1 bakimindan ikinci sirada yer alir. Bu 64 tiir igerisinde ise 61 tiirle tunikatlar alt-filumu
en fazla iiyeye sahiptir (11). Uc tarafi denizle gevrili Tiirkiye’de, bu tiirlerle yapilacak
caligmalar bu tiirlere ait molekiilleri aciga ¢ikaracak ve biyoaktivite ¢alismalarinin ardindan

uygun adaylarin faz ¢aligmalarina alinmasina yonelik adimlar atilmasina yol agacaktir.

Microcosmus vulgaris’ den 2000 yilinda yapilan ¢alismada, in vitro olarak, antiproliferatif
etki gostermis olan yeni bir n- metilpiridinyum alkaloiti izole edilmistir (29). 2002 yilinda
gerceklestirilen bir diger calismada, yeni bir glikosfingolipit olan sulkakeramit, perasetat
formu olarak izole edilmistir (30). 2003 yilinda yapilan ¢alismada, ii¢ yeni glikosfingolipit,

perasetatlari olarak izole edilmistir (31).

Bu ¢alismada da Kordalilar subesine ve Ascidae sinifina dahil bir tunikat olan Microcosmus
vulgaris ile galisilmistir. n- Biitanol VSK-2’den bir sterol olan 5a- 6a- epoxyergosta 7-en-
3B- ol izole edilmistir. izole edilen 50- 60- epoxyergosta 7-en- 3p- ol’iin de antioksidan
etkisine bakilmistir. Bilesigin aktivitesi, ham ekstreninkinden fazla olsa da dikkate deger bir

aktivite degeri okunmamustir.

Ham ekstrenin sitotoksik, antioksidan, antimikrobiyel ve asetilkolinesteraz inhibisyon
aktivtelerine bakilmistir. Ham ekstrenin Hep-2 hiicreleri (Human epidermoid cancer cells)’
ne karsi sitotoksik aktivitesi incelenmis ve ICso degeri 40.0754 pg/ ml olarak tespit
edilmistir. Antioksidan aktivitesi ise siiperoksit radikali siipiiriicii aktivitesine bakilmis ve
800 pg/ ml konsantrasyonda % 10’un altinda bir aktivite gostermistir. Bu sebeple SO radikal
stipiiriicti etkisi yok denecek kadar azdir. Ham ekstrenin, antibakteriyal ve antifungal

aktivitesine bakilmistir. Ekstrenin, Acinetobacter haemolyticus ATCC 19002,
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Staphylococcus aureus JCSC 4744, Cryptococcus neoformans NIH 68, Cryptococcus gattii
NIH 112 tiirlerine kars1 diisiik seviyede antimikrobiyal aktivite gosterdigi goriilmiistiir.
Asetilkolinesteraz inhibisyon aktivitesine bakilmig ve ham ekstrenin inhibisyon aktivitesinin

% 40’1 altinda kalmasi1 nedeniyle inaktif oldugu goriilmiistiir.

Yapilan bu izolasyon galismasi, Microcosmus vulgaris tiirii ile Tiirkiye’ de yapilan ilk
calismadir. Bu asamadan sonra izole edilen madde ve ham ekstrenin farkli biyoaktiviteleri

incelenebilir. Biyoaktivitenin yliksek oldugu deneylerde, ileri caligmalara gegilebilir.

Tiirkiye’de deniz kaynaklari {izerine diger tunikat tiirleri ile yapilacak ¢aligmalarin sonuglari,

bilim diinyasina katki saglayacak ve ardindan ilag kaynagi olarak iiretimin yollarin1 agabilir.
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TEZDEN CIKAN YAYINLAR

ISOLATION AND STRUCTURE ELUCIDATION OF
5- 6- EPOXY STEROL FROM ASCIDIAN
Microcosmus vulgaris

Melek Sertdemir!, Biilent Gizeelioglu?, Belma Konuklugil'

'Ankara University Faculty of Pharmacy, Department of Pharmacognosy, 06100, Ankara, Turkey
2 The Scientific and Technological Research Council of Turkey (TUBITAK), Ankara, Turkey

INTRODUCTION

Isolation of natural products is the very first step for a product which can be apply to pharmaceutical industry. For this purpose, lost of natural
products have been isolated and with long time studies they became products to use as pharmaceuticals, cosmetics, nutritional supplements,
molecular probes, fine ct Is and agr Is (1). Isolation of natural products from marine organisms is a new trend in the world and
especially in Turkey. In recent years, a significant number of novel metabolites with potent pharmacological properties has been discovered from

the marine organisms (1). Attention has been focused more recently on ascidians b of their biologically active bolites (2). Trab di
is a novel alkaloid and the active sub of Yondelis® which is isolated from a tuni Ectei) idia turbinata. Trabectedin was found to be
especially effective against solid tumors. Aplidin® and Lurbi din 173 are pounds isolated from tuni Aplidium albicans and

Ecteinascidia turbinata that still in Phase III and Phase 11 studies for cancer treatment (3). When we look at the novel products which are isolated

from tunicates, they don’ t have a big percentage (4). Ascidians have a great potential to be discovered by

ATERIAL METHODS

RESULTS

Tunicate sample was lized and with ct -

Material

Microcosmus vulgaris collected by scuba-diving by Dr. Blent
Gozcelioglu from Agean Sea. Sample cut into small pieces. Figure

methanol (1:1). This extract was then subjected to repeated column

rgraphy, to obtain of 5- 6- Epoxy sterol from

1 shiows: Microcosinius Villgans ard diving dred; n- butanol fraction was done by coloumn chromatography with using

silica gel as stationary phase and dicholoromethane- methanol with
gradient elution as mobile phase. Initial analysis for compound done by
Thin Layer Chromatogrphy (TLC). TLC result of this compouns is given
yerg: 7-en- 3B- ol
(Figure 2b) was done by Nuclear Magnetic Resonance (NMR)
Spectroscopy. This compound had the composition CyH,e0,
established on the basis of the 13C NMR and H NMR data. The
significant fragment ions at m/z 269 [M-H20-C9H19]+ indicated the
presence of a C9H19 side-chain (5).

in Figure 2a. Structure eludication of 5a- 6a- ep

Figure 1. Microcosmus vulgaris and diving area Aegean Sea

Methods

Extraction Method

Sample which cut into small pieces before extracted with
choloform-methanol (1: 1) three times. Solvent evaporated with

CH,
CH,
rotary evaporator and extract put into freeze dryer to get rid of
water. Dry extarct yielded 40 grams in total.

Isolation Procedure

Liquid- Liquid Partitoning

20 grams of extract dissolved in Methanol- Water (90:10) and (@) ®)
partitoned with n- hexan, ethyl acetate, n- butanol. Figure 2. (a) TLC result and (b) of 5a- 6a-
\ Liquid C| phy (VLC) 36-ol

n- Butanol fraction applied to VLC with the given system in Table 1.

Twelve fractions gained and Fraction-2 chosen for further studies.
CONCLUSIONS

Table 1. Coloumn specifications and elution system for VLC

7-en-

pOXyorg

Isolation of 5- 6- epoxy sterol from tunicate Microcosmus vulgaris was

Column Specifications Elution System
e T TPy Sy Adee done by chromatographic methods and structure eludication was done
Column height  10cm Dichloromethane xmsp  Methanol by NMR Spectroscopy.

Stationary phase  Silica gel The next step will be ine cytotoxi ioxi antimi

Several chromatography technics like coloumn chromatography, activities.

thin layer chromatography used for isolation and analysis.
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