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OZET

Yiiksek Lisans Tezi
Deniz mercanlarindan Paramuricea clavata nin biyoaktif etken maddelerinin izolasyonu
ve tayini
Serdar KORPAYEV
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii

Danigman: Prof. Dr. Belma KONUKLUGIL

Doga, asirlar boyunca cesitli hastalik tedavilerine kaynaklik etmistir. Diinyanin %70’lik
ana birleseni okyanuslar sliphesiz hayatimizda énemli yere sahiptir. Son 40 senede skuba
aletlerinin ortaya c¢ikmasiyla birlikte okyanuslar bilim adamlarinin dikkatini ¢ekmeyi
basarmistir. Okyanuslar, biyogesitlilik ve iiretkenlik alanlar1 olup bazi benzersiz kimyasal
yapilara kaynaklik etmektedir. Bunlarin bazilar1 farmakolojik aktiviteler gdstermistir.
Antikanser, anti-HIV, antienflamatuvar, antimalarial, antitiiberkiiloz, antimikrobiyal ve
benzeri hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Bunlara 6rnek olarak Vidarabin (Vira-
A) antiviral ilag olarak viral DNA polimerazi inhibe eder ve ET-743, Aplidin ve
Kahalalide F bilesiklerin kat1 tiimorlere karsi pozitif terapotik etkisinin  oldugu
saptanmistir. Son 40 senede izole edilen deniz kaynakli bilesiklerin sayis1 10,000°1
asmistir. Dolaysiyla, multidisipliner c¢aligmalar sayesinde deniz canlilarindan izole
edilebilecek yeni sekonder metabolitler, klinikte kullanilabilecek yeni ilaglarin g¢esit ve

sayisini arttirma potansiyeline sahip olabilecektir.

Bu tez ¢alismasinda Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii’nde Tiirkiye’nin Ege denizi
kiyis1 Ayvaliktan toplanan deniz omurgasizlarindan Knidliler tiirii olan deniz mercanlarindan
Paramuricea clavata ekstresinin Hep-2 hiicrelerinde sitotoksik ve yiiksek radikal siipiiriicii
biyolojik aktivite gosteren Paramuricea clavata’nin, etken madde izolasyonu ve yapi
tayinleri arastirilmistir. Kimyasal analiz sonucunda iki madde izole edilmis ve bunlardan bir
tanesinin p-sitosterol oldugu bulunmustur. Ikinci maddenin ise saflastirma islemine ve
yapisiin aydinlatilmasima devam edilmektedir. YSBK analizi ile karsilastirma sonucunda
ise Anetol, Anikuaizolin A, C, D, Dioksoindol, Papirasillik asit C maddelerinin bulundugu

diisliniilmekte olup, izolasyon ¢aligmalari ile yapilar1 dogrulanacaktir.
2015, 62 sayfa

Anahtar kelimeler: Deniz Canlilari, Paramuricea clavata, Biyolojik Aktivite



ABSTRACT

MSc Thesis
Isolation and structure elucidation of bioactive secondary metabolites from
CnidariaParamuricea clavata
Serdar KORPAYEV
Ankara University Biotechnology Institute
Supervisor: Prof. Dr. Belma KONUKLUGIL

Nature has been instrumental as a source for therapeutics. Despite the fact that we live in
an oceanic planet, a number of technical factors have historically prevented the evolution
of a marine-based medicine. With the implementation of scuba diving tools and the
development of sophisticated instruments for the isolation and elucidation of structures of
natural products from marine organisms, major advances have been made in the discovery
of marine derived therapeutics. Marine is an excellent source of bioactive secondary
metabolites with potential biodiversity and unique therapeutic value in the treatment of
diseases (Anti-HIV, Anti-tumor...). To illustrate, Vira-A inhibit the DNA polymerase and
ET-743, Aplidin and Kahalalide F, have been shown to display a positive therapeutic index
and activity in resistant solid tumors that supports the ongoing clinical phase I1I/11 trials.
In the latest years, the isolated marine compounds are over 10.000. Moreover, the
development of a given marine candidate implies the collaboration of an interdisciplinary
team special focused on supply, biology, oceanography, formulation, pharmacogenetics
and preclinical toxicology. The further work is in progress to determine its activity profile
relative to marine compounds and other drugs of this class.

In this work in Ankara University Biotechnology Institution, we investigated the
Paramuricea clavata having high biological activity (cytotoxic to the Hep-2 and radical
scavenging) belonging to Cnidariacollected from Ayvalik, Agean sea coast of Turkiye and
elucidated the structures of the isolated compounds. Two compounds are isolated. First
compound is [-sitosterol. Second compound is being tried for further identification.
Compounds; Anethole, Aniquinazoline A,C,D, Benzodiazepine, Dioxoindole, Papyracillic
acid C are detected by using HPLC.

2015, 62 pages

Keywords: Paramuricea clavata, Marine organisms, Bioactivity.
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1. GIRIS

Diinyanin ana birleseni Okyanuslar sliphesiz hayatimizda 6nemli yere sahiptir. Yer
yiiziiniin %70’inii okyanuslar kaplamaktadir ve yeryiiziiniin %97°lik su kaynagini elinde
bulundurmaktadir (1). Bu ince kara-deniz kesisim noktas1 gezegen lizerinde iiretkenligin ve
cesitliligin en fazla oldugu cevredir. Her ne kadar limitli alanlar olsa da derin okyanus
bolgelerinin baz1 yerlerinin kominiteler de bir baska biyogesitlilik ve tiretkenlik alanlaridir
(2). Denizbilimcilere gore okyanuslarin sadece %>5°1 arastirildi. Her ne kadar okyanuslarin
derinliklerinin ¢ok kesfedilememis olmasia ragmen, 230,000 bilinen tiirlerin habitat ve iki
milyondan fazla deniz tiiriiniin var oldugu tahmin edilmektedir (3). Diinya okyanuslarinda ne
kadar canli tiirlin bulundugu heniiz tam olarak bilinmemektedir. Bunlarin i¢inde yer alan
mikrobiyal tiirlerin sayisi yapilan ¢alismalarla her giin artmakta olup bu sayr 1-2 milyona
yaklasmustir (4). Bu deniz kaynaklarinin iginden deniz omurgasizlart 6nemli yere sahiptir.
Knidliler filumu genis 11,000 tiir igermektedir (5). Bu filumdan son on yilda 3000°den fazla
izole edilmis olan bilesigin yapist aydinlatilmistir (5). Giiniimiizde hastaliklarin tedavisinde
%87 oraninda dogal {irlinler veya dogal {irlinlerle iligkili sentetik, etkili maddeler
kullanilmaktadir (6). Bu ¢alismalarin 6nemini anlayan {ilkelerin basinda Amerika Birlesik
Devletleri gelmektedir. Devletin islerinin énemli bir kismi okyanuslarla ilgilidir ve ABD
Gayri Safi Milli Hasilasinin tigte biri kiyt bolgelerindedir. Okyanuslar sadece ulagim
saglamakla kalmayip bir¢ok hastaliga care olabilecek etkili maddelerin elde edilebilecegi
kaynak potansiyeline sahiptir. Okyanus Kesif ve Arastirma Programi1 NOAA Ofisi (National
Oceanic and Atmospheric Adminstration) yeni denizalti yagam alanlarini, topluluklarini,
tiirlerini, ve ekosistemlerin daha iyi anlasilmasi da dahil olmak {izere yeni kesifler igin ileri
teknolojiyi kullanarak okyanuslarin hentiiz incelenmemis bolgelerini aragtirmaktadir. NOAA,
insan hastaliklariin potansiyel tedavilerini, cevaplarint ve kaynaklarin siirdiiriilebilir
kullanimm1 saglamak yardimciyla kesiflerle yeryiiziindeki yasamin koklerinin ipuglarim
ortaya ¢ikarmak i¢in biiyilk c¢aba sarfetmektedir. Okyanus ekosisteminin dinamiklerini

anlamak deniz kaynaklarinin siirdiiriilebilir yonetimi i¢in 6nemlidir.

Dogal karasal organizmalar dogal ilaclarin en zengin kaynag: temsil etmekte olup, Bir¢cok
etkili madde bitkilerden elde edilmistir. Friedrich Wilhelm Sertirner tarafindan 1805

yilinda Papaver somniferum’dan morfin izole edilmesi ile ilk dogal kaynakli ilag



hammadesi elde edilmistir. Fransiz arastirmacilar Caventu ve Pelletier de sitma tedavisinde
kullanilan kinin alkaloitlerini Cinchona sp. kabuklarindan elde etmislerdir. Taxus
brevifolia bitkisinden (6rnegin paklitaksel (Taxol) sonradan endofitik mantar Taxomyces
andreanae tarafindan da tretildigi bulunmustur ya da mikroorganizmalar (Penicillium
notatum'dan 6rn penisilinler) gibi bitkilere sahiptir. Taxol, antikanser 6zellikleriyle bilinen
bilesiklerdir (7). Bunlarin haricinde Micromonospora chersina bitkisinden de antibiyotik
Dynemisin A izole edilmis olup onemli tedavi araci olarak kullanmiglardir. Bu kesifler
giderek artmis ve giiniimiize kadar kodein, atropin, emetin, brusin gibi pek ¢ok tedavi

amagli bilesikler izole edilmistir ve edilmeye devam etmektedir (8).

Karasal dogal organizmalarla birlikte Okyanuslarin ekolojik, kimyasal ve biyolojik
cesitlilik, degisik kimyasal birlesiklere ve farmasdtik potansiyele sahip olmasi okyanuslari
daha da gizemli yapmis ve arastirmacilarin dikkatini ¢ekmistir. Bulunduklar1 ortamlarin
zorlu sartlar1 deniz canlilarinin degisik yapilarda ve cok ¢esitli aktiviteler gosteren
kimyasal maddeler iiremelerine sebebiyet vermektedir. Son 40 seneye kadar, dogal
kaynakli triinlerde yalniz kara canlilar1 varsayilip ondan elde edilen etkili maddeler
dikkate alinmaktaydi. Dalis tekniklerindeki gelismeyle birlikte deniz kaynakli tirlinlerdeki
biyoaktivite potansiyelinin dikkat ¢ekmesiyle deniz canlilar1 iizerindeki calismalar hiz
kazanmistir (6). Bergmann ve Feeney (1951) tarafindan 1950’lerde siinger Tethya crypta
niikleozit tlirevlerinin bulunmasma ragmen, genellikle, prostaglandin tiirevlerinin
Karayipler gorgonundan Plexaura homomalla’dan izolasyonu deniz kimyasinin baslangig
noktast olarak kabul edilmektedir (2). Daha sonra, Ara-A (Vidarabin) gibi viral
enfeksiyonlar kemoterapisi i¢in gelistirilmis niikleosit ilaglar gelistirilmistir. O zamandan
bu yana 18.000 'den fazla farkli deniz dogal iirtinleri izole edilmistir (9). Toprak yiizeyinin
%70'inden fazlasim1 okyanuslar tarafindan kapli oldugu gercegini goéz Oniinde
bulunduracak olursak denizler zengin biyogesitliligi icin habitat saglayarak biyoaktif
bilesiklerin kesfi icin uygun bir ortamin karasal ortama gore hayli 6nde goriinmekte olup
klinik ¢alismalara 33 farkli deniz dogal iiriinleri ya da dogal {iriin tiirevleri dahil edilmistir
(10). ilging olarak deniz iiriinlerinin ¢ogu (siingerler, gdmlekliler, bryozoanlar veya
tunikatlar), klinik veya 6n kinik ¢alismalarda karasal ¢evrede tiiretilen bilesiklere gére daha

cok yer almistir (6).

2004-2015 wyillar1 arasinda deniz kaynaklarindan elde edilen etkili maddelerin Klinik

calismalar1 Cizelge 1.1°de verilmistir.



Cizelge 1.1. 2004-2015 Deniz Kaynaklar1 ila¢ Klinik Calismalar Listesi (11)

Dogal iiriinler

Terapotik

Bilesik Orijinal DU / Sirket / Kurum S Durum
. . veya 5 . . (tedavi edici) Durum 2004 Durum 2009
Isimleri. Tiirevi Kaynak Organizma (Sehir, Eyalet, Ulke) Alan 2015
Bedford
(Cytosar-U; - Spongothymidine/ siinger (Bedford, OH, ABD); FDA/EMEA
Depocyt®) T.I,)U . Cryptotethya Crypta Enzon Kanser Onayh Onayh Onayh
urevt (Piscataway, NJ, ABD)
Vidarabin DU Spongothymidine/ siinger Kral Pharma Anti-viral FDA/EMEA Onayh ABD’de
(Vira-A®) Tiirevi Cryptotethya Crypta (Tenafly, NJ, ABD) Onaylt Y durdurldu
. . w-konotoksin / - Noro- FDA
Z(;f?rgl)t DU deniz salyangozu E(Igntﬁprpio{atlgn), Patik Onayh FD?)/ E’:AEA Onayli
T1al® Konus MagUS ublin, Irlanda Agrl nayl
Omega-$ asit DU Omega-3 yag asitleri / GlaxoSmithKline Hipertrigliseridemi | FDA FDA/EMEA |
- Tiirevi balik (Brentford, UK) Onaylt Onaylt nayl
(Lovaza®)
. . L . . PharmaMar
Trabectedln DUy Ekteinassidin 743 /_gom!ekll (Colmenar Vigjo, Kanser Faz 11/ 1 EMEA EMEA
(Yondelis®) Ecteinascidia turbinata'dan g Onayl Onayli
Madrid, Ispanya)
Eribulin mesilat DU Halichondrin B /Siinger Eisai Kanser Faz | Faz Il FDA/EMEA
(Halaven®) Tiirevi Halichodria okadai (Tokyo, Japonya) Onayli
. . Seattle Genetik
Brentuximab DU Dolastatin 10 / (Bothell, WA, ABD); Kanser FDA/EMEA
vedotin (SGN-35) Tiirevi deniz tavsani Takeda GRDC - Faz Il Onayl
(Adcetris®) urevi Dolabella auricularia nayl
(Osaka, Japonya)
i fota-carrageen in / Marinomed
lota-carrageen the DU Algae redEucheuma (Vle_nna, Austrla)_; Antiviral Viral - - (OTC)
(Carragelose®) Boehringer Ingelheim
/ Cnondus H
(Ingelheim, Germany)
Pliditepsin - Ascidian PharmaMar
(Aplidin®) DU Aplidium albicans (Colmenar Viejo, Madrid, Ispanya) Kanser Fazll Fazll Fazll /1l
PMO00104 DU Jorumycin /deniz yaratigi PharmaMar Kanser R Faz Il Faz Il
(Zalypsis®) Tiirevi Joruna funebris (Colmenar Viejo, Madrid, Ispanya)
DMXBA DU Anabeseine /solucan Comentis .
(GTS-21) Tiirevi Paranemertes peregrina (San Francisco, CA, ABD) Alzhemier Fazl Fazll Fazll
i . N . . . PharmaMar
Lurbinectedin DU Ekteinaskidinler /gomlekli L. Lo
(PM01183) Tiirevi Ecteinascidia turbinata'dan (Colmenar Viejo, Madrid, Ispanya) Kanser B ) Fazll
- . . Seatle Genetik
CDX-011 bu- Dolastatin 10 /deniz tavsant (Bothell, WA, ABD) Kanser - Faz Il Faz Il
Tiirevi Dolabella auricularia
DU Dolastatin 10 /deniz tavsani Seatle Genetik
SGN-75 Tiirevi Dolabella auricularia (Bothell, WA, ABD) Kanser ) Faz Faz |
- siinger PharmaMar R .
PMO060184 DU Lithoplocamia lithistoides | (Colmenar Viejo, Madrid, Ispanya) Kanser Fazl
. Sallnosglgtzignrgiese’?/[)enlz Nereus Farmasotik
Marizomib DU ; L (San Diego, CA, ABD) Kanser - Faz | Faz |
Tropik Salinispora
- Dolastatin 10 /
ASG-5ME TPrU ; deniz tavsani ™ nhbéSti”aii ABD) Kanser - - Faz |
urev Dolabella auricularia © 00%. T
. - Bryozoa NCI Kanser Faz 1/l Faz |
Bryostatin | by Bugula neritina (Bethesda, MD, ABD) Alzheimer Fazi /il Faz | Faz 1l
. DU Dolastatin 10 /deniz tavsant Aska Ilag
Soblidotin Tiirevi Dolabella auricularia (Tokyo, Japonya) Kanser Faz | Faz Il Durdurulmus
Dolastatin 15 / .
. s Genzyme Coporation
Synthadotin Deniz ha_re ) (Cambridge, MA, ABD) Kanser Faz 1 /11 Faz Il Durdurulmus
Dolabella auricularia
DU ve Pseudopterosins . .
. VimRx [lag * PP
Pseudopterosins ) yumusgak mercan (Irvine, CA, ABD) Yara iyilestirici Faz | Faz Il Durdurulmus
DU Tiirevi Pseudoptergorgia elisabethae T
. . - Kahalides /
E(:'Ts'dlepz,:g TPTU . Deniz siimiikliibocek (Colmenar f’/?a.r m?\:\["irﬁ 4 Ispanya) Kanser - Faz Il Durdurulmus
'valecR urevi Rufescens'in ElySIa olmenal €Jo, Mad , Ispanya
Plinabulin DU Hallrglgiez(rl:llPrI‘;Z:SU)/ Nereus Farmasotik Kanser ; Faz Il Durduralm
(NPI-2358) Tiirevi eniz manta (San Diego, CA, ABD) urduruimus
Aspergillus sp.
Tasidotin DU Dolastatin 15 /deniz tavsani Genzyme Corporation Kanser R Faz Il Durdurulm:
(ILX-651) Tiirevi Dolabella auricularia (Cambridge, MA, ABD) urduruimus
. . - slinger Eisai _
Hemiasterlin DU Hemiastrella mindr (Tokyo, Japonya) Kanser Faz | Durdurulmus
Deniz siimiikliibocek Pharmaliar
. . . " . (Colmenar Viejo, Madrid, ispanya); Faz 1 /11 Durdurulmusg -
Kahalalid F DU Rufescens'in Elysia. Hawai Universitesi (ABD) Kanser
. - Dogphish kopekbalig Genaera * ~
Skualamin DU Squalus acanthias (Plymouth Meeting, PA, USA) Kanser Faz /1l Durdurulmug
- Hemiasterlin /siinger Wyeth *
HTI-286 bu Hemiastrella minor (Philadelphia, PA, ABD) Kanser Faz1 /1l Durdurulmus }
. . - slinger Novartis (Basel, Isvigre); ~
Diskodermolid bu Discodermia dissouta Harbor Branch (Fort Pierce, FL, ABD) Kanser Fazl Durdurulmus
DU Halichondria B /siinger Eisai
E7389 Tiirevi Halichondria okadai (Tokyo, Japonya) Kanser Fazl Durdurulmus 3
Spisulosine - Deniz istiridye PharmaMar
(ES-285) bu Spisula polynyma (Colmenar Viejo, Madrid, ispanya) Kanser Fazl Durdurulmus }
~ P Agelasphins /stinger Vrije Universiteit Tip Merkezi, R
KRN-7000 DUTiirevi Agelas mauritianus (Amsterdam, Hollanda) Kanser Faz | Durdurulmug
/E-941 - . - - Z terna
(Neovastat®) DU karisim Kaépekbahgi kikirdagi (Québec, Québec, Kanada) Kanser Faz 11/111 Durdurulmus -
g R Psammaplin A /siinger Dana-Farber Kanser Enstitiisii ~
NVP-LAQ824 DUTiirevi Aplysinella rhax (Boston, MA, ABD) Kanser Faz | Durdurulmus
Konotoksin G - Deniz salyangozu Cognetix - R
(CGX-1160) DU konus geographus (Salt Lake City, UT, USA) Agn Fazl Durdurulmus
IPL-576092 ve P . Contignasterol Aventis . .
Tiirevleri DUTirevleri SiingerPetrosia contignata (Strazburg, Fransa) Anti-astmatik Fazll Durdurulmus
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2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Knidliler= Cnidaria

Knidliler veya Solenterler veya Haslamlilar, biiyiik ¢ogunlugu denizlerde, birkag tiirii tath

sularda yasayan, doku igeren, taslara tutunarak yasayan bir hayvanlar alemi subesidir.

Knidliler ¢esitlilik igeren filum olup diinyada 10, 211 (11) tiir igeren ve bunun 752 tiirii
Akdenizde bulunmaktadir (12).

2.1.1. Knidlilerin genel 6zellikleri

1.

2.

Yagsam dongiistinde “polip” ve “mediiz” olmak iizere iki tip bireye rastlanir.

Viicut duvart diploblastiktir yani epidermis ve gastrodermis tabakalarindan ve onlarin

ortasindaki mezogleandan olugmustur.

Epidermis ve gastrodermis tabakalarinin hiicrelerinde “nematosit” yakici kapsiiller

olmaktadir. Nematositler 6zellikle tentakiillerde daha yogun olarak bulunur.

Sinir sistemi sinir ag1 seklindedir ve bazi duyu organlari mevcuttur. Impuls iletimi ise

(simmetrik sinaps) her yone dogrudur.

Polipler tomurcuklama yoluyla essiz, tim mediizler ve bazi polipler ise gamet
olusturarak, yani eseyli cogalirlar. Eseysel formlar monoyik ya da dioyik olabilir.

Planula lavrasi goriiliir. Zigotun bdliinmesi holoblastiktir.

Kas sistemi, epidermisteki epitel-kas hiicrelerinden ve gastrodermisteki salgi
(beslenme)-kas hiicrelerinden olusmaktadir. Kas fibrilleri, epitel-kas hiicrelerinin
kaidesinde uzunlamasina konumlasmiglardir. Beslenme kas hiicrelerinde ise bu
fibriller dairesel olarak dizilis gosterir. Yiiksek organizasyonlu haslamlilarda ise bu
plan degisiklige ugramistir ve mezogleada birbirinden bagimsiz fibril demetleri

uzanmaktadir.

Genellikle dallanmis ya da septalar ile boliinmiis olan “gastrovaskiiler bosluk” hem
ag1z hem de aniis gorevini yapan tek ir delige sahiptir. Uzayabilen dokunaglar agzin ya

da agiz bolgesinin etrafinda dairesel olarak dizilidir.

Belirgin bas kism1 olmay1p, radyal ya da biradyal simetri gosterirler.


http://en.wikipedia.org/wiki/Cnidaria
https://tr.wikipedia.org/wiki/Doku
https://tr.wikipedia.org/wiki/Hayvanlar
https://tr.wikipedia.org/wiki/Alem
https://tr.wikipedia.org/wiki/%C5%9Eube

9. Baz ¢esitlerinde ise kitinden, proteinden, ya da kalkerden meydana gelen gelmis

eksoiskelet (dis iskelet) vardir.
10. Bosaltim ve solunum sistemine sahip degiller.

11. Sucul organizmalarin ¢gogunlugu denizlerde ve az kismu tath sulard ayasarlar (13).

2.1.2. Knidlilerin viicut yapilar:

Siingerlerde oldugu gibi ergin hayvanlarda da, vejetatif kutup (agiz) ieanimal kutup (tepe
plakas1) arasinda uzanan, viicudun larval eksen korunur. Organlar, genellikle 1sinsal olarak
ve cift sayilarda bu eksen etrafinda dizilirler. iki epitel (ekto- ve endoderm) tabakasi
viicudun biiyiik kismini yapar (ekto- ve endoderm terimi en ¢ok bu hayvanlar igin
kulanilir). Bu iki tabaka arasinda baglayici doku gorevi yapan mezoglea bulunur.
Mezoderm olusmamustir. ilkin agiz, bagirsak boslugunun tek acikligidir. Bu agiklik
erginlerde keza aniis ve eseysel bezleri endodermal konumlanmis olanlarda ayrica eseysel
aciklik olarakda gorev yapar. Bagirsak boslugu sindirimi ve besin maddelerinin dagitimini

saglar (13).

2.1.3. Ektoderm

Knidlilerin dis epiteli kiibik, silindir ve nadiren yassi hiicrelerden yapilmistir. Hiicrelerin
uclan ise ince kutikula ya da siller ile ortiiliidiir ve ya kamg¢i tasimaktadir. Ektodermik
epitel hiicrelerin dip kisimlar1 arasinda “intersitital hiicreler” goriiliir. Bu hiicreler
gelismenin erken evrelerinde ektoderm ve endodermden koken alir ve knidositleri
meydana getirir, esey hiicrelerine degisir, regenerasyon ve tomurcuklanma olaylarinda da
diger hiicre tiplerini de verebilir. Epitel kas hiicreleri epitel hiicrelerinin biiylik kismini
olustururlar. Bu hiicreler, kaidelerinde kas filamentlerinin olustugu uzantilar1 ile taninirlar.
Uzantilar ektodermde boyuna, endodermde ise halka kas tabakalarini olusturur. Yakici
kapsiiller bu subenin adinin verimesine neden olan 6zelligidir. Bu mikroskoik hiicre
organlart korunma ve av yakalama zamaninda aktiflesirler. Kapsiil sivist zehir etkisi
yaptig1 gibi, kiigiik kabuklularin kitin zirhlarin1 da ¢ozer. Her kapsiil ancak bir kere
patlayabilir o ylizden yeni kapsiiller devamli olusmaktadirlar. Ekto- ve endodermin epitel
hiicreleri arasinda yerlesen sinir gangliyonlar1 sinir sistemini olusturmaktadir.
Gangliyonlarin uzantilart sinir aglarint olusturur. Sinir aglari viicudun farkli yerlerinde

farkli sikliktadir. Bunlar polarize olmadiklarindan uyarilar1 her yone iletirler.



Endoderm (gastrodermis) ikinci epitel tabaka, kiibik ya da silindir seklindeki biiyiik epitel
hiicrelerden yapilmistir. Cok kofullu ve iki kamgcili bu hiicreler besin hiicreleri olarak

bilinir. Epitel hiicrelerin uglar sindirilmeyen besin artiklar1 ile doldurulur.

Mezogleanin yapis1 degisik gruplara gore farklidir. Hidroyit poliplerin bir kisminda

hiicresiz ve lifsiz bir membrandir “mesolamella” (13).

2.1.4. Dol degisimi

Knidlilerin ¢ogunda, sabit olan polip ve serbest yiizen mediiz tipleri, ayni tiiriin iki ayri
doli halinde birbiriyle ardisik olarak degiserek siirdiiriiliir. Polipler, vejetatif (eseysiz)
olarak, tomurcuklanmaya da bolinme ile mediizleri iiretirler. Mediizler ise yumutrta
tiretirler, dollenen bu yumurtalardan biri planula larvasi ve ondan da polip meydana gelir.
Polipler dogrudan dogruya polipleri ya da esey hiicrelerini meydana getirirler. Mediizlerin

yumurtalarindan yine mediizler olusur (13).

2.1.5. Polip

Silindirik viicut yapisina sahip, kaidesindeki pedisel disk veya kok seklindeki bir sap ile
yere oturarak sabit yasarlar. Koloni halinde yasayanlarda polip formlar morfoljik bakimdan

farkli tipleri olusturur. Bunlarin kolonilerindeki govdeleri farklidir. Genellikle,
e Hydrozoa poliplerinde:

« Gastrozooid (Beslenme polibi)

« Gonozooid (Ureme polibi)

« Dactylozooid (Tentaculozooid) (Korunma polibi)

« Anthozoa poliplerinde:

« Authozooid (beslenme ve lireme polibi)

« Siphonozooid (Su akimi polibi) olarak goriiliir (13).

2.1.6. Mediizler

Viicut ¢an veya semsiye seklindedir. Cevresinde tentakiiller bulunan viicudun biiyiik

kismin1t mezoglia tabakasi olusturur. Knidlilerin sinir sistemleri merkezilesmis ve ag
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seklindedir. Genellikle agzin bulundugu ucta agiz ¢evresinde halka seklinde dizilmig
tentakiilleri bulunur. Besin olarak, su igindeki besin parcaciklari ile ya da tuzaga diisiiriip
yakaldiklar1 hayvanlar ile beslenirler. Karnivor hayvanlardir. Tentakiillerini av yakalamada
kullanirlar. Knidlilerde tek bosluk olan sdlenteron ayn1 zamanda sindirim kanalidir. Su

diizenlenmesi ve bosaltimda 6zellesmis organlari yoktur,gogu stenohalindir (13).

2.1.7. Hareket

Ozel hareket organelleri yoktur. Bununla beraber, su i¢inde pasif yiizme ya da takla atma
hareketleri goriilebilir. Ozel solunum organlar1 yoktur. Baglica duyu organlari, tentakiilleri

kaidesinde veya viiciidun kenarlarinda bulunan basit gozler veya denge organidir (13).

2.1.8. Ekolojileri ve yasam tarzlar

Knidliler biiyiik dl¢iide deniz canlilaridir. Sahillerden biiyiik derinliklere kadar her tarafta
bulunurlar, ancak pek az kismi tath sularda soliter yasayan poliplerdir; pek az kismi da tath
su mediizleridir. Ac1 ve ¢orak sularda ise ancak 6zel bazi tiirleri barindirirlar; bunlar topuz
polipleri olarak bilinen Cordylophora ve Moerisiidae’dir. Polypodium tiirleri tatl sularda

parazit olarak yasarlar.

Polipler, sularin taban kisminda (bentik) ya da bitki zonlarinda (Phytal) tutunarak yasarlar.
Mediizler ise serbest su ortamlarinda yasayan canlilardir. Bazi polipler pelajik yasadiklari
i¢in tentakiilleri ylizme organi olarak gorev yapar. Bazi mediizler tabanlarda ve bitkilerin
tizerinde siiriinerek ya da deniz kumlarinin kum tanecikleri arasinda yiizerek yasarlar.
Bircok mediiziin ve Siphonophora’nin tentakiilleri arasinda balik yavrular1 yasar.
Hasamlilar etgil hayvanlardir; ¢ogu avlarimi tentakiilleriyle yakalar. Avlari, hasamlilarin
bliytikliiklerine gore plaktondan baliklara kadar uzanir. Bazi Anthozoa tiirlerinde
ektodermin silli alanlar1 besin aliminda 6nemli rol oynar. Siller gévdeye yaklasan besin
parcaciklarina vurularak agiza dogru yonelendirilir. Tentakiilleri ya da manubriyumlar ile
yakaladiklar1 avlarmi knidosistleri ile uyusturduktan ve Ooldiirdiikten sonra yutarlar.
Viicutlar ¢ok fazla genisleyebildiklerinden ¢ok biiylik hayvanlar1 yutabilirler. Sindirimleri

kismen hiicre i¢inde, kismen de hiicre disindadir.


https://tr.wikipedia.org/wiki/Karnivor
https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Stenohalin&action=edit&redlink=1

Knidlilerin hareket yetenekleri simirhidir. Poliplerin ¢ogu bulunduklart yere sikica

baglanmistir. Yerini degistiren formlar, ¢ok cesitli hareket sekilleri gosterirler. Hydra ve

bazi aktiniyalar takla atar gibi yani lst kisimlarini alta, kaidelerini yukariya getirmek

suretiyle hareket edebilirler (13).

2.1.9. Sistematikleri

Cizelge 2.1.Knidliler Smiflart

Simif

Altsimif

Takim

Hydrozoa (= 3500)

Hydroida

Trachylina

Siphonophora

Scyphozora (= 200)

Lucernariida

Carybdeida

Coronata

Semaeostommeae

Rhizostomeae

Octocorallia

Alcyonaria

Gorgonaria

Pennatularia

Anthozoa (= 7500)

Hexacorallia

Actiniaria

Madreporaria

Zoantharia

Antipatharia

Ceriantharia

Taksonomik olarak gruplandirilmis olan Knidliler tiirleri bize hangi tiirlerin yeni tedaviler

icin potansiyel olusturdugunu bilmek acisindan 6nemli yere sahiptir. Knidliler tiir tayini

en zor olan iglerden biri olup literatiirde gecen bazi kaynaklar da dogru olmayabilir (14).

Knidliler gruplar yiiksek biyoteknolojik 6neme sahip deniz canlilarindan biridir. Knidliler

alt sinifi olan Anthazoa’nin en ¢ok iizerinde ¢alisilan alt sinifinin basinda gelmektedir. Son

yillarda yapilan ¢aligmalrin sonucunda Knidlilerin yiiksek biyoteknolojik 6neme sahip

biyoaktif sekonder metabolitler ve biyolojik aktiviteleri Sekil 2.1, 2.2, ve 2.3’te verilmistir.
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40
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Alcyonacea Gorgonacea
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Scleractinia

Class

Class

Sinif Anthozoa

Sekil 2.1. Knidlilerin en ¢ok ¢aligilan altgruplari (5)

ilag Siniflan

Sinir sistemi
Antifoulant 2%

10% ‘ 1%

Antillser

Antienflamatuvar
22%

Sekil 2.2. Son on senede ¢alisilan filum Knidliler’nin yiiksek biyoteknolojik 6neme sahip
biyoaktif sekonder metabolitler ilag siniflar1 (5)
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lipid

Sekil 2.3. Son on senede ¢aligilan filum Knidliler’nin yiiksek biyoteknolojik 6neme sahip
biyoaktif bilesikleri (15)

2.2. SINIF: ANTHOZOA (MERCANLAR)

Bu smifta 7,500 tiir mevcuttur, bu da Knidliler tiiriintin ticte ikisi demektir ve sinifin ismi
“anthos™ ¢icek, “zoon” hayvan kelimelerinden olugmustur. Anthozoa ya da Mercanlar,
omurgasiz hayvanlarin Knidliler subesinin denizlerde yasayan bir siifidir. Yumusak
mercanlar, boynuzsu mercanlar, dikenli mercanlar, ger¢gek mercanlar gibi ¢esitleri vardir.
Deniz sakayiklart da bu smiftandir. Bu siifin hidrzon ve skifozoonlardan farki mediiz
dollerinin bulunmamasidir. Septumlara sahip olmalrima ragmen septal hunisi yoktur.
Viicutleri alti, sekiz ve ya ¢ok 1simnlt biradyal gosterirler. Oral uglar1 yassi plakaya benzer.
Ag1z plakasinin etrafinda dizilmis piniilli ya da diiz tentakiiller bulunur. Oval ve ya uzun
bir yarik seklindeki agiz kisa bir yemek borusuna “stomodeum”a agilir. Agizin kenarlarmin
birinden ya da her ikisinden uzun Kirpikli bir oluk “sighonogliph” ya da “sulcus” uzanir.
Oluklarin gorevi kirpiklerin devamli ¢arpma haraketleri ile solunumu saglamak iizere

gastrovaskiiler bosluga dogru devamli su akim1 meydana getirmektir.

Antazoon poliplerinde gastral bosluk, ortada bir mide kismi1 ile bunun etrafinda siralanan

gastral odaciklardan olusmustur ve septumlar araciligiyla bir birlerinden ayrilmiglardir.
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Antazoonlarin viicut ceperlerine ait olan kaslar degisik derecelerde gelismis olan,
ektodermik boyuna kaslarla endodermik transversal kaslardan olugsmustur. Duyu organlari

bulunmamaktadir.

Polip viicutlu bu canlilarin mineral maddelerinden karismis boynuzsu iskeletlerine de
mercan denir. Mercan iskeletlerinin binlerce yil boyunca belli bir bolgede toplanmasi
sonucunda da, mercan kayaliklart meydana gelir. Yalniz veya koloniler halinde yasarlar.
Viicutlar1 1sinsal simetrilidir. Agiz ¢evrelerinde uzantili dokunaglar1 vardir. Agiz ve kollari
kaslarla agilip kapanabilir. Kiiciik canlilarla beslenirler. Iskeletleri dis derilerinin

salgisindan meydana gelir.

Akdeniz, Kizildeniz gibi sicak deniz diplerinde bulunan biiyiik taglara yapisik olarak
yasarlar. Pek nadir olarak serbest yilizenlerine de rastlanir. Her bir mercan veya mercan
tinitesi kalkerli bir kabuk i¢inde birbirine siki siki baglanmis mercan hayvanciklar: ihtiva
eder. Mercanin viicudu siitun seklindedir. Bu siitunun istiinde, kavrama uzuvlarini ve
merkezi agzi tastyan diiz bir disk bulunmaktadir. Mercan, kabugun i¢inde belli bir
miktarda biiziilebilir, ancak kabugu terk edemez. Koloni fertlerinin kabuklari birbirinden
degisik sekillerdedir. Kalkerden meydana gelen kabuk Kkiitlesi, siirglin seklindeki lireme
sonucu devamli olarak biiyiir. Bu biliylime sirasinda sadece kiitlenin yiizeyindeki mercanlar

canlt olarak kalir.

Hem eseyli, hem de bdliinme veya tomurcuklanma ile eseysiz ¢ogalirlar. Eseysiz olarak
iireyenler ana koloniye bagli kalirlar. Cogu ayr1 eseylidir. Ureme hiicrelerinin dollenmesi
ana hayvanin icinde veya suda serbest olarak olur. Dollenme sonucu meydana gelen
kirpikli larva kiigiik bir kurtguga benzer. Kirpikleriyle bir miiddet serbest ylizdiikten sonra
kendini bir kayaya tespit eder. Gelisimini tamamlayarak polip haline gelir ve kalkerli bir
iskelet salgilar. Tomurcuklanma ile tireyerek yeni polipler meydana getirir. Koloninin

salgiladigr iskeletler yi1gin halini alarak, mercanlar hareket edemez olur.

Antazoonlarin hepsi deniz hayvanlar1 olup soliter ve ya koloni halinde yasarlar. Cogunlugu
sesildir. Nadiren tekli ylizenleri de bulunur. Genellikle sicak bolgeleri tercih etmektedirler
ve kaynasan mercanlariskeletleri ile boylart 3 metreye kadar degisen setler ve resifler
olustururlar. Bazen de halka seklini alarak ortasi deniz olan adalar meydana getirirler.

Bunlara da atol denir. Norveg bati sahillerinde oldugu gibi soguk iklim bolgelerinde de
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mercan kayaliklarina rastlanmaktaysa da, mercan kayaliklarinin en ¢ok bulundugu yerler;
Afrika'nin dogu sahillerinden Biiyiik Okyanusdaki Hawaii Adalari arasindaki bolge ile
Bermuda'dan Brezilya'ya kadar olan bolgelerdir. Akdeniz'de de ¢ali veya aga¢ bicimli

koloniler halinde, 200 metrelik derinlerde bulunurlar.

Antazoonlar 10-100 yil aras1 yasarlar. Ornekleri %70 derecelik alkolde, magnezyum siilfat,

metanol ve uretan ile felg edilerek gerilmeleri saglanir ya da kuru saklanir (13).

Genellikler mercanlar sert mercanlar ve yumusak mercanlar diye ikiye ayrilirlar. Sert
mercanlar yaklasik 1500 tiir mercani, yumusak mercan ise 3000 tiir igerdigi bilinmektedir.
Son 20 senede, yaklasik 3000 yeni bilesik izole edilmistir (15). Mercanlarin ¢ogu ise
arastirilmayr  beklemektedir. Cilinkii son 20 senede, mercanlarin sadece %3’i

arastirtlabilmistir (16).

2.2.1. Biyolojik Aktiviteler

Deniz Omurgasizlart diinyanin en ¢esitli gruplarinin birisidir. Deniz omurgasizlari 11,000
tir igerir, bunlarin 7,500’1 Anthazoa sinifina aittir (15). Knidliler gruplari ve siniflar
sekonder metabolitlerce zengindir. Sekonder metabolitlertek bir organizmaya veya genetik
olarak yakin organizmaya ait olup her organizma igin de degisken gostermektedir (17).
Sekonder metaboitler icerdigi zengince bilesikleriyle yiiz yillardir terapotik ajan olmaya
devam etmistir (18). Knidlilerden izole edilen terapdtik amagh biyoaktif bilesikler
gelecegimiz igin 6nemli yer teskil etmektedir. Bu bilesiklerin ig¢inde antitimor aktivite
gosteren bilegikler daha da ilgi ¢ekici hale gelmistir. Knidlilerin antitimor etki
gostermesinin ana nedenlerinin birisi yapisinda terpenleri (Monterpenler, diterpenoler,
seskiterpenler) igermesinden kaynaklanmaktadir (15). Bu nedenle Ulusal Kanser Enstitiisii
(NCI) Knidliler cinsinin kanser tedavisi i¢in énemli bir kaynak oldugunu ortaya koydular.
Antikanser etkisine sebep olan terpen gruplarinin yanisira, Knidliler tiirlerinden bu zamana
kadar indol alkaloitler, fenolik bilesikler, terpenoitler, terpenler vb bilesikler izole
edilmistir ve bu sekonder metabolitler, anti-HIV sitotoksisite, antienflamatuvar, antikanser,
antimikrobiyal ve kardiovaskiiler sisteme etkildir. Asagida belirtmis oldugumuz biyoaktif
bilesiklerin izole edildigi Knidliler tiirlerinin %84°i tropik sulardan (Karayip denizi ve
diger) ve %16’s1 ise 1liman sulardan (Japonya, Avrupa iilkeleri) elde edilmistir (15).

Knidliler tiirlerinin bilesikleri ve onlarin biyolojik aktiviteleri Cizelge 2.2°de verilmistir.
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Cizelge 2.2. Knidliler tiirlerinin bilesikleri ve onlarin biyoaktiviteleri (5)

Alcyoniidae

Klyxum simpleks Antienflamatuvar SimleksinE Diterpenoit TAIW (5)
Klyxum simpleks Lobophytum sp. Klisimpleksin B ve H Diterpenoit TAIW
Lobophytum sp. Antitimor Lobofiten Diterpenoit VN
Lobophytum sp. Anti-HIV Lobohedleolit Diterpenoit PHL
Lobophytum sp. Anti-HIV (7Z)-lobohedleolit Diterpenoit PHL
Lobophytum sp. Anti-HIV 17 dimetilamino lobohedleolit Diterpenoit PHL
Lobophytum crassum Antienflamatuvar Krassumolit A ve C Terpenoit TAIW
Lobophytum cristagalli Antitimor Kembranolit diterpen Diterpenoit RSC
Lobophytum durum Antienflamatuvar Durumolitler A-C Terpenoit TAIW
Lobophytum durum Antienflamatuvar Durumhemiketalolit A-C Kembranoit TAIW
Sarcophyton trocheliophorum Sitotoksisite 99,11-sekosteroit Sterol CHIN
Sarcophyton crassocaule Antitumor KrassokolitH-M Kembranoit TAIW
Sinularia sp. Antiilser Sinulit Spermin

Sinularia sp. Antimikrobiyal Lipitler Poliketit RUS
Sinularia flexibilis Antitimdr Fleksilarin D Kembranoit TAIW
Sinularia flexibilis Antifoulant 11-episinulariolit Diterpenoit AUS
Sinularia flexibilis Sitotoksisite 11-asetoksi-7a-hidroksi-krassarosterol Sterol CHIN
Sinularia gibberosa Sitotoksisite gibberodion Terpenoit CHIN
Sinularia gibberosa Antienflamatuvar Gibberoketosterol Sterol TAIW
Sinularia querciformis Antienflamatuvar Kuersiformolit C Terpenoit TAIW
Clavulariidae

Clavularia sp. Sinir sistemi Stolonidiol Diterpenoit JPN
Clavularia koellikeri Antitimor Kembrane tip Diterpenoit JPN
Clavularia viridis Antitimor Klaviridik asit Prostanoit TAIW
Clavularia viridis Antitimor Klavulon Prostanoit TAIW
Clavularia viridis Antitimdr Klaviridenon Prostanoit TAIW
Clavularia viridis Antitimor Halojenli prostanoitler Prostanoit JPN
Clavularia viridis Antitimdr Bromovulon |11 Prostanoit TAIW
Clavularia viridis Antitimor ‘Yonarasteroller Sterol JPN
Clavularia viridis Antitimor Stoloniferon E Sterol TAIW
Telesto riisei Antitimor Punaglandins Prostaglandin USA
Nephtheidae

Dendronephthya sp. Antifoulant Isogosterones A-D Sterol JPN
Dendronephthya rubeola Antitimor Kapnell-9 (12)-ene-8p,100-diol Sesquiterpenoit DE
Nephthea chabroli Antitimor Sabranol Terpenoit TAIW
Nephthea erecta Antienflamatuvar Ergostanoitler 1 ve 3 Ergostanoit TAIW
Xeniidae

Asterospicularia laurae Antitimor Asterolaurin A Diterpenoit TAIW
Cespitularia hypotentaculata Antitimor Cespitularin C Diterpenoit TAIW
Xenia novaebritanniae Antibakteriyel Kseniolit | Diterpenoit ISR
Xenia plicata Antitimor Blumiolit C Diterpenoit TAIW
Familya ve tiir Ila¢ simifi Birlesik Kimyasi Ulke Ref
Briareidae

Briareum Kazi Antienflamatuvar Briaekskavatin E Diterpenoit TAIW
Briareum Kaz: Antitimor Briaekskavatolit L and P Diterpenoit TAIW
Briareum ashestinum Antimalarial Briarellin D, K and L Diterpenoit PAN,
Ellisellidae

Junceella fragilis Antienflamatuvar Frajunolit B and C Terpenoit TAIW
Junceella juncea Antifoulant Juncin ZII Diterpenoit TAIW
Gorgoniidae

Leptogorgia setdcea Antifoulant Homarin Piridin GEO
Leptogorgia virgulata Antifoulant Homarin Piridin GEO
Leptogorgia virgulata Antifoulant Pukalit Diterpenoit ABD
Leptogorgia virgulata Antifoulant Epoksipukalit Diterpenoit ABD
Pseudopterogorgia sp. Antitimor Sekosteroller Sterol ABD
Pseudopterogorgia sp. Antienflamatuvar Sekosteroller Sterol ABD
Pseudopterogorgia acerosa Antitimor Bis (pseudopterane) amin Dialkilamin BHS
Pseudopterogorgia bipinnata Antitiiberkiiloz Bipinnapterolit B Terpenoit ABD
Pseudopterogorgia bipinnata Antimalarial Kaucanolit A and D Diterpenoit ABD
Pseudopterogorgia elisabethae Antimikrobiyal Pseudopterosin X Diterpenoit ABD
Pseudopterogorgia elisabethae Antitiiberkiiloz Ileabethoksazol Diterpenoit ABD
Pseudopterogorgia elisabethae Antitiiberkiiloz Homopseudopteroksazole Diterpenoit ABD
Pseudopterogorgia elisabethae Antitiiberkiiloz Karibenol A and B Terpenoit ABD
Pseudopterogorgia elisabethae Antitiiberkiiloz Elisapterosin B Diterpenoit ABD
Pseudopterogorgia elisabethae Antimalarial Aberrarone Diterpenoit CcoL
Pseudopterogorgia kallos Antimalarial Bielschowskysin Diterpenoit PAN
Pseudopterogorgia kallos Antitimor Bielschowskysin Diterpenoit PAN
Pseudopterogorgia rigida Antimikrobiyal Kurkufenol Terpenoit ABD
Isis hippuris Antitimor Suberosenol B Terpenoit TAIW
Isis hippuris Antitimor Polyok steroitler Sterol HIND
Isis hippuris Antitimor A —nor-hippuristanol Sterol TAIW
Isis hippuris Antitimor Isigifurik asit B Sterol TAIW
Plexauridae

Eunicea sp. Antimalarial Seskuiterpenoidler Seskiterpenoit ABD
Eunicea fusca Antienflamatuvar Fuskisitler Diterpenoit ABD
Euplexaura flava Antienflamatuvar Butenolit Lipit JPN
Eunicella cavolini Antiproliferatif 99,11-sekosteroit Sterol GREECE
Medusozoa

Stomolophus Meleagris Antioksidan nematoksist protein SmP90 protein CHINA
Carijoa riiseia Antiproliferatif punaglandinler Yag asit ABD
Zoanthus Sp. Sitotoksisite Norzoantaminon Alkaloit JPN
Zoanthus Sp. Sitotoksisite Oksizoanthamin Alkaloit JPN
Zoanthus Sp. Sitotoksisite Siklozoantamin Alkaloit JPN
Zoanthus Sp. Sitotoksisite Epinorzoantamin Alkaloit JPN
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2.2.2. Diger Knidliler Sekonder Metabolitleri ve Aktiviteleri

2.2.2.1. Palitoksin

Palitoksin (PLTX), Palythoazoanthids ve Ostreopsis dinoflagellates tiirlerinde bulunup,
ayni zamanda yengeclerde ve baliklarda da bulunmaktadir. Palytoxin cilt tiimor promoteri
olup birgok karsinogenez signal mekanizmasini problamak i¢in kullanilir. Asamali fare cilt
modeli bize tiimor erken, uzatmali ve ters faz karsinogenezini gosterir. Timor promotor
molekiiler mekanizmasinin agikliga kavusmasi kanser tedavilerine strateji gelistirmek

acisindan ¢ok 6nemlidir (19).

2.2.2.2. Prostaglandinler

Prostaglandinler, lipit sinifina ait olup farmakolojik olarak ¢ok biiyiik 6neme sahiptir. Bu
bilesikler prostanoik asitlerin tiirevidir. Prostaglandin yapist ilk olarak 1962°de
aydinlatilmis olup ve bu yapinin prostatta sentezlendigine inanilmaktaydi (20). Han ve ark.
(2006), paclitaxel benzeri nevrit-dejenere bilesiklerini ararken Okinowa Kbnidliler cinsi
olanzoantit Palythoa kochii’den PGA2 ve PGB2 prostaglandinlerinidogal iiriinlerden hiicre
bazli tahlil yontemiyle izole etmislerdir. PGA2 aktivitesi Paclitaxel (Taxol) ve
epothilone’ne benzemekte olup ancak PGA2 Paclitaxel kadar etkili olmamasina ragmen

tiibilini uyarmustir (21).

2.2.2.3. Lipidik a-Amino Asitler

Lipidik a-Amino Asitler (LAA), uzun doymus baglariyla ve doymamus alifatik zincirleriyle
dogal olmayan amino asitler olarak adlandirilmiglardir. Wilke ve ark. (2010), deniz
tirlinlerinden Antikanser bilesikler ararken zoantid Protopalythoa variablis’den iki
sitotoksik lipidik amino asit karisimini elde etmislerdir. 14 sentetik ve 2 dogal lipidik
amino asitlerin antiproliferatif potansiyelleri 4 tiimér hiicreleri (HCT-8, SF-295, MD-MB-
435 ve HL-60) iizerinde degerlendirilmistir (22). 5 sentetik lipidik amino asitleri yiiksek
yiizdede tiimor hiicre durdurmasina sebep olurken, dogal LAA’lar tiimdr hiicre biiylimesini
tamamen durdurmustur. Ayn1 zamanda LAA HL-60 hiicre ¢izgisi apoptoz etkileri de
incelenmistir. Uygulanan hiicreler mitokondrisel potansiyel kayb1 ve DNA fragmantasyonu

gostermistir (22).
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2.2.2.4. Zoantoksantinler

Zoantoksantin alkaloitleri sar1 floresan renk veren maddeler olup ana familyasi Zoanthidea
olan kolonlar halindeki anthazoalardan yayilirlar. Onlarin molekiilleri 3 iskelet yapisi
arasinda degisim gostermektedir; 3H-zoanthoxanthin, 3H-pseudozoanthoxanthin ve +H-
pseudozoantoakstin (23). Turk ve ark. (1995), zoanthid mercan Parazoanthus axinella’dan
etanol ekstresindenelde etmistir. Etanol ekstresi fare ve yengece oliimciildir ve
antikolinesteraz aktivite gostermistir. Birka¢ Antikolinesteraz inhibitorlerinin izolasyonu
terz faz YSBK yardimiyla yapilmistir. Alkaloit olan Parazoanthoxanthin A pigmenti

Antikolinesteraz aktivite gosteren izole bilesiktir (26).

M
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Sekil 2.4.Parazoantoksantin A
2.2.2.5. Zoantaminler

Zoanthamin alkaloitler ilk olarak 20 sene 6nce Hindistan Visakhapatnamdan toplanan zoanthid
Zoanthus sp.’den izole edilmistir. Uemura ve ark. (1995), Giiney Japonyadan toplanan
Zoanthus tiirlerinden 5 yeni zoanthamin dogal tirtinleri izole etmistir. Onlar; Norzoanthamine,
Norzoanthaminone, Oxyzoanthamine, Cyclozoanthamine ve Epinorzoanthamine bilesikleridir.
Calismay1 yapanlar Norzoanthamine ve Cyclozoanthamine bilesiklerinin P38 16semi
hiicrelerine 6nemli derece sitotoksisite gosterdigini bildirmislerdir. Norzoanthamine ayni

zamanda gelecek vaad eden IL-6 ostroporetik ilag aday1 olarak da belirlenmistir (27).

Cizelge 2.3. P388 Losemi sitotoksisite degerleri (27)

Bilesik P388 Murine 16semi kanseri durdurucu ICso degerleri (ug/mL)
Norzoantamin 24,0

Norzoantaminon 1,0

Oxyzoantamin 7,0

Cyclozoantamin 24,0

Epinorzoantamin 2,6
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2.2.2.6. Chromonephthea braziliensis

Chromonephthea braziliensis’in farkli solvanlar ile hazirlanan ekstrelerin sitotoksisite ve
mutagenesite ama genotoksisite aktivitelerine bakilmitir. Calisma sonunda, n-Hex, DCM,
EtOAc ve MeOH ekstrelerinin sitotoksisite ve mutagenesite ama genotoksisite aktivitesi
bulunamamistir ve DCM, EtOAc ve MeOH ekstrelerinin genotoksisite aktivite
gostermistir, fakat DNA hasar1t gozlenmemistir. Genetik toksisite, genotoksinlerin
kromozom ve DNA yapisinda meydana getirdigi hasarlar1 kapsayan bir terimdir. Bu
hasarlar genellikle gen mutasyonlari, kromozom anormallikleri, DNA zincir kiriklar1 ve
DNA eklentileridir. Bu tip genetik hasarlar; dogum defektleri, kanser, yaglanma, infertilite
ve bazi genetik ve multifaktoryal hastaliklara yol agabildigi icin, mutajen ve
karsinojenlerin tanimlanmasi ve risklerinin en diisiik seviyeye indirilebilmesi halk
sagliginin korunmasi i¢in énemlidir. Bu tiirden izole alkaloit olan 23-ketosikladiellin-A

bilesiginin de anti-feedant 6zelligi bulunmaktadir (28).
2.2.3. Diinya Uzerinde Yayihs

Knidliler tiirleri, Adriyatik, Akdeniz, Ege, Avustralya, Yeni Zelanda, Afrika kiyilarinda ve

Amerika kitalar kiyilarinda yayilis gosterirler.

Cvor 500 | [Souce J EN Vernon and Very St 6 Sevin. Corais of e Worid (Cage Farguion ANS 2000 &4.

Sekil 2.5. Knidliler tiirlerinin diinya tizerindeki yayilis1 (http://marinebio.org/)
2.2.4. Tiirkiye Denizlerinde bulunan Knidliler tiirleri

Tiirkiyede Knidliler tiirleri Tiirkiye Karadeniz, Akdeniz, Marmara denizi ve Ege denizi
kiyilarinda yasamaktadir. Toplam 195 Knidliler 5 smifa (Hydrozoa, Cubozoa, Scyphozoa,
Staurozoa, and Anthozoa) ait tiirleri tespit edilmistir. Bunlarin daha ¢ok bulunanlar1 121’1 Ege
denizinde ve 17’si ise Karadeniz kiyilarinda bulundugu belirlenmistir (29). Yakin zamanda 16
farkl1 ve yeni Knidliler tiirleri tespit edilmistir. Asagida Sekil 2.6 ve 2.7°de belirtilmistir.
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Sekil 2.6. Tirkiye Knidliler tiirlerinin bulundugu Denizlere gore Knidliler sayilari (29)
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AKDENIZ

Sekil 2.7. Tiirkiye kiyilarinin yeni anthozoa tiirlerinin bulundugu harita (29)

Tezin konusunu teskil eden Paramuricea clavata Mercanlarin alt siniflarindandir. Genel

Ozellikleri altta verilmistir;

2.2.5. Paramuricea clavata

Paramuricea clavata, morumsu yelpaze mercani, Plexauridae ailesinin yumusak mercan
tirtidiir. Kuzeydogu Atlantik Okyanusu ve kuzeybati1 Akdeniz'de s1g denizlerde bulunur. Bu
tiir 1826 yilinda ilk Fransiz doga bilimci Antoine Risso tarfindan bulundu ve incelendi (30).

2.2.5.1. Viicut yapilar

Paramuricea clavata tek bir diizlemde bir yelpaze seklinde koloni olusturan dallanan bir
yaptya sahiptir. Kok ve dallart azgin iskeleti iireten karmasik bir protein gorgonyan
tarafindan olusturulur. Coenenchyme, hiicrelerden olusan ince bir tabaka iskeleti kapsar ve
polipler bunlardan ¢ikar. Bu ¢ikintilarin her biri sekiz besleme dokunagclar ile merkezi agzi
cevreliyorlar. Poliplerin yiiksekligi 10 mm kadar ve tiim koloninin yiiksekligi ve eni bir

metreye kadar vardir. Renk genellikle kirmizi, ancak kismen sar1 olabilir (30).

2.2.5.2. Dagihim ve habitat

Dogu Atlantik Okyanusu'nda Ispanya ve Portekiz'in kiyilarina ve Bati Akdeniz
Paramuricea clavata'nin dogal mekanidir. Paramuricea clavata tabani 10 ve 100 m (33 ve

328 ft) arasindaki derinliklerde tortu gomiilii sekilde kayalik tizerinde biiyiir. Paramuricea
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clavata suyun akigini, sedimantasyon oranlarini ve besinlerin dagilimmi degistirdigi gibi

cevresinde pek ¢ok organizma etkileyen bir ekosistem miihendisi olarak kabul edilir (30).

2.2.5.3. Biyolojisi

Paramuricea clavata siizerek beslenenlerdendir, ¢iinkii dokunaglarini uzanan polipler geri
yiizen besin parcaciklar1 yakalarlar ve Oyle beslenirler. Besin 6geleri kopepodlari,

diatomlari, dinoflagellatlar siliyatlar1 ve organik karbon pargaciklari kapsamaktadir.

Koloniler erkek veya kadin kolonilelerini olugturmaktadir. Sperm erkek koloniler
tarafindan denize serbest birakilir ve d6llenme kadin kolonilerin yiizeyinde meydana gelir.
Planula larva olarak su kolonuna serbest birakilmadan dnce embriyolar oncelikle oraya
damizlanirlar. Larvalar igiktan iirkerler ve deniz tabanina yerlesirler. Orda onlar polip
haline doniisiirler ve iskelet olusturmak i¢in gorgonin salgilamaya baslar. Koloninin daha
da biiyiimesi yeni poliplerin tomurcuklanmasin1 gerektirir. Bazi yeni koloniler mevcut
kolonilerin pargalarindan olusabilir. Paramuricea clavata yavas biiyiiyen tiir ve koloniler

muhtemelen yaklasik elli y1l yasayabiliyorlar (30).
2.2.5.4. Morfolojik ve Anatomik Ozellikleri

2.2.5.4.1. Sistematikteki Yeri

Alem . Hayvanlar Alemi Takim . Plexauridae

Alt Alem : Knidliler Aile . Paramuricea

Sube . Mercanlar Cins . Paramuricea

Alt Sube . Octocorallia Tiir Ads . P.clavata

Sinif . Alcyonaria Bilimsel Ad1 : Paramuricea clavata
Alt Sif . Holaxonia Diger Adlar
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Bulent gazcaliaglu

Sekil 2.8. Tirkiye Ayvalikta Biilent Gozcelioglu tarafindan ¢ekilmis Paramuricea clavata
2.2.6. Kaynak Ozetleri
Tezin konusunu teskil eden Paramuricea clavata’dan izole bilesikler.

Cimino ve ark. (1978), Paramuricea clavata’dan alti indol alkaloit tiirevlerini izole

etmislerdir. Bu bilesikler altta verilmis olan triptofan ve tiirevleridir (31).

R
CHy— CH— N
O "

NH

:R=R|=R3=H
:R=R[=H:R2=_CHJ

‘R =OH:R, - R, = H
:R=H:R]’=R;=—CH3
:R=0H:R1-H:R1=—CH3
:R=0H1R:=Rz=—CH3

R

ShoUn e L bl

Sekil 2.9. Triptofan ve tiirevleridir

Imre ve ark. (1987), Ayni tiir mercandan kafeini izole etmislerdir (32).
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Sekil 2.10. Kafein

Imre ve ark. (1981), Deniz Mercan1 Paramuricea clavata’dan guaiazulen pigmenti izole

etmistirlerdir (32).

Sekil 2.11. Guaiazulen

Nicolas Penez ve ark. (2012), Paramuricea clavata ile yaptiklar1 caligmada hem
antifouling aktivitesini arastirmis hem deikisi yeni (2-Bromo-N-metiltriptamin ve 3-
Bromotiramin) ve sekizi bilinen bilesik (6-Bromo-N-metiltriptamin, bufotenin, 1,3,7-
trimetilisoguanin, N-metiltriptamin, serotonin, N-metiltriptamin, 6-Hidroksitetrahidro-p-
karbolin ve linderazulen) olmak {izere toplam on bilesik izole etmislerdir. Bufotenin ve

1,3,7-trimetilisoguanin bilesiklerinin antibakteriyal 6zellik gosterdigi tespit etmislerdir.
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Sekil 2.12. indol ve Piirin Alkaloitler

2-bromo-N-metiltryptamin (1) ve 3-Bromotiramin (2) bilesikleri ilk olarak izole edilmistir.
Bununla birlikte 6-Bromo-N-metiltriptamine (3) bilesigi daha 6nce sentezlenebilen bilesik

olup ilk defa dogal olarak elde edilmistir (32).

Paramuricea clavata’nin etkili maddeleri ve bioaktivitesi ile ilgili ¢alismalar ¢ok azdir.
Literatiir taramasinda yukarida verilen sekonder metabolitler disinda bir kaynak
bulunamamistir. Ancak, Paramuricea clavata ile yapilan ekolojik, uzaysal ¢esitliligi ve

tireme dongiisii lizerine ¢aligsmalar vardir.

Andrea Gori ve ark. (2007), Paramuricea clavata’nin Bat1 Akdeniz’de uzaysal ¢esitliligini
ve iireme donglisii lizerine ¢aligmalar yapmistir. Bu ¢alisma sonucunda Medes adasinin
600 km’lik aralikta cesitliligi, yerlesima alanlar1 incelenmistir. Paramuricea clavata’nin
tireme dongiisiiniin en fazla Eylil ayinda oldugu belirlenmis ve uzaysal yerlesim

alanlariin yogunlugu saptanmistir (33).

Michele Mistri. (2009), Paramuricea clavata’nmin Akdenizdeki popiilasyonlar1 {izerine
ekolojik gozlemler gerceklestirmistir. Bunun sonucunda Paramuricea clavata kolonileri
ve onlarin yasam alanlar1 incelenmekle beraber yillik gelisim hizlar1 da belirlenerek
kapsamli ¢alismalar yapilmistir. Bu ¢alismalar sonucunda yillik sekonder iiretim miktari

hesaplanmustir (34).
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3. GEREKCE VE AMAC

3.1. Calismanin Amaci

Denizler, ¢esitli hastaliklara kars1 kullanilan ve kullanilabilecek olan, heniiz kesfedilmemis
ya da nadir olarak rastlanan ikincil iriinler agisindan zengin kaynaklardir. Denizlerin
biyolojik ve kimyasal cesitliligi, ciddi hastaliklarin tedavisinde kullanilacak 6nemli
metabolitlerin eldesinde rol oynar. Yapilan kimyasal ¢alismalar, ender goriilen ikincil
iiriinler ve onlarin genis bir yelpaze gdsteren biyoaktivitelerini ortaya ¢ikarmistir. Yapilan
calismalar deniz organizmalarindan elde edilen sitotoksik maddelerin %50’sinin siinger ve
mercan gibi denizsel ¢evrede yasayan organizmalardan izole edildigini géstermistir. Bu
arastirma tezinin amaci, Tirkiye denizlerinde bulunan Paramuricea clavata nin sekonder
metabolitlerinin izolasyonu ve ekstresinin biyoaktivitesinin tespit edilmesidir. Ulkemiz
denizlerinde yasayan canlilarla (baliklar ve algler hari¢) yapilan ¢aligmalarin azlig1 goz
Online alininca, yeni bioaktif madde/lerin bulunma olasiligi yiiksektir. Paramuricea
clavata ile yapilan c¢aligmalarin azligi ve Tirkiye denizinde ki bu tiir ile bugiine kadar
calisma yapilmamis olmasi nedeniyle tezin konusu Ozgiindiir. Bu c¢alisma sonunda
bulunacak sonuglar da Paramuricea clavata ile ilgili sayis1 az olan c¢alismalara katki

saglayacaktir.

Ayn1 zamanda, Tirk denizlerinde bulunan Paramuricea clavata’da bulunan sekonder
metabolitlerin kimyasal analizleri farmasétik amagla kullanilabilecek yeni biyoaktif
molekiillerin bulunmasi i¢in bir adim olabilecektir. Bu ¢alismada, literatiir kayitlarina gore
sadece 3 kimyasal ¢alisma yapilmis olan, Ege denizinden toplanmis olan yumusak mercan
Paramuricea clavata’dan hazirlanan ekstreden (MeOH:CHCI3z 1:1) once iki biyoaktivite
caligmasi yapilmis, ve biyoaktivite sonucuna gore etken maddelerin izolasyonu, yap1 tayini
ve baz1 etken maddelerin YSBK ile tespiti gerceklestirilmistir. Diger maddelerin yap1

tayini ¢aligmalarina devam edilecektir.
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4. MATERYAL ve YONTEM

4.1. Arastirma Materyali
4.1.1. Paramuricea clavata

Materyal, 2015 Nisan Ayinda Ege bolgesi, Ayvalik 40 metre derinlikten Dr.Bio. Biilent
Gozcelioglu tarafindan toplanmis ve ekstraksiyon oOncesinde %70 etanol iginde
saklanmstir. Tiir tanimu, Dr. Bio. Biilent Gézcelioglu tarafindan yapilmistir. Ornek Ankara
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakognozi Anabilim Dalindaki 6zel Herbaryumda

saklanmistir. Altta verilen resim Dr. Bio. Biilent Gozcelioglu tarafindan ¢ekilmistir.

7 : F b
; STl Ak s
Fé‘ ¥ o #\ a® '_,\'
* " i >y

s, ’

Sy -9 . ~
. e > . Ayvalik Turkey

Bulent Gozcelioglut = % . Qepihdm

Sekil 4.1. Paramuricea clavata
4.1.2. Kullanilan Kimyasallar

Ekstraksiyon ve sekonder metabolitlerin izolasyonuicin ¢oziicii olarak; teknik olarak
saflikta metanol, kloroform, kolon igin de petrol eteri, kloroform, metanol, etil asetat,
YSBK i¢in de asetonitril (LiChrosolv HPLC grade, Merck), methanol (LiChrosolv HPLC
grade, Merck) ve distile su, belirte¢ olarak da anisaldehit (4-metoksibenzaldehit) (Merck,

Darmstadt, Germany) kullanilmistir.
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4.2. Yontem

4.2.1. Ekstraksiyon

Paramuricea clavata 6rnegi kiigiik parcalara kesilip ve kesilen bu pargalar erlanmayerlerle
calkalayicida odasicakliginda 1 saat methanol: kloroform 1:1 kullanilarak ekstre edilmistir.
Ekstrakt siiziilerek alinip ve numunelere tekrar methanol: kloroform ilave edilip ayni islem
tekrarlanmigtir. Bu islem numunenin rengi iyice agilincaya kadar devam edilmis sonra
toplanan ekstraktlar rotavaporda 40°C de yogunlastirildi ve 20 g P.clavata ekstresi elde

edilmistir.

4.2.2. Ekstrenin Vakum Sivi Kromatografisi (VSK) ile Fraksiyonlara Ayirim

Elde dilen ekstre metanol: kloroform ekstresi iyice toz haline getirilinceye kadar silica jel
ile karistirilmistir. Cap1 6 cm boyu 20 ¢cm olacak sekilde normal faz silika jel (Silika jel 60

Fluka) ile doldurulmus, 30 cm boyunda kolona uygulanmstir. Uzeri once silika ile sonra

deniz kumu (Sea Sand, Merck) ile kaplanmistir.

Sekil 4.2. VSK
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4.2.3. Eliisyon Sistemi

VSK ile kolondan fraksiyonlar toplanmuistir.

Cizelge 4.1. VSK ile kullanilan eliisyon sistemi

Fraksiyonlar

Coziicii 1

Coziicii 2

Toplam hacim

Fraksiyon 1 (10:1) Petrol eter 500 ml Etil Asetat 50 ml 550 ml
Fraksiyon 2 (5:1) Petrol eter 500 ml Etil Asetat 100 ml 600 ml
Fraksiyon 3 (2:1) Petrol eter 400 ml Etil Asetat 200 ml 600 ml
Fraksiyon 4 (1:1) Petrol eter 300 ml Etil Asetat 300 ml 600 ml
Fraksiyon 5 (20:1) Kloroform 600 ml Metanol 30 ml 630 ml
Fraksiyon 6 (10:1) Kloroform 600 ml Metanol 60 ml 660 ml
Fraksiyon 7 (5:1) Kloroform 500 ml Metanol 100 ml 600 ml

Toplanan fraksiyonlar rotavaporda yogunlastirilmis ve kurumaya birakilmigtir. Kurumus

olan fraksiyonlarin tartimlar1 alinmistir.

Fr 1 =347 mg. Fr 4 =310 mg. Fr7 =770 mg.
Fr2=1,09g. Fr 5 =490 mg.
Fr3=1,91¢. Fr6=1g.
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Paramuricea clavata

(Metanol:kloroform 1:1 Ekstre 20 g)

v

VSK (Silikajel)

T T e A A

Fr.1 (347mg) Fr.2 (1,09 g) Fr.3(1,91g) Fr.4 (310mg)  Fr.5(490mg) Fr.6(1g) Fr.7 (770mg)

Silikajel kolon

(Kloroform:metanol 100:1)

l \,

Fr.1(7,6mg) Fr.2 (323 mg) Fr.3(386mg) Fr.4(345mg) Fr.5(139mg)

7 Methanolde ¢dken fraksiyon

Fr.2.1 (31mg)

Preparatif ITK

(Kloroform : metanol 100:1)

Ornek1 (19 mg) Ornek 2 (8mg)
Sefadeks kolon Sefadeks kolon
(Kloroform) (Kloroform)

N\
B-sitosterol(16mg) Ornek 2 (5 mg)

Sekil 4.3. Paramuricea clavata ekstresinin madde izolasyonu akis semasi
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4.2.4. zolasyon

Uciincii  fraksiyon olan (Petrol eter: Etil Asetat 2:1) fraksiyon 3’iin YBSK
kromatograminda altt major pikin gozlenmesi tizerine izolasyona fraksiyon 3 ile devam
edilmesine karar verilmistir. Ekstreden madde izolasyonu ve saflastirma islemleri bazi
kromatografi teknikleri kullanilarak yapilmistir. Bu teknigin se¢iminde ekstre miktar1 ve

ekstredeki bilesenlerin ITK plagindaki Rf degerleri gz dniinde bulundurulmustur.
4.2.5. Kromatografik Yontemler
4.2.5.1. ince tabaka kromatografisi

ITK, bir karisimdaki birlesenlerin ve safligin saptanmasi icin uygun, basit ve hizli bir
yontemdir. Ayrica kolon kromatografisi i¢in kullanilacak solvan sisteminin belirlenmesi

icinde kullanilmaktadir.

ITK analizi igin, 6rneklerden spatiil ucu ile eppendorf tiiplerine aktarilmistir ve iizerlerine
kloroform ilave edilerek ultrasonik banyoda (Bandalin Sonorex rk52h), ekstelerin
¢oziilmesi saglandiktan sonra ITK plaklarina, UV altinda kontrol edilerek ayni

konsantrasyonda uygulama yapilmistir.

Kullanilan plak: Hazir kaplanmis aliiminyum plak (Merck 5715)
Adsorban: Kieselgel 60 F2s4 (Merck)

Stirtiklenme mesafesi: 10 cm

Lekelerin gozlenmesi: UV2s4, Anisaldehit c¢ozeltisi puskiirtiiliip 1sitict plak iizerinde
yaklasik 100°C de 1-2 dakika bekletilmistir. Ekstrede Alkaloit kontrolii igin Dragendroff

cozeltisi piiskiirtiilmiistiir.

Anisaldehit ¢ozeltisi agagidaki verilen prosediire gére hazirlanmaistir;
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p-Anisaldehit

5.1 mL p-anisaldehit
2.1 mL asetik asit
6.9 mL derisik siilfiirik asit (%98)

186 mL Etanol (%95)

Dragendorff Reagenti (Aminler ve organik bazlar icin)

Cozelti A: 1.7 g BIONO3 (bizmut nitrat)
100 mL Su: Asetik Asit (80: 20)

Cozelti B: 40 g KI 100 mL water

5 mL Cozelti A

5 mL Cozelti B

20 mL Asetik Asit

70 mL Su

4.2.5.2. Vakum Sivi Kromatografisi

VSK ile miktarca ¢ok olan 6rneklerin kaba ayirim igin kullanilan yontemlerden birisidir.

Yukarida belirttigimiz gibi (20g) bol olan maddemizi az polardan ¢ok polara dogru ayirimi

gerceklestirilmistir ve yukarida verilmis olan orana gore fraksiyonlari toplanmastir.

4.2.5.3. Kolon kromatografisi

Kolon kromatografisinde adsorban olarak sefadeks ve silika jel kullanilmistir. VSK’dan

toplanan fraksiyonlar ITK sonuglarina gore belirlenen sabit faz ve mobil faz ¢oziicii

sistemine gore kolona uygulanmistir. Ayirim igin az polardan ¢ok polara olacak sekilde

asagida verilen ¢oziicli sistemi uygulanmstir;
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1. Kloroform: Metanol 150:17. 7. Kloroform: Metanol 50:1

2. Kloroform: Metanol 120:1 8. Kloroform: Metanol 40:1
3. Kloroform: Metanol 100:1 9. Kloroform: Metanol 30:1
4. Kloroform: Metanol 80:1 10. Kloroform: Metanol 20:1
5. Kloroform: Metanol 70:1 11. Kloroform: Metanol 10:1
6. Kloroform: Metanol 60:1 12. Kloroform: Metanol 5:1

Calismaya fraksiyonlardan ii¢iinciisii olan Kloroform: Metanol (100:1) ile devam edilmeye
karar verilmistir. Ciinkii bu fraksiyonda metanolde ¢okme gozlenmistir. Bulgularda

verilmis olan iki bilesik izole edilmistir.
4.2.5.4. Sefadeks kolon

Kolonda kullanilacak solvan sistemini belirlemek i¢in yapilan ¢oziiniirliik testi sonucu

kloroform sisteminin kullanilmasina karar verilmistir.

Kullanilacak materyal (Sephadex LH-20) belirlenen solvan sistemi ile 1slatilarak

bekletilmistir. Ardindan kolon 1slatilan safadeks meteryali ile doldurulmustur.

Kolona uygulanacak fraksiyon, kullanilan solvan sistemi iginde ultrasonik banyoda
¢cOziilmiistiir. Coziilmiis 6rnek kolona uygulanmis ve devamli solvan akis1 saglanmistir.
Coziciiniin akis hizi yaklasik 20 saniyede 1 damla olacak sekilde ayarlanip fraksiyon

toplayict yardimiyla her 15 dakikada bir tiip degistirilerek fraksiyonlar toplanmustur.

Tiiplere toplanan fraksiyonlarm ITK analizleri yapild1 ve benzer fraksiyonlar birlestirilerek

10 fraksiyon elde edildi, bu fraksiyonlar rotavaporda yogunlastirilmis ve kurutulmustur.
4.2.5.5.Yiiksek basin¢h sivi kromatografisi (YBSK)

YBSK o6rnekleri hazirlanirken, oncelikle eppendorf tiipleri i¢inde, YBSK safligindaki
metanolde ¢dziilmiis drneklerden esit miktarlarda ITK pagina uygulannustir ve lekeler UV 254
altinda goriilen lekelere bakilarak, yiiksek konsantrasyonda oldugu goriilen 6rneklerde metanol
ile seyreltme yapilarak YBSK analizleri ig¢in uygun konsantrasyon ayarlanmistir. 5 dakika

stireyle santrifuj edildi ve en az 400 pl olacak sekilde viyallere aktarilmistir.
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Analiz i¢in;

YSBK : Agilent 1200 Series
Kolon : Eclipse XDB-C18 (150 x4,6 mm, 5 um partikiil biiytikligii)
Mobil faz : Methanol- Su ¢ozeltisi

Enjeksiyon hacmi : 20 ul

Akis hizi : Iml/dak

Pompa : P 580, Dionex

Dedektor : UVD 340 S — Photo Diode Array Dedector, Dione
Program : Chromeleon version 6.3

Biitlin fraksiyonlarin YBSK analizi yapildi. Biitlin YBSK analizleri altta verilmis ¢oziicii

sisteminde ayn1 kosullarda yapilmistir.

Cizelge 4.2.YSBK ¢oziicti sistemi

Zaman oA 6B Akis hizi
(Metanol) (Su)
0.00 10,0 90,0 1,000
5.00 10,0 90,0 1,000
35.00 0,0 100,0 1,000
45.00 0,0 100,0 1,000
55.00 90,0 10,0 1,000
60.00 90,0 10,0 1,000

Fraksiyon 3’iin ve izole bilesiklerinin YSBK analizleri ayn1 kosullarda altta ¢oziicii

sisteminde yapilmistir.

Cizelge 4.3.YSBK c¢oziicti sistemi

Zaman %B (Su) %C (Asetonitril) Akis iz
0.00 90,0 10,0 1,000
5.00 90,0 10,0 1,000
35.00 0,0 100,0 1,000
45.00 0,0 100,0 1,000
55.00 90,0 10,0 1,000
60.00 90,0 10,0 1,000
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4.2.5.6. Analitik YSBK

Analitik YSBK elde edilen fraksiyonlardaki piklerin dagilimini aydmlatmak, maddenin
safligim1 ve onlarin yapilarim1 aydinlatmak i¢in kullanilmistir. Maddelerin alikoyma
zamanlarma (Rt) gére maddeler sabit faz ve mobil faz arasinda kolonda ayrilmustir.
Cihazin balans1 saglandiktan sonra degisik kromofor iceren bilesikler UV-Vis diode
detektor 240 nm, 254 nm, 280 nm ve 365 nm dalga boylarinda detekte edilmistir.

4.2.6. izole edilmis bilesikleri yap1 aydinlatilmasi

Yapilarin aydinlatilmast i¢in bir¢ok yontem vardir. Bu yontemler kiitle spektrometresi,
elektron iyonizasyon spektroskoisi, hizli atom bombardimani, elektro sprey iyonizasyon
kiitle spektrometresi, yiiksek ¢oziiniirliikk kiitle spektrometresi, optikal aktivite, UV analizi
ve NMR yontemleri kullanilabilir. Bu c¢alismada izole edilen 2 maddenin yapisinin
aydinlatilmas1 i¢in UV analizi ve Niklear Magnetik Rezonans (NMR) yontemi

kullanilmistir.

4.2.6.1. Bilesiklerin UV analizleri

Izole edilen bilesiklerin UV spekturumlari alindi. Bulunan degerleri literatiir ile

karsilastirilmistir.

4.2.6.2. Niiklear Manyetik Rezonans (NMR)

H ve 13C NMR spektralarinin 300K’deki degerleri Bruker DPX 300, ARX 400, 500 or
AVANCE DMX 600 NMR spektrometrelerinde kaydedilir. Tim 1D ve 2D spektralari
standard Bruker yazilimiyla elde edildi. Ornekler uygun de deuterath ¢oziiciilerde (Srn.
kloroform-d; (Merck, Darmstadt, Germany); diklorometane-dz2; DMSO-ds; metanol-ds
(Eurisotop, France)) ¢6ziilmiis ve kalibrasyon i¢in internal standart olarak alinmustir.
Gozlemlenen kimyasal degisim degerleri ppm ve eslesme katsayisi (J) Hz olarak

verilmistir.
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4.3. Biyoaktivite bulgular

4.3.1. Hep-2 hiicrelerinde dizileri iizerinde sitotoksik etki incelemesi

Metot:

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) 1x10° hiicre/ml hiicre siispansiyonu hazirlanmis ve 100’er pl olarak 96
kuyucuklu plakalara aktarilmistir. Hiicre siispansiyonlar1; %5 CO2, %95 nem ve 37 °C
sicakliga sahip inkiibatorde 24 saat bekletildikten sonra, kuyucuklardaki vasat aspire
edilmis ve 100’er pl degisik konsantrasyonlardaki asetonla hazirlanmis ekstre ¢ozeltilerini
iceren vasat ilave edilerek 48 saat daha inkiibatorde bekletilmistir. Siire sonunda her bir
cukurdaki ekstre ¢ozeltileri aspire edilmis, 100 pl vasat ile gukurlar yikanarak temizlenmis
ve daha sonra hiicrelerin iizerlerine tekrar 100’er pl taze vasat ilave edilmistir. 5 mg/ml
konsantrasyonda olacak sekilde PBS’de (phosphate buffered saline) 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 ¢ukurlara 100’er pl %210 SDS
(Sodyum dodesil siilfat) ¢o6zeltisi ilave edilerek, olusan formazan kristallerinin
¢ozlinmesini saglamak amaciyla 20 saat daha inkiibe edildikten sonra 577/655 nm’de

absorbanslar okunmustur.

4.3.2. Radikal siipiiriicii etki incelemesi

Metot:

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 6l¢iilmesi esasina dayanir. NBT nin DMSO’daki 1 mg/ml
cozeltisinden 0.1 ml, 96 kuyucuklu plakalardaki kuyucuklara aktarildiktan sonra {izerine

ekstrenin DMSO ile ¢oziilerek hazirlanan asetonla hazirlanmis ekstraktin ¢ozeltilerinden
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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
Olctilmiistiir. SO radikali siipiiriicii etki; DMSO, NBT, ve alkalin DMSO igeren ¢ozeltinin
(kor) absorbansinin, bilesikleri igeren ¢ozeltilerin absorbanslariyla karsilastirilmasi sonucu
tayin edilmistir. Caligmamizda standart olarak, dogal birer antioksidan olan askorbik asit
(AA) ve kersetin kullanilmigtir. Standartlar; denenen ekstreler ile aymi sartlarda ve

konsantrasyonlarda hazirlanmistir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI

5.1. ITK ve YSBK Analiz Sonuclar

5.1.1. Mercan Paramuricea clavata’nin metanol: kloroform (1:1) ekstresinin YSBK

1 600 Serdar #8 [modified by Administrator] p.clavata crude extract W _vis_1
" mAU WVL:235 nm|

2-3221

1,250

1,000

4-3.834

750

500-{

250

Sekil 5.1. Paramuricea clavata ekstresinin YSBK Kromatogrami

5.1.2. Fraksiyon 3 Fazinin YSBK sonuclari

Altta verilmis olan 4 major (26.036, 27.788, 27.788, 36.740) ve 2 minor (24.337,38.726)

maddeyi igermesi fraksiyon 3’iin etken madde izolasyonu i¢in segilmesinin ana nedenidir.

1 DAD1C, 8ig=210,8 Ref=360,100 (SERDAR ILK MADDEIKABA EKSTRE 21.0)

o
mal "

235 nm

2F.Freas

1000

26.036

800

32280

24,337

400 4

200 4

_%_b_ﬁ N=t=ird

Sekil 5.2. Analitik YSBK’de Paramuricea clavata’nin 3. fraksiyonunun kimyasal profili
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5.1.3. VSK ile elde edilen Fraksiyon 3’iin iTK Analizi

Farksiyon 3’iin YSBK analizi sonucunda ITK yéntemiyle de kloroform: methanol (50:1)

¢oziicii sisteminde madde sayisina bakildi. YSBK belirlenen 6 madde tekrar tespit edildi.

Sekil 5.3. VSK ile elde edilen Fraksiyon 3’iin ITK kromatogrami

Yukarida verilmis ITK sonucu olan maddelerin Rf degerleri altta verilmistir.
Rf1=0,17 Rf;= 0,37 Rfs=0,60

Rf>=0,23 Rf4=0,53 Rfs=0,68

5.1.4. VSK ile elde edilen 3 no’lu Fraksiyondan Kolon Kromatografisi ile elde edilen
Cokmiis olan Maddenin ITK Analizi

3 no’lu Fraksiyon kolona uygulandiktan sonra klorofrom: metanol (100:1) metanol ¢6ziicii

sistemi igersinde ¢okme gozlenmistir. Klorofrom: metanol (100:1) ¢oziicii sisteminde

denenmis olan fraksiyonun ITK analizi altta verilmistir.
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Sekil 5.4. 3 no’lu Fraksiyondan Kolon Kromatografisi ile elde edilen ¢okmiis olan

kismimin ITK kromatogrami
Yukarida verilmis olan kromatogramin Rf degerleri altta verilmistir.
flk spot i¢in Rf1= 0.28 (6rnek1)
Ikinci spot i¢in Rf2=0.74 (6rnek2)
Ornek 1

5.1.5. Izole edilen érnek 1’in kloroform: methanol (100:1) ¢éziicii sisteminde ITK

analizi

Preparatif ITK ile ayirimi gerceklestirilen 6rnek 1, daha sonrasinda ise sefadeks kolon ile

saflastirilmigtir. Ornek 1’in ITK analizi asagida verilmistir.

[lk spot igin Rfi= 0.28 (6rnek 1)
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Sekil 5.5. Toplanan fraksiyonlardan kloroform: methanol (100:1) metanolde ¢okmiis olan

maddenin (6rnek1) ITK Analizi Sonuglar

5.1.6. Farkh solvanla elde edilen érnek 1’in ITK analizi sonucu

Izole edilen maddemizin saf olup olmadigin1 kontrol amacli farkli solvan sisteminde
denenmistir. Bu ¢alismada farkli polariteye sahip petrol eteri: aseton (10: 1) ¢6ziicii sistemi

denenmistir. Bu ¢6ziicii sisteminde de tek spot gozlemlenmistir.

Sekil 5.6. Farkl1 solvanla (petrol eteri: aseton (10:1)) elde edilen ITK sonucu
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5.1.7. izole edilendrnek 1°inYSBK Analizi.

[1 DAD1C, Sig=210,8 Ref=380,100 (SERDAR ILK MADDEVSAF1.D)

o
700

' 235 nm
200 4

500 4

400

48 538

300 4

200 o

{ass02

T T T T T
0 10 20 30 40 50 mir|

Sekil 5.7. Ornek1’in YSBK Analizi

5.1.8. Preparatif ITK ile izole edilen 6rnek 1’in UV spekturumu

Omek 1 en gii¢lii UV absorbans1 206 nm’de vermistir. Bu &l¢iim Analitik YSBK ile

belirlenmistir.
mal 1
400 -
|
200 -:I]
1l
200 4 |
1}
100 4
"\
o 3 N
225 250 275 300 325 350 375 nm
Sekil 5.8. Izole 6rnek 1’inUV spekturumu
5.1.9. Madde 1’in literatiir UV Spekturumu
B-sitosterol
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Sekil 5.9. Literatiire taramas1 sonucunda izole 6rnek 1’in 206 nm UV spekturumu (35)
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5.2. Izole edilen Bilesiklerin NMR analiz sonuclari

izole edilen B-Sitosterol, 17- (5-Ethyl-6-metilheptan-2-yl)-10, 13-dimetil-2, 3, 4, 7, 8, 9,
11, 12, 14, 15, 16, 17-dodecahydro-1H-cyclopenta[a]phenanthren-3-ol bilesiginin NMR

spektrumlar: altta gosterilmistir.

Elde edilen'H ve 3C NMR sonuglar1 ve UV absorbsiyonu literatiire gore karsilastirilmis ve

yapisinin B-Sitosterol oldugu bulunmustur.

5.2.1. p-Sitosterol

Sekil 5.10. p-Sitosterol

IUPAC isimlendirmesi : 17- (5-Etil-6-metilheptan-2-yl)-10,13-dimetil-2, 3, 4, 7, 8, 9,
11, 12, 14, 15, 16, 17-dodecahydro-1H-

cyclopenta[a]phenanthren-3-ol

Molekiil Agirhg : 414.707 g/mol
Molekiil Formiilii : Co9Hs500
CAS numarasi : 19044-06-5

41


https://tr.wikipedia.org/wiki/CAS_kay%C4%B1t_numaras%C4%B1

5.2.2. Izole edilmis 6rnek 1 NMR analiz sonuclar

Oenak 1

Sexple Name:

Oraak 1
Cata Collected om:

rexr 400 -vanxub Do
Azchive Airectarys

1 Rcwn / Aata S ohewgack
Basple divectory:

Oruek 1 20150706 _01
ridrile: date_rroTOoM_001

Pules Seguende: MAOTON (sdpul)
Solvent: odcl)
Cata collected oms Jul € 2015

Temp. 23.0C /7 65w
Operator: chexpack

Relax. delay 1,300 seo
Palse 45.0 degrean

Aog. time 1.704 seo

width 9618, e

512 reputizicons
QREERVE KL, 595.7395361 WM
DATA FROCESSING

T xize 33760
Total tise 23 mis

WA

;,.

Sekil 5.11. Calismada izole edilen 6rnek 1’in 'H-NMR analiz sonuglar1 gdsterilmistir.
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Ozoek_1

Eample MNewe

Crnek_1
Data Collected car

woar 600 -vome 0600
Archive directozys

/bomae /data/chenpack
Sample directory:r

Ornek_1_20150706_0L
Yidrile, data CABECH 091

Felse Sogquence: CARSCHN (23pal)
Solvent: cdclld
Data collected oor Jul 4 2918

Texp. 23.0C 7/ 2361 x
Operator: chempach

Folax. delay 1.000 sec
Pulne 4%.0 degreeas

2cg. tize 0.865 sec

wideh 37878.8 xe

i%000 regeticiocns
OREERVE C13, 150.89031133 Maz
DECOUPLE NI, 399.732%404 bdu:x
Power ¢4 4%

sontinucusly ca

VALTE <14 modulated
DATA PROCESS NG

Line bacadeaing 2.5 Rs

T aize £3238
Total time id br, 30 mia

200 180 160 140

60

40

20

v

Sekil 5.12. Calismada izole edilen &rnek 1’in **C-NMR analiz sonuglar1 gosterilmistir.
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5.2.3. p-Sitosterol NMR bulgular:

Cizelge 5.1. Ornek 1 NMR sonuglart

Pozisyon 13c
1 CH> 37,2

2 CH; 27,92
3 CH 71,7

4 CH; 37,4

5 C 140,746
6 CH 121,6
7 CH> 31,574
8 C 31,866
9 C 50.132
10 C 36,4
11 CH» 24,307
12 CH; 39,761
13 C 42,22
14 CH 56,02
15 CH» 28,217
16 CH; 28,5
17 CH 55,774
18 CH3 36,1
19 CHs 19.4
20 CH 34,79
21 CHs 26,04
22 CH; 45,9
23 CH> 22,6
24 CH 12.02
25 CH 30

26 CH3 19.593
27 CHs 19.309
28 CH; 18.704
29 CHs 13.836
30 OH (C3 pozisyon)

Literatiire eslestirmesi

[B-Sitosterol igin literatiiriin ve elde edilen sonucun karsilastirilmasi1 Venkata ve ark., 2012

senesinde yaptig1 ¢alismasina gore yapilmis olup sonuglar benzerlik gostermektedir (36).
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5.2.4. 1zole edilen ikinci madde 6rnek 2 sonuclar

5.2.4.1. izole edilen 6rnek 2’in kloroform: methanol (100:1) ¢bziicii sisteminde ITK

analizi

Ikinci spot i¢in Rf,=0.74 (Ornek 2)

Sekil 5.13. Ornek 2 ITK Analizi Sonucu

5.2.4.2. Farkh solvanla elde edilen érnek 2°nin iITK analizi sonucu

Izole edilen maddemizin saf olup olmadigmi kontrol amacli farkli solvan sisteminde
denenmistir. Bu ¢alismada farkli polariteye sahip petrol eteri: etil asetat (10:1) ¢6ziicii

sistemi denenmistir. Bu ¢oziicii sisteminde de tek spot gézlemlenmistir.
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Sekil 5.14. Farkh ¢oziicii sistemiyle (petrol eteri: aseton (10:1)) elde edilen ITK sonucu
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5.3. Ornek 2 Sonuclar

Ikinci maddenin saflastirma islemine ve yapisinin aydinlatilmasi devam edilmektedir.

5.4. Etkili Maddelerin YSBK ile Tespiti

5.4.1. Fraksiyon 3’iin diger etkili maddelerinin YSBK ile tespiti

. . .
Ihtimal:

300 Serdar #4 Sar gokelek UV VIS 1

mAU WVL:235 nm|
9-41.219

250+

2004

150

100 4-34777

50+

-50

0.0

o Pesked 1008 3478

290

2885

& T T T T T T T
m ) £ 0 a0 50 510 550 £

Tek benzodiazepin UV absorbsiyonu

Sekil 5.15. 3 no’lu fraksiyonun etken maddeleri (37).
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5.4.2. Fraksiyon 2, 5, 6 ve 7°deki etkili maddelerin YSBK ile tespiti

5.4.2.1. 2 no’lu Fraksiyonun etkili maddelerinin YSBK ile tespiti

X OH
\o/©/\/

Muhtemel olan yapi: Angtol

g, Secer 8 23FR3 W Vis 1
AU v WVL:235
537024
50
9-403
g
1501

1004

50+

50

1-28.933 10-42.917

11-43.550

00

Ihtimal olan antrakinon bilesigidir.

Sekil 5.16. 2 no’lu fraksiyonun son 3 fraksiyonun etken maddeleri (38)
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5.4.2.2. Fraksiyon 5’deki diger etkili maddelerin YBSK ile tespiti

# min
00 Peak#6_100% at 34.60

s00] 237.3 - O H
“\‘ H z ,OH; N
! O N NP
o] | HN
‘202“‘ NH I”:\/ N
wol\ 20 '
/ O
100 0O
ol e
Olabilecek muhtemel yapi: Anikuaizolin C
300+ Serdar #6 [modified by Administrator] p.clavata f5 uv_vIS_1
mAU WVL:235 nm|

6-34.604 10 - 38.984

250+

200+

150

100

50+

BO————
0.0

30.0202.1

553.9

T T T T T T T
200 250 300 350 400 450 500 550 595

Sekil 5.17. 5 no’lu fraksiyonun maddeleri

Yukarida verilmis olanla benzer UV absorbsiyona sahiptir (37).
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5.4.2.3. Fraksiyon 6’deki diger etkili maddelerin YBSK ile tespiti.

Olabilecek muhtemel yapi: Dioksiindol-paspalitrem C

1,000 Serdar #9 [modified by 1 clavata f6 uv_vis 1
S mAU WVL:235 nm|
1-1.348
800~ e
6007 ’ L
100] 5-38.930
200-{ 2-31.330 7 - 40.870
3.32.0524 - 34.851
X
-100 T T T T T T T T
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 250 30.0 350

Olabilecek muhtemel yapi: Papirasillik asit C

Sekil 5.18. 6 no’lu fraksiyonun etken maddeleri (39)
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5.4.2.4. Paramuricea clavata’nin etanol ekstresinin etkili maddelerinin YSBK ile tespiti

Olabilecek muhtemel yap1: Anikuaizolin D

WVL:235

-321

1,250

1,000+ / w0
4o £

7504

500
-3.548

adl],
5, 3

250

11-12147

1600 Serdar #8 [modifigid by Administrator] p.clavata crude extract Wwvis 1
v

n

Olabilecek muhtemel yapi: Anikuaizolin C

Sekil 5.19. Metanol: kloroform ekstrenin etken maddeleri (37).

5.5. Biyoaktivite Bulgular

5.5.1. Hep-2 hiicrelerinde dizileri iizerinde sitotoksik etki incelemesi

Hep-2 hiicrelerinde dizileri tizerinde sitotoksik etki sonucu Paramuricea clavata’dan

hazirlanan metanol: kloroform (1:1) ekstrenin, MTT [3- (4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil
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tetrazolyum bromiir] ile sitotoksik aktivitesinin 6l¢timii sonucunda; hep-2 hiicrelerini %34,

%52, %61 ve %65 oraninda inhibe ettigi goriilmiistiir.

Hiicre oliimii (%)

Hiicre o6liimii (%)
~

[
o

o

10

50

100
Konsantrasyon (pg/ml) 200

Sekil 5.20. Hep-2 hiicrelerinde dizileri iizerinde sitotoksik etki inceleme sonucu

5.5.2. Radikal siipiiriicii etki incelemesi

1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikaline karsi antioksidan aktivite tayini amaciyla
standart olarak askorbik asit (AA) ve kersetin kullanilmistir. Calismada, kersetin 100, 200, 400

ve 800 pg/ml konsantrasyonlarindaki dilusyonlarin aktiviteleri sirastyla %87,6, %90,6; %93,09

olarak bulunmustur. Askorbik asit (AA) diliisyonlarinin aktivitesi ise sirasiyla; %90,

63;%092,90; %93,33 ve %93,58 degerleri elde edilmistir. %5 altindaki inhibisyon yapanlar

maktif kabul edilmistir. DPPH radikaline kars1 aktivite tayini icin, ekstrenin dort ayr
konsantrasyonda hazirlanan diliisyonlarindan antioksidan aktiviteleri asagidaki Sekil 5.21’de

verilmistir.
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Radikal siipiiriicii etki

Radikal Siipiiriicii etki (%)

M Radikal Stpurticu etki (%)

1
00 200

400
800

Konsantrasvon

Sekil 5.21. Radikal Siipiiriicii Etkisinin Incelemesi
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6. TARTISMA VE SONUC

Onceleri Knidlilerin habitatlar1 agisindan incelenmesi olduk¢a sinirliydi, ¢iinkii s13 ve
gelgitlerde yerlesen Knidliler tiirlerine ulasilmasi zordu. Fakat, skuba takiminin
gelismesiyle birlikte arastirmacilar daha derin ve uzun dalma imkanlar1 sayesinde Knidliler
tirlerini toplamakla birlikte daha derin denizlerdeki ulasilamamis ve arastirilamamis olan
deniz ekosistemlerini arastirma imkanini elde etmislerdir (40). Bu gelismekte olan
teknikler bize yeni Knidliler tirlerini bulmamizi saglayacaktir. Bu organizmalar
yasadiklar1 bu habitatlara endemiktir ve bu olaganiistii habitatlara ve zorlu sartlara
inanilmaz derecede adaptasyon saglarlar (6rn. kemosentetik deniz anemonlari) (41). Bu
tiirler yeni terapdtik dogal iiriinler icinilgi ¢ekici adaylardir (42). ilag gelistirilmesi i¢in s18
kayaliklardan toplanan organizmalar kayaliklar ekosisteminin ekolojik proseslerini negatif
olarak etkilemistir. Bunun sonucunda derin deniz mercanlari, yok olma tehlikesiyle ciddi

manada kars1 karsiya kalmislardir.

Knidliler kaynaklarimin yasam tehlikelerine karsi alternatif olarak tiretilmeleri igin su
kiiltiirii caligmalar1 yapilmaktadir. Vahsi ortam Orneklerinin toplanmasinin iki 6nemli
darbogazi vardir; Siirdiiriilebilirlik ve Tekrarlanabilirlik (43). Sirdiiriilebilirlik konusu ilag
iretimi icin biiylik miktarda biyokiitle gerekliligi ile iligkilidir. Tekrarlanabilirlik ise
cevresel ¢esitlilik ve benzerlik diizeyi ile iliskilidir (44).

Ug tarafi denizlerle kapli olan Tiirkiye genis deniz biyogesitliligine sahiptir. Yeni ve
komplike hastaliklar ortaya ¢ikmaya devam etmesiyle beraber yeni ilaglara ihtiyag
duyulmaktadir. Bu yiizden yeni ilag olanaklari i¢in Tiirkiye kaynaklarmin da ¢ok iyi
arastirilmast gerekmektedir. Tiirkiye omurgasizlart heniliz yeterince arastirilmamistir.
Yaptigimiz literatiir ¢alismalar1 ve Tiirkiye kiyilarindan topladigimiz omurgasizlarin iki
biyoaktivite (Sitotoksik ve Radikal siipiiriicii) testleri sonucunda mercan tiirii olan
Paramuricea clavata ile galismaya karar verilmistir. Paramuricea clavata ile ilgili
literatiire gére ¢ok az c¢alisma yapilmistir. Bu zamana kadar izole edilmis bilesikler i¢inde
alkaloitler fazladir. Bunlar triptamine, serotonin, bufotenin, kafein, 2-Bromo-N-
metiltriptamin, 3-Bromo tiramin, 6-Bromo-N-metiltriptamin, 1,3,7-trimetilisoguanin, N-

metil triptamnin, 6-hidroksitetrahidro-f-carbolin ve linderuzelendir.
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Paramuricea clavata’da yapilan biyoaktivite ¢aligmalarinda ise gerek mercan ekstresinde,
gerekse izole edilen bilesiklerde antifouling, antimikrobiyal, antioksidan ve sitotoksik

aktiviteler bulunmustur (32).

Bu ¢alisma, Paramuricea clavata ile iilkemizde yapilan ilk ¢alismadir. izole edilen madde
olan B-sitosterol bugiine kadar bu tiirden izole edilmemistir. ikinci izole edilmis olan
maddenin saflastirma ve yap1 tayini islemlerine devam edilmektedir. B-Sitosterol bilesigi,
hem tek basina hem diger benzer fitosterollerle beraber kullanildiginda kandaki kolesterol
seviyesini indirir ve bazen hiperkolesterolemi tedavisinde kullanilir. Sitosterolun prostat
biiylimesi tedavisinde yararli oldugu kanist kesinlik kazanmamustir (45). Avrupa
tilkelerinde [B-sitosterol prostat biiylimesi tedavisinde kullanilmaktadir. YSBK ile
karsilastirma sonucu tayin edilen alkaloit Anikuaizolin A’nin ise bu tiirde bulunduguna
dair bir kanmit yoktur. Anikuaizolin A-D, 2013 senesinde mangrov olan Rhizophora
stylosa’'dan elde edilen endofitik mantar olan Aspergillus nidulans MA-143’den izole
edilmistir (37). Kuinazolin 4-on grubu olan alkaloitlerden bu zamana kadar 160’dan fazla
kumazolinlar bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalardan izole edilmis olup, bu gruba ait
alkaloitler sitotoksisite, anti-feedant, antimikrobiyal aktivite gostermektedir (46). Steroitler
yumusak mercanlarda, seski ve diterpenlerden sonra en ¢ok kullanilan ikincil triinlerdir.
Son yillarda o6zellikle endoperoksit steroller gosterdikleri antioksidan, antimikrobiyal,
antitimor ve immunovaskiilator aktiviteleri nedeniyle 6nem kazanmistir. Boylece bu dogal
peroksitler, yeni ilag modelleri i¢in ¢ok degerli kaynak olabilecektir. Anetol, monoterpen
grubuna ait olup deniz kaynaklarinda bulunduguna dair bir bilgiye rastlanmamistir. Ancak,
sitotoksik monoterpenler deniz alglerden izole edilmistir (47). Papirasillik asit C literatiir
arastirmasinda sadece bitkisel mantardan elde edildigi kayitlidir (48). On sene Oncesine
kadar yeni antibiyotik olarak kabul edilen etkili bu maddenin Paramuricea clavata’da
tespit edilmis olmasi ileride yapilacak caligmalarda izole edilebilirse deniz kaynakli
mercanlardan ilk defa izole edilmis olacaktir. Alkaloit olan Paspalitrem C, ilk olarak
Claviceps Paspali cinsi mantardan elde edilmistir. Yapilan bagka bir c¢alismada,
Paspalitrem C, Cavendishia pubescens tiiriinden elde edilen endofitik mantar Phomopsis
sp.’tan izole edilerek bulunan Paspalitrem C hastaliktan bitkilerin korunmasinda rol
oynadigi tespit edilmistir (39). Bu bilesigin de izole edilmesi halinde ilk olarak deniz
canlilarindan elde edilmis olacaktir. Son olarak antrakinon bilesikleri bulunmustur.
Antrakinonlar fenolik bilesikler olup hem karasal hem de deniz canlilarindan izole

edilmistir. Ceratotheca triloba’nin kok, govde, ¢icek ve yapraklarindan bazi antrakinon
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bilesikleri izole edilmistir.  Bunlar igersinden antrasenedion ve 1-hidroksi-4-metil
antrakinon bilesikleri antibakteriyal, antioksidan ve insan topoizomeraz Il enzimini
durdurma aktivitelerinin oldugu saptanmustir. Petrosia sp. siingerinden tiiretilmis olan
mantar Aspergillus versicolor’dan bes antrakinon bilesikleri izole edilmistir (49). Bu
bilesiklerden yeni bulunmus olan heksahidroantronlardan tetrahidrobostrisin ve 1-deoksi
tetrahidrobostrisin izole edilmis olup Staphylococcus aureus tiirii bakterine kars giiclii etki
gOstermistir. Antrakinon bilesiklerinden biri olan Monodiktiokinon A (1,8-dihidroksi-2-
metoksi-6-methilantrakinon) yeni antimikrobiyal bilesik olarak kullanima sunulmustur.
Calismamimizda bulunan antioksidan ve sitotoksik aktiviteye bu maddelerin katkisi
olabilir (50). ileride yapilacak galismalarda izole edilen maddelerin etkileri arastirilmasi

sonucunda kesin bir sonuca varabilecegiz.
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