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ONSOZ

“Rhizopus oryzae Mantar1 Uzerine Farmakognozik Arastirmalar” baslikli bu doktora
tezi ¢aligmas1 Tiirkiye’de bu deniz kaynakli mantar iizerinde yapilan ilk
farmakognozi c¢aligmasidir. Yapitigimiz literatiir ¢aliymalarina gore bu mantarla
yapilan c¢alismalar olduk¢a az olup sekonder metabolit ve biyoaktivite konusunda
higbir kayit yoktur. Ulkemiz i¢in ¢ok yeni bir konu olan deniz kaynakl
metabolitlerin arastirilmast konusunda doktora yapmak ve yeni bilgiler elde etme
olasiligi beni ¢ok heyecanlandirdi. Calismamiz sonucu izole edip yapisini tayin
ettigimiz metabolitlerden dort tanesinin yeni olmasi da bu heyecanimin ve

calismalarimm gilizel sonucu oldu.

Bu uzun ve zorlu ¢alisma stirecimde beni destekleyen ve yardimlarmi esirgemeyen

kisilere deginmek istiyorum.

Deniz kaynakli mantarlarla ¢alisma konusunda beni yonlendiren, deneysel
calismalarim ve tez yazim siirecinde derin bilgisini ve tecriibesini esirgemeyerek
sonsuz destegini hep hissettigim, caliskanhigi, 6zgilinliigli, hayata bakis agis1 ve

vizyonu ile bana ¢ok sey katan danismanim Saym Prof. Dr. Belma KONUKLUGIL e

Birlikte ¢alismaktan biiyiik zevk aldigim, ¢ok sey 6grendigim, paylastigim caligkan
doktora yoldaslarim sevgili Ibrahim Seyda URAS ve Zehra TORUN’a,

Izole edilen metabolitlerin yap: tayinleri icin NMR sonuglarinin yorumlanmasima

yardim eden Dr. Sherif Saeced Ebada Elsayed’e
Bize kaynak saglayan Dr. Biilent Gozcelioglu’'na,
Yardimlari i¢in Muhiddin Cergel’e

Caligmalarimizi yapabilmemiz icin bize destek saglayan Ankara Universitesi
Bilimsel Arastirma Koordinatérliigii (BAP- 20L0237003 numarali) ve TUBITAK-
BMBF’e (1145916 numarali) tesekkiirlerimizi sunuyoruz.

Ve,

En biiylik manevi destek¢im olan aileme sonsuz tesekkiirler.
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1.GIRIS

Yirminci yiizyiln en biiyiilk basarilarindan  biri modern ilaglarin
gelistirilmesidir. Bu ilaglarm 20. ylizyilin baslarinda ortaya ¢ikmasiyla birlikte,
penisilin, streptomisin ve vinkristin gibi ilaglarla, pek ¢ok hastaligmin tedavisinde
onemli basarilar elde edilmistir. Yeni ila¢ tedavileriyle birlikte insan émriinii uzamis
ve yasam kalitesi artmistir. Bu nedenle, insanlar giivenli ve etkili farmasotik

irlinlerin varhigina giderek daha fazla bagimli hale gelmistir (Health, 1999).

Ozellikle etkili tedavilerin bulunmadig gesitli hastaliklar icin yeni ilaclara
ihtiya¢ duyulmaktadir. Bir¢ok kanser tiirii, viral ve fungal enfeksiyonlar, inflamatuar
hastaliklar ve noérodejeneratif hastaliklar basariyla tedavi edilememektedir. Patojenik
mikroorganizmalarm antibiyotiklere ve kanser hiicrelerinin antitiimor ilaglara kars
direng gelistirmesi de yeni ilag arayiglarina yol agmaktadir. Sitma ve tiiberkiiloza
neden olan patojenler, mevcut ilaglarn coguna karsi diren¢ gelistirmistir. Bu
nedenle, oniimiizdeki yillarda yeni antibiyotiklerin gelistirilmesi i¢in yogun c¢alisma

ve bu alana yatirim gerekmektedir (Health, 1999).

Doga, yeni ilaglarin geleneksel kaynagi olmustur ve uzun zamandir en basarih
strateji olarak kabul edilmektedir. Kesfedilmemis bilesikler agisindan ¢ok genis bir
yelpazeye sahiptir ve bu bilesiklerin taklit edilmesi neredeyse imkansizdir. Bugiin,
piyasada bulunan ilaglarm % 50'den fazlas1 dogal kaynaklardan ekstre edilir veya
baslangi¢ materyali olarak kullanilarak yari sentez yoluyla iiretilir. insanlar cesitli
kaynaklardan, ozellikle bitkilerden izole edilen dogal {iriinleri uzun zamandir
hastaliklarinin tedavisinde kullanmaktadir (Gurnani ve ark., 2014). Eski ¢aglardan
beri toplumlar enfeksiyon, iltihaplanma, agr1 ve diger ¢esitli hastaliklarm tedavisinde
genellikle bitkilerden elde ettikleri dogal ilaglar olan ham ekstreleri kullanmiglardir.

Bugiin bile, diinyanm bir¢ok yerinde, dogal ilaglar mevcut olan tek tedavidir. Bu



dogal etnobotanik preparatlarin arastirilmasi, mevcut ila¢ endiistrisinin temelini

olusturan bilesiklerin izolasyonuna yol agmustir (Health, 1999).

Elde edilen ilk basarilara, kimyasal cesitlige ve spesifik hedefli olmalarmna
ragmen bircok ila¢ sirketi tarafindan kombinatoryal kimya ve genomik temelli

yaklagimlar 6ne ¢ikmistir (Gurnani ve ark., 2014).

Calismamizin amaci deniz kaynakli bir mantar olan Rhizopus oryzae’dan
sekonder metabolit/metabolitler izole etmek ve yeterli miktarda elde edilen
metabolitler1 ve ham ekstreyi biyoaktivite acisindan degerlendirmektir. Yapilan
literatlir taramalar1 sonucunda deniz kaynakli R. oryzae mantari iizerine yapilan
calismalar incelendiginde, sekonder metabolit izolasyonu ve biyoaktivite {lizerine
higbir calisma olmadig icin bu deniz mantar1 tez konusu olarak secilmistir.
Ulkemizde bu konuda ¢alisan ilk ve tek grup olmamiz nedeniyle iilkemiz igin yeni
olan bu alanda yapilan ilk doktora tezidir. Tez ¢aligmasinin sonucunda elde edilen
bilgiler bilim diinyasina sunularak {ilkemizin bu alanda uluslararas1 bilim diinyasinda

yer edinmesine katki saglayacaktir.

1.1. Dogal Etken Maddelerin Eldesi ve Degerlendirilmesi

Tibbin ortaya ¢ikisindan bu yana, bitkilerden elde edilen bilesikler tedavide
kullanilmaktadir. En eski kayitlar M.O. 2600 yilina ait kil tabletlere ¢ivi yazisiyla
yazilmis ve Mezopotamya'da bulunmaktadir. Bu kayitlar, o zamana kadar, 1000'e
yakin bitkiden elde edilen ¢esitli ilaglarin var oldugunu gostermektedir. Bu ilaglarm
birgogu hala inflamasyon, grip, Oksiiriik ve parazit tedavisi i¢in kullanilmaktadir.
Misirhilarm M.O 1500 yillarnda gesitli bitkileri kullandiklarma dair belgeler
bulunmustur. Bu belgelerin en bilineni, ¢cogu bitki bazli ilag olan yaklasik 1000 farkli
madde ve formiilasyonu belgeleyen “Ebers Papiriis”iidiir. Cin kaynakli “Materia
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Medica” (MO 1100), “Shennong Herbal” (~ MO 100, 365 ilag) ve “Tang Herbal”
(MS 659, 850 ilag) dogal kaynakl ilaglarin kullanimlarmi gosteren Onemli
belgelerdir (Gurnani ve ark., 2014).

Bilimsel olarak bu bitkisel ilag ham maddelerini izole etmek, saflagtirmak ve
tamimlama yapabilmek on yedinci yiizyila kadar siirmiistiir. izole edilen ilk saf ilaglar
arasinda afyondan edilen giiglii agr1 kesici morfin ve sdgiit agacinin kabugundan elde
edilen aspirin bulunmaktadir. Giliniimiizde hala 6zellikle Asya'da, geleneksel ilaglar

tarihi kullanimlarina benzer sekillerde regete edilmektedir.

Binlerce bitki tiirii modern analitik yontemler kullanilarak kapsamli bir sekilde
incelenmis olmasma ragmen, hala arastirmayi bekleyen binlerce karasal canh
bulunmaktadir. Pasifik porsuk agacmin kabugundan giiglii antikanser etkili bilesik
taksol, Podophy!lum tiirlerinin rizomlarmmdan elde edilen podofilotoksin, Catarantus
roseus bitkisinin toprak TUstii kisimlarindan vinka alkaloitlerinin kesfedilmesi,

doganin hala arastirilmasi gerektigini gostermektedir (Sak ve Kasemaa, 2016)

Dogal tiriinlerden ila¢ kesfi ¢ok uzun, zahmetli bir siirectir ve iki yaklagim
icerir. Birincisi kimyasal (saflastirilmis bilesiklerin biyolojik aktivitelerini bulmak)
ve ikincisi biyolojik temelli (ham ekstrelerle baglayan biyo-assay glidiimlii yaklagim)
veya her ikisinin kombinasyonu seklinde de olabilmektedir. Giiniimiizde akademik
temelli arastirmalar ¢ogu biyolojik temellidir, yani arastirmanin amaci biyolojik
aktiviteye sahip dogal triinleri kesfetmeye yonelmistir. Kimyasal temelli proses

asagidaki adimlarin uygulanmasi seklindedir:

e Dogal materyalin tanimlanmasi
e Ham ekstrenin 6n taramast

e (Cesitli sekonder metabolitlerin izolasyonu



Gelismis YPSK, yliksek c¢oziiniirliklii 2D-NMR ve diger spektroskopik
yontemlerle yapilarinin aydinlatilmasi

Izole edilen her bir molekiiliin biyolojik aktivitesinin (in vitro ve in vivo)
degerlendirilmesi

Farmakolojik olarak aktif molekiiller i¢in toksisite, kararlilk ve ¢oziiniirlik
calismalari, farmakokinetik ve mekanizma caligmalari gibi klinik &ncesi
calismalar

Mevcut molekiillerden daha aktif olanlarin, ekonomik ve kolay sekilde
izolasyonu i¢in siire¢ gelistirilmesi

Son asama, aday molekiiliin ¢esitli insan goniilliileri lizerindeki glivenligi ve

etkinligi agisindan test edildigi klinik ¢alismalardir (Gurnani ve ark., 2014).

Klinik 6ncesi ve klinik ¢alismalarla birlikte yeni ilag adaymin piyasaya ¢ikma

stiresi olduk¢a uzun yillar stirmektedir. Cogu durumda, ila¢ olarak kullanilan dogal

iirlinler ayurveda bitkisel formiilasyonlarmin ¢ogu gibi aktif ekstrelerle (bir bilesikler

karigimi igerir) smirli kalmaktadir. Bunun nedeni zayif biyoyararlanim gostermeleri

ve yiikksek maliyetleridir (Gurnani ve ark., 2014). Dogal etken maddelerden ilag

eldesinde sarfedilen tiim cabalara ragmen heniiz istenilen diizeye gelinememistir.

1981-2010 arasinda New Chemical Entities (NCE) olarak adlandirilan 1355

bilesik arasmdan sadece 387 (% 29) tanesi tamamen sentetiktir, digerleri dogal, yar1

sentetik, dogal iirlin tiirevleri veya dogal {iriin farmakoforlarma dayanan sentetik

bilesiklerdir. Bu basartya ragmen ozellikle biiyiik ilag firmalart 1990'larda ve

2000'lerin basinda dogal lirtin kesif arastirmalarini azaltmistir (Gurnani ve ark.,

2014). Bu diisiis i¢in ¢esitli nedenler gosterilmistir:

Yiiksek verimli tarama (HTS- high throughput screening) programlari,
kiitiiphanelerin biyoaktivite i¢in test edilme hizmi artirdigindan dogal iiriin

programi, basarili HTS i¢in artan talebi karsilayamamustir.



e Kombinatoryal kimyann, yiiksek verimli tarama ile kimyasal ¢esitlilige sahip
bliyiik “ilag benzeri” kimyasal bilesik verileri olusturulmasi agisindan daha
iyi bir yaklagim oldugu diistintilmiis ve desteklenmistir.

e Molekiiler biyoloji, hiicresel biyoloji ve genomikteki ilerlemeler, molekiiler
hedeflerin sayismni arttirmis ve ilag kesif zamaninimn kisalacagi 6ngoriilmiistiir.

e Biiyiik ila¢ sirketlerinin, dogal {iriinlerin geleneksel etki alani olan enfeksiyon
hastaliklarinin tedavisine olan ilginin azalmast.

e 1992 biyolojik ¢esitlilik hakkindaki Rio Kongresi sonucunda biyolojik
materyallerin toplanmasma iliskin olas1 belirsizlikler, canli organizmalarin
bilesiminlerine mevsimsel veya cevresel etkiler, ormanlarin azalmasi, ¢evre
kirliligi ve kiiresel 1isinma nedeniyle olusan kaynak kaybi.

e Genellikle ¢ok az miktarda biyoaktif bilesigin biyo-genetik materyalinin ilk
kompleks karisimindan izolasyonu. Yetersiz izolasyon nedeniyle HTS ile
tespitin gergeklestirilememesi, hatta bazi durumlarda esas bilesigin karisimda
kararsiz halde bulunmasi.

e ki bilesigin ayrilmasma bagli azalan veya kaybolan sinerjistik veya
antagonistik aktivite.

e Dogal kaynaklarin taranmasmin siki calisma gerektiren, uzun bir slire¢ olmasi

(Gurnani ve ark., 2014).

Dogal iiriinlerden ilaclarin kesfi dogal kaynaklarda bulunan bilesenlerin
farmakolojik aktivitelerini verimli bir sekilde taramak ve degerlendirmek miimkiin

olmustur (Gurnani ve ark., 2014).



END
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Sekil 1.1. 1981-2010 yillart arasinda New Chemical Entities olarak adlandirilan ilaglarin
dagilimi (Gurnani ve ark., 2014)

"N": Dogal {iriin
"ND": Dogal iiriin tiirevi
"S": Sentetik ilag¢

"NM": Dogal iirlinle ayni etkileri olusturan sentetik bilesikler, rnegin kompetitif

inhibitor etkili bilesikler

2020 yilinda yayinlanan bir aragtirmaya gore 01/1981 ve 09/2019 tarihleri
arasinda ¢esitli endikasyonlarda dogal kaynakli 71, botanik kaynakli 14, dogal
kaynakl bilesiklerden genellikle yari1 sentetik modifikasyonla elde edilmis 356 yeni
ila¢g molekiilii kesfedilmistir (David J. Newman ve Cragg, 2020).



mS*/NM mV "B N m NB
= ND mS uS/NM mS*

Sekil 1.2. 01/1981 ve 09/2019 tarihleri arasinda onay alan ila¢ molekiillerinin kaynaklarina
gore dagilimi (David J. Newman ve Cragg, 2020)

"B": Biyoteknolojik yollarla iiretilmis biiyiik bir peptit veya protein
"NB": Botanik dogal {iriinler (genel olarak bunlar yakin zamanda onaylanmistir)
"S*": Total sentezle yapilmistir, farmakofor dogal kaynakli iiriindiir.

"V": Asi

90
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Sekil 1.3. 01/1981 ve 09/2019 tarihleri arasinda onay alan ila¢ molekiillerinin yillara ve
kaynaklarina gore dagilimu (David J. Newman ve Cragg, 2020)



Sekil 1.1 ve Sekil 1.2 grafikleri karsilastirilarak 9 yil i¢cinde olusan fark
anlasilmaktadir. Sekil 1.3’te ise 01/1981 ve 09/2019 tarihleri arasinda onay alan ilag

molekiillerinin yillara ve kaynaklarina gére dagilimi gosterilmistir.

En ¢ok arastirilan ve ilag gelistirme caligmalari yapilan hastaliklardan olan

kanser tedavisinde etkili dogal kaynakli bilesikler Cizelge 1.1°de verilmistir.

Cizelge 1.1. 1981 ve 2019 yillart arasinda kesfedilen antikanser ilaglar (David J. Newman ve
Cragg, 2020).

Jenerik isim Ticari isim Kaynag
aklarubisin Aclacin N
aminolevulinik asit Levulan N
anjiyotensin II Delivert N
aplidin Aplidin N
arglabin - N
homoharringtonin Ceflatonin N
ingenol mebutat Picato N
masoprokol Actinex N
paklitaksel Taxol N
paklitaksel lipozomal Lipusu N
paklitaksel nanopartikiilleri Abraxane N
paklitaksel nanopartikiilleri Nanoxel N
paklitaksel nanopartikiilleri Genexol-PM N
pentostatin Nipent N
peplomisin Pepleo N
romidepsin Istodax N
trabektedin Yondelis N
solamargin Curaderm NB
abirateron asetat Zytiga ND
alitretinoin Panretin ND
aminolevulinik Me ester Metvix ND
amrubicin HCI Calsed ND
belotekan HCL Camtobell ND
bf-200 ala Ameluz ND
brentuksimab vedotin Adcetris ND
kabazitaksel Jevtana ND
carfilzomib Kyprolis ND
cladribin Leustatin ND
sitarabin okfosfat Starsaid ND
dosetaksel Taxotere ND
elliptinyum asetat Celiptium ND




Cizelge 1.1. Devam

Jenerik isim Ticari isim Kaynag
epirubisin HCI Farmorubicin ND
eribulin Halaven ND
etoposid fosfat Etopophos ND
eksemestan Aromasin ND
formestan Lentaron ND
forodesin HCl Mundesine ND
fulvestrant Faslodex ND
gemtuzumab 0zogamisin Mylotarg ND
heksil aminolevulinat Hexvix ND
idarubisin HCI Zavedos ND
inotuzumab ozogamisin Besponsa ND
irinotekan HCI Campto ND
iksabepilon Ixempra ND
midostaurin Rydapt ND
mifamurtid Junovan ND
miltefosin Miltex ND
padeliporfin potasyum Stakel ND
pirarubisin Pinorubicin ND
polatuzumab vedotin Polivy ND
pralatreksat Folotyn ND
talaporfin sodyum Laserphyrin ND
temsirolimus Toricel ND
topotekan HCI Hycamptin ND
trastuzumab emtansin Kadcyla ND
triptorelin Decapeptyl ND
valrubisin Valstar ND
vapreotid asetat Docrised ND
vinflunin Javlor ND
vinorelbin Navelbine ND

Newman ve Cragg’in makalesinde sunulan verilerden, ila¢ kesfetmek ve
gelistirmek icin dogal iirlinlerin ve/veya sentetik varyasyonlarla yeni yapilarin
olusturulmasmin olduk¢a yaygin ve verimli oldugu sonucuna varilmaktadir. Ornegin,
1946'dan 1980'e kadar olan zaman iginde kanser tiirlerinde etkili olan 75 molekiiliin
401 yani % 53,3"i dogal iiriin veya dogal iiriin tiirevidir. 1981'den 2019’a kadar
kesfedilen 185 molekiiliin 62 tanesi yani % 33,5’1 dogal iiriin kategorisinde

bilesiklerdir. Ancak hala bazi hastalik tiirleri 6rnegin, hiperfosfatemi ve Triner



inkontinans tedavisi i¢in dogal kaynakl hi¢bir ila¢ kesfedilememistir (David J.
Newman ve Cragg, 2020).

1.2. Deniz ve Deniz Kaynakh Bilesikler

Bitkilerin biyoaktif dogal iirlinler icin iyi bir kaynak oldugu kanitlanmis olsa
da, denizler de yeni ve 6zgiin kimyasal yapilar iceren aktif maddeler agisindan biiyiik
bir 6neme sahiptir. Yasam kosullar1 karasal ortamdakilerden farklidir. Spesifik
sekonder metabolitlerin iiretimi, deniz canlilarmin denizde hayatta kalabilmeleri i¢in
onemli bir adaptasyon mekanizmasidir. Denizbilimci Profesér William Fenical
“1970'lere kadar kimse okyanus hakkinda detayl bilgiye sahip degildi. Bu kadar
genis bir yasam alanmnm herkesin dikkatinden ka¢masi bana olduk¢a garip geliyor.
Ancak bunun bazi nedenleri var. insanlar okyanustan korkar; yasanmaz bir yer
olarak goriirler” soziiyle ilag gelistirme calismalarinda denizlere yonelimin neden
daha gec gerceklestigini agiklamaktadir. Diinya ylizeyinin %70'inin okyanusla kapli
oldugu gbéz Oniine alindiginda, ilag sirketleri okyanusun benzersiz biyolojik
cesitlilige sahip oldugunu ve potansiyel ila¢ adaylar1 agisindan biiyiik bir kaynak
olabilecegini fark etmeye baglamislardir (Dias ve ark., 2012).

Okyanuslardaki canli ¢esitliligi goz Oniine alndiginda, ilag kesfinin
okyanuslarin zengin ekosisteminde baglamis olmasi gerekirdi. Cesitliligin ¢ogu,
okyanuslarin (kutupsal, 1liman ve tropikal) tiim bdlgelerine adapte olmus
makroskopik bitkilerde ve hayvanlardadir. Tiir ¢esitliligi mercan resiflerinde ¢ok
yuksektir ve Hint-Pasifik Okyanusu'nda bazen metrekarede yaklasik 1.000 tiir
bulunmaktadir. Bu durum tropikal deniz biyogesitliliginin zirvesidir (National
Research Council Committee on Marine Biotechnology: Biomedical Applications of

Marine Natural, 2002).
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Tarihsel acidan, en eski deniz iiriinii, Fenikeliler tarafindan M.O. 1600
yillarinda deniz yumusakcalarindan ekstre edilen “Tyrian” isimli mor boyadir. Uzun
yillar boyunca deniz kaynakli dogal {iriinler alaninda balik ve alglerden elde edilen
metabolitlere odaklanilmistir. En bilinen 6rnekler agar ve karagenan gibi deniz
biyopolimerleri, balik karaciger yagindan elde edilen A ve D vitaminleri,
eikosapentaenoik asit ve dokosaheksaenoik asit gibi ¢coklu doymamus yag asitleridir.
Gergek deniz kaynakl ilag gelisimi, 1950'lerde bir Karayip siingeri olan Tethya
crypta’dan spongotimidin ve spongouridin kesfi ile baslamistir (Anjum ve ark.,
2016; Bergmann ve Burke, 1955; Bergmann ve Feeney, 1951; D. J. Newman ve
Cragg, 2016; Sagar ve ark., 2010). 1940'larda Sardunya yakinlarinda Akdeniz’den
elde edilen 6rneklerden izole edilen Acremonium chrysogenum mantari tarafindan
iiretilen Sefalosporin C, sefalosporin antibiyotik smifinin gelismesinin baglangig
noktasidir (Konig, 1992). Weinheimer ve Spraggins, 1969 yilinda bir gorgonian
mercani olan Plexaura homomalla'da yiiksek prostaglandin icerigi oldugu ile ilgili
bir makale yaymlamiglardir (Weinheimer ve Spraggins, 1969). Deniz kaynakli dogal
iirlinlere patent alimlarma bakildiginda, 1980'lerin ortalarindan bu yana hizh bir artig
goriilmektedir  (Bongiorni  ve  Pietra, 1996). Bilesiklerin ¢ogu deniz
omurgasizlarindan izole edilmistir. Fakat deniz mikroorganizmalar1 zamanla daha
fazla dikkat ¢ekmistir (Lindequist, 2016). 2004-2015 yillar1 arasinda onay alan

iirlinler Cizelge 1.2°de gosterilmistir.

Cizelge 1.2. 2004-2015 yillan arasinda onay alan deniz kaynakli tiriinler (A. Martins ve ark.,
2014)

Bilesi Dogal Orijinal Sirket /Kurum | crapotik
) ilesik iiriinler DU/Kaynak (Sehir, Eyalet (tedavi Durum | Durum Durum
Isimleri veya . Py ? edici) 2004 2009 2015
Lo Organizma Ulke)
Tiirevi Alan
Cytarabin DU Spongothymi | Bedford (Bedford, | Kanser FDA/ Onayli | Onayl
(CytosarU®; | Tiirevi dine/ siinger OH, ABD); Enzon EMEA
Depocyt®) Cryptotethya (Piscataway, NJ, Onaylt
crypta ABD)
Vidarabin DU Spongothymi | Kral Pharma Antiviral | FDA/ Onayli | ABD’de
(Vira-A®) Tiirevi dine/ siinger (Tenafly, NJ, ABD) EMEA durdurldu
Cryptotethya Onaylt
crypta
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Cizelge 1.2. Devam

Dogal . Terapotik
.Bilesik iiriinler Di?/rlg;n?llak %éil:;:‘/léu;ll: Itn (tedavi Durum | Durum Durum
isimleri veya o Y i Lyatet, edici) 2004 2009 2015
L rganizma Ulke)
Tiirevi Alan
Zikonotit DU o-konotoksin | Elan Corporation, | Noropatik | FDA FDA/ Onayl
(Prial®) deniz (Dublin, frlanda) agr1 Onayli | EMEA
salyangozu Onaylh
Conus magus
Omega-3 asitli | DU Omega-3 yag | GlaxoSmithKlin e | Hipertrigli | FDA FDA/ | Onayl
etil esterler Tiirevi asitleri / Balikk | (Brentford, UK) seridemi Onayli | EMEA
(Lovaza®) Onayl
Trabectedin DU Ekteinassidin | PharmaMar Kanser Fazll/ | EMEA |EMEA
(Yondelis®) 743 / tunikat (Colmenar Viejo, 11 Onayli | Onaylt
Ecteinascidia | Madrid, Ispanya)
turbinata
Eribulin DU Halikondrin B | Eisai (Tokyo, Kanser Faz I Faz IIl | FDA/
mesilat Tirevi / Siinger Japonya) EMEA
(Halaven®) Halichodria Onayli
okadai
Brentuximab | DU Dolastatin 10 / | Seattle Genetik Kanser - Faz II FDA/
vedotin (SGN- | Tiirevi deniz tavsant (Bothell, WA, EMEA
35) Dolabella ABD); Takeda Onayl
(Adcetris®) auricularia GRDC (Osaka,
Japonya)
Iota-carrageen | DU Iota-carrageen | Marinomed Antiviral |- - (OTC)
(Carragelos in / Kirmizi alg | (Vienna, Austria);
e®) Eucheuma / Boehringer
Cnondus Ingelheim
(Ingelheim,
Germany)

Cizelge 1.3. FDA* ve Avustralya** tarafindan giinlimiize kadar onay almis deniz kaynakli

bilesikler ("Clinical Pipeline of Marine Pharmacology")

Bilesik Ismi Ticari ismi Kaynag Kimyasal ssmf | Molekiiler Endikasyon
Hedef
Belantamab Blenrep TM Yumusakga/ ADC (antibody- | BCMA  ( B- | Kanser:
mafodotin-blmf | (2020)* siyanobakteri | drug cell Tekrarlayan/
conjugate)(MM | maturation refrakter multipl
AF) antigen) miyelom
Lurbinectedin Zepzelca TM Tunikat Alkaloid RNA Kanser:
(2020)* Polimeraz I1 Metastatik
Kiigiik hiicreli
Akciger Kanseri
Enfortumab PADCEVTM (2 | Yumusakga/ ADC (MMAE) | Nektin-4 Metastatik iirotelyal
Vedotin-ejfv 019)* siyanobakteri kanser
Polatuzumab Polivy TM (201 | Yumusakca/ ADC (MMAE) | CD76b & | Kanser:Non-
vedotin 9)* siyanobakteri mikrotiibiiller | Hodgkin lemfoma,
(DCDS-4501A) Kronik lemfotik
losemi, Lenfoma, B
Hiicreli lenfoma,
Folikiiler
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Cizelge 1.3. Devam

Bilesik ismi Ticari ismi Kaynag Kimyasal sinif Molekiiler Endikasyon
Hedef
Plitidepsin** Aplidin® Tunikat Depsipeptid eEF1A2 Kanser: Multipl
Miyelom, Losemi,
Lenfoma
Trabectedin Yondelis® Tunikat Alkaloid Minér DNA | Kanser: Yumusak
(ET-743) (2015) * olugu Doku Sarkomu ve
Yumurtalik Kanseri
Brentuximab Adcetris® Yumusakga/ ADC(MMAE) CD30 & | Kanser: Anaplastik
vedotin (2011) * siyanobakteri mikrotiibiiller | biiyiik T hiicreli
(SGN-35) sistemik malign
lenfoma, Hodgkin
hastalig1
Eribulin Halaven® Siinger Makrolid Mikrotiibiiller | Kanser: Metastatik
Mesylate (2010) * Meme Kanseri
(E7389)
Omega-3-acid Lovaza® Balik Omega-3  yag | Trigliserid Hipertrigliseridemi
ethyl esters (2004) * asitleri sentez
enzimleri
Eicosapenta Vascepa® Balik Omega-3  yag | Trigliserid Hipertrigliseridemi
enoic acid | (2012)* asitleri sentez
ethyl ester enzimleri
Omega-3-ca Epanova® (201 | Balik Omega-3  yag | Trigliserid Hipertrigliseridemi
rboxylic acid 4)* asitleri sentez
enzimleri
Ziconotide Prialt® Koni Peptid N-Tipi Ca | Agri: Siddetli
(2004) * salyangozu kanal1 Kronik Agri
Vidarabine Vira-A® Siinger Niikleozid Viral DNA | Antiviral: Herpes
(Ara-A) (1976)* polimeraz Simplex Virus
Cytarabine Cytosar-U® Siinger Niikleozid DNA Kanser:Losemi
(Ara-C) (1969) * polimeraz

* FDA tarafindan onaylanma tarihi

*# Aralik 2018 Avustralya’da onaylanan

Cizelge 1.3’te belirtildigi lizere simdiye dek onay almis 14 ilacin 9 tanesi

kanser tedavisinde kullanilmaktadir ("Clinical Pipeline of Marine Pharmacology").

Viral hastaliklarin tedavisi, kronik agr1 ve kandaki trigliserit seviyesini diigiirmek

gibi bir¢ok farkl etki i¢in de onay almis ilaclar bulunmaktadirlar (Lindequist, 2016).

Faz ¢alismasi asamasinda olanlar ise Cizelge 1.4, Cizelge 1.5 ve Cizelge 1.6’da

sunulmaktadir.
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Cizelge 1.4. Faz III galigmas1 asamasinda olan deniz kaynakli bilesikler ("Clinical Pipeline
of Marine Pharmacology")

Bilesik Ismi

Ticari ismi

Kaynag

Kimyasal simf

Molekiiler
Hedef

Endikasyon

Plinabulin
(NPI-2358)

Mantar

Diketopiperazin

Mikrotiibiiller

Kanser:
Kiigiik
Hiicreli
Akciger
Kanseri,
Beyin
Timori

Dis1

Tetrodotoxin

Halneuron TM

Kirpi
balig1

Guanidiniyum
alkaloidi

Sodyum
kanallar1

Agri: Kronik
Agr1

Lurbinectedin
(PMO01183)

ZepzelkaTM

Tunicat

Alkaloid

II

RNA Polimeraz

Kanser:
Yumurtalik
Kanseri,
Meme
Kanseri,
SCLC

Marizomib
(Salinosporamide A;
NPI-0052)

Bakteri

Beta-lakton-
gamma lactam

20S proteazom

Kanser:
Kiiglik
Hiicreli
Akciger
Kanseri,
Pankreas
Kanseri,
Melanom,
Lenfoma,
Multipl
Miyelom

Dis1

Cizelge 1.5. Faz II caliymasi asamasinda olan deniz kaynakli bilesikler (clinical-

pipeline.xml,")

Bilesik ismi Ticari ismi Kaynag Kimyasal Molekiiler Endikasyon
simf Hedef
GTS-21 - Solucan Alkaloid o7 nikotinik | Sizofreni,
(DMXBA) asetilkolin Alzheimer
reseptorii Hastaligi, Dikkat

Eksikligi
Hiperaktivite
Bozuklugu,
Endotoksemi,
Sepsis, Vagal
Aktivite

AGS-16C3F - Yumusakea / ADC ENPP3 & | Kanser: Renal

siyanobakteri (MMAF) mikrotiibiiller Hiicreli Karsinom
Plocabulin - Siinger Poliketid Minor DNA | Kanser: Solid
(PM184) olugu Tiimorler

14




Cizelge 1.5. Devam

Bilesik Ismi Ticari ismi Kaynag Kimyasal Molekiiler Hedef | Endikasyon
siif
Tisotumab Vedotin | HuMax®- Yumusakca ADC Doku faktorii & | Kanser:
TF-ADC /siyanobakteri | (MMAF) mikrotiibiiller Yumurtalik
Kanseri, Rahim
Agz1 Kanseri,
Endometriyum
Kanseri, Mesane
Kanseri, Prostat
Kanseri (CRPC),
Bas Boyun Kanseri
(SCCHN),
Ozofagus Kanseri,
Akciger  Kanseri
(NSCLC)
Ladiratuzumab - Yumusakga ADC LIV-1 & | Kanser: Meme
vedotin(SGN- /siyanobakteri | (MMAF) mikrotiibiiller Kanseri
LIVIA)
Bryostatin - Bryozoan Makrolid Protein kinaz C Alzheimer hastaligi
lakton
Telisotuzumab - Yumusak¢a ADC c-Met Kanser: Solid
vedotin (ABBV- /siyanobakteri | (MMAE) Tiimérler
399)
Enapotamab - Yumusake¢a ADC AxI RTK Kanser:Yumurtalik
vedotin (HuMax- /siyanobakteri | (MMAE) Kanseri, Rahim
AXL) Agz1 Kanseri,
Endometriyal
Kanser
RC-48 - Yumusake¢a ADC HER2 Kanser: Urotelyal
/siyanobakteri (MMAE) Karsinom,
Ilerlemis  Kanser,
Mide Kanseri,
Asir1 HER2 pozitif
Mide Kanseri, Ileri
evre Meme
Kanseri, Solid
Tiimorler
CAB-ROR2 (BA- |- Yumusak¢a ADC ROR2 Kanser: Solid
3021) /siyanobakteri | (MMAE) Timor, Kiigiik
Hiicreli Dis1
Akciger  Kanseri,
Uglii Negatif
Meme Kanseri,
Yumusak Doku
Sarkomu
CX-2029 (ABBV- |- Yumusak¢a ADC CD71 Kanser: Solid
2029) /siyanobakteri | (MMAE) Timor, Bas ve
Boyun Kanseri,
Kiigiik Hiicreli Dis1
Akciger  Kanseri,
Pankreas Kanseri,
Diffiz Biiyik B
Hiicreli Lenfoma
w0101 - Yumusakea ADC IGF-R1 Kanser: Ileri evre
/siyanobakteri (MMAE) veya Metastatik

Kat1 Ttimorler
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Cizelge 1.6. Faz I ¢alismas1 asamasinda olan deniz kaynakh bilesikler ("Clinical Pipeline
of Marine Pharmacology")

Bilesik ismi Ticari Kaynag Kimyasal simif | Molekiiler Hedef Endikasyon
ismi
ARX-788 - Yumusakea / ADC (MMAE) HER2 & | Kanser: Meme
siyanobakteri Mikrotiibiiller kanseri, Mide
kanseri
XMT-1536 - Yumusakga / ADC NaPi2b & | Kanser: Solid
siyanobakteri (Dolafleksin) Mikrotiibiiller Tiimdrler
ALT-P7 - Yumusakea / ADC (MMAE) HER2 & | Kanser: Meme
siyanobakteri Mikrotibiiller kanseri, Mide
kanseri
MORAb-202 - Siinger ADC (Makrolid) | Mikrotiibiiller Kanser: Solid
Tiimorler
PF-06804103 - Yumusakga / ADC (Auristatin | HER2 Kanser: Meme
siyanobakteri varyant1) Timorleri, Mide
Tilimorleri,
Ozofagogastrik
Baglant1 Timorleri,
Karsinom, Kii¢iik
Hiicreli Dis1
Akciger Kanseri
Griffithsin - Kirmizi alg Lektin Karbonhidrat HIV 6nleme
baglayici
ZW-49 - Yumusakea / ADC (Auristatin | HER2 Kanser: HER2
siyanobakteri varyanti) pozitif Mide
Kanseri

Cogu ilag, hala karasal kaynaklardan elde edilmesine ragmen, son yillarda
deniz organizmalarindan 6nemli sayida ilag, ila¢ aday1 ve cesitli metabolitler elde
edilmistir. Deniz kaynakli yaklagik 30.000 bilesik bilinmektedir ve 2008'den beri her
yil 1000'den fazla yeni bilesik kesfedilmektedir. Bu bilesikler genellikle yeni
kimyasal yapilar icerme, karmasiklik ve ¢esitlilik ile karakterize edilirler (Hu ve ark.,
2015; Kiuru ve ark., 2014). Yeni deniz kaynakl dogal iirlinler hakkinda incelemeler
2002 yilina kadar Faulkner tarafindan Natural Products Report’ta ve daha sonra
Blunt ve ark. tarafindan yaymlanmustir (J. W. Blunt ve ark., 2016; Lindequist, 2016).

Deniz kaynakli dogal firiinlere ilgi, kaynak organizmalar1 toplamak i¢in
teknolojik alanda (¢cogunlukla tiiplii dalig) iyilestirmeler yapilmasmi gerektiriyordu.
Yine de, 1950'lerin sonlarma dogru, deniz kaynakh ila¢ kavrami ilgi ¢ekmistir.
Werner Bergmann ABD, Florida'da toplanan deniz siingerlerinden elde edilen
siradist arabino ve ribo-pentosil niikleosidlerle ilgili {i¢ rapor yaymlamistir

(Bergmann ve Burke, 1956; Bergmann ve Feeney, 1951; Bergmann ve Stempien,
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1957). Bu bilesikler on yillardir klinikte kullanimda olan ©nemli antikanser
ozelliklere sahip iki niikleosid olan ara-A (vidarabin) ve ara-C (sitarabin) kimyasal

tiirevlerinin gelismesine yol agmistir (Molinski ve ark., 2009).

Sitarabin (Ara-C, Cytosar-U® olarak da bilinir) ilk olarak bir deniz
siingerinden izole edilmistir ve DNA polimeraz etkinligini inhibe ederek kanser
hiicrelerinde sitotoksik etki gostermektedir (Stonik, 2009). 1969'da FDA, ilact l6semi
tedavisi i¢in onaylamistir. Hala losemi tedavisinin temelini olusturan ve simdiye
kadar muhtemelen binlerce hayati kurtaran bu deniz kaynakl ilag, orijinal prototip
molekiillerin, yani spongotimidin ve spongouridinin 1951'de Feeney ve Bergmann
tarafindan rapor edilmesinden sonra, 20 yildan kisa bir siire i¢cinde kliniklere
girmistir. Birka¢ yil sonra, 1976'da, baska bir deniz kaynakli ila¢ olan Vidarabin
(Ara-A, Vira-A®), Herpes simplex viriisiinlin tedavisi i¢in onaylanmigtir. Fakat
bundan sonra, deniz kaynakl ilaglarin klinik gelisimi pek basarili olmamis ve
neredeyse 40 yil boyunca ilag otoriteleri tarafindan baska higbir bilesik
onaylanmamigtir. Dahasi, yiiksek verimli tarama yontemlerinin hizhi gelisimi ve
Ozellikle rasyonel ila¢ tasarimma yonelik hesaplamali yaklagimlar, bazi bilim
insanlarm1 dogal kaynaklardan yeni biyoaktif molekiiller arayisinin ge¢miste bir
etkinlik olduguna inandirmistir. Bu nedenle, gegen ylizyillin sonuna gelindiginde,
bilim diinyasinin bir kismu yeni dogal iirlinlerin ve ozellikle denizdeki dogal
iriinlerin hala yeni ilaglar iiretme potansiyeli barindirip barmdirmadigi konusunda
oldukga siipheciydi. Ancak bu gecis doneminden sonra durum kesinlikle degismis ve
21. ylizy1lin baslarinda deniz kaynakli ilaglar adina bir ronesans dénemine girilmistir

(Dyshlovoy ve Honecker, 2020; Molinski ve ark., 2009).

Tropikal koni salyangozunda bulunan bir peptit olan Zikonotid (Prialt; Elan
Pharmaceuticals), agr1 tedavisi icin ABD'de Aralik 2004'te onaylanan ilk deniz tiirevi
bilesiktir. Daha sonra, Ekim 2007'de trabektedin (Yondelis/Ecteinascidin-743/ET-
743;PharmaMar) Avrupa Birligi'nde onaylanan ilk deniz kaynakli antikanser ilag
olmustur (yumusak doku sarkomu i¢in onaylanmistir) (Molinski ve ark., 2009).
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1.3. Deniz Kaynakh Bilesiklerin Farmakolojik Etkileri

1.3.1. Antioksidan Aktivite

Antioksidanlar, membran lipitleri, proteinler ve DNA gibi makromolekiillerine
saldiran ve kanser, diabetes mellitus, norodejeneratif ve enflamatuar hastaliklar gibi
bir¢ok saglik sorununa yol acan reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) zararlarina kars
viicudu koruyan, insan saglig iizerinde olumlu etkilere sahip molekiillerdir. Deniz

kaynakl aktif bilesikler umut verici antioksidan etkiler géstermektedir (Kim, 2013).

Deniz canlilar1 arasinda algler ve silingerler, dogal antioksidanlarn ve
antimikrobiyallerin en zengin kaynaklaridir (Ngo ve ark., 2012). Deniz ortaminda
iiretilen antioksidanlar arasinda genellikle flavonoidler, sinnamik asit, benzoik asit,
gallik asit, florotanninler, kersetin gibi polifenolik bilesikler, karotenoidler ve

tokoferoller bulunmaktadir (Al-Saif ve ark., 2014; Balakrishnan ve ark., 2014).

Son yillarda, denizden elde edilen protein kaynaklari arasmda antioksidan
polipeptidler gibi ¢ok sayida biyoaktif peptit tanimlanmistir. Birgok ¢alismada, deniz
kaynakli antioksidan peptitlerin insan saglig1 ve gida endiistrisinde olumlu etkilere
sahip oldugu kanitlanmigtir. Peptitlerin antioksidan aktivitesi; serbest radikallerin
atilmasi, lipit peroksidasyonunun inhibisyonu ve metal iyon selatlamasi seklinde
olmaktadir. Ayrica, peptit yapist ve amino asit sekansi antioksidan ozellikleri

etkilemektedir (Wu ve ark., 2015).

Son birkag yilda birgok ¢alisma, deniz canlilarindan tiiretilmis
polisakkaritlerin, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH), hidroksil radikali, peroksil
radikali, alkil radikali, H>O, siiperoksit radikali ve ABTS radikalini uzaklastirdigi ve

giiclerini azalttigin1 gostermektedir. Polisakkaritler esas olarak alglerden elde edilir,
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siralamay1 deniz mikroorganizmalar1 ve deniz hayvanlar izlemektedir. Yapilan
calismalardan elde edilen veriler deniz kaynakli antioksidan polisakkaritlerin
karaciger hasari, diyabet, obezite, ndrodejeneratif hastaliklar, kolit ve meme kanseri
gibi oksidatif stres kaynakli hastaliklarda olumlu etkili olabilecegini gostermektedir

(Zhong ve ark., 2019).

1.3.2. Antikanser Aktivite

Kanser, diinya ¢apmda en onde gelen oliim nedenlerindendir. Her yil, 7
milyondan fazla insan kanser nedeniyle 6lmekte, bu durum diinya ¢apinda toplam
Oliimlerin yaklasik %12,5'ini olusturmaktadir. Tiim kanser oliimlerinin % 70'inden
fazlasi, onlem, teshis ve saglik yonetimi i¢in saglik kaynaklarmmn ¢ok smirli oldugu
diisiik ve orta gelirli lilkelerde meydana gelmektedir. Kanserlerin % 40'mdan fazlasi
saglikli beslenme, diizenli egzersiz ve sigaray1 birakmak ile onlenebilir (Kim, 2013).
Yiiksek aktivite gosteren ve az yan etkilere sahip yeni antikanser ilaglara oldukca
ihtiya¢ duyulmaktadir. Deniz kaynakli dogal bilesikler, bu talebi karsilamaya katkida
bulunabilir. Deniz kaynakl sitostatik maddelerin gelisimi, Karayip slingeri Tethya
crypta’dan (Bergmann ve Burke, 1955; Bergmann ve Feeney, 1951; D. J. Newman
ve Cragg, 2016) niikleosid yapisinda spongotimidin ve spongouridinin kesfi ile
baglamistir. Siinger gliniimiizde Tectytethya crypta olarak adlandirilmaktadir ancak
daha once Cryptotethya crypta olarak da bilinmekteydi. Bu kesif sonrasi sentetik
analog sitozin arabinozid (sitarabin) (6rn., Cytosar-U, Pfizer, Kirkland, Quebec,
Kanada), giiclii bir antildsemik ajan olarak gelistirilmis ve Amerikan Gida ve Ilac
Idaresi (FDA, MD, ABD) tarafindan 1969 yilinda onaylanmistir. Bu pirimidin
niikleosid yapisindaki ilag, bir on ilagtir ve hiicre icinde fizyolojik substrat
deoksisitidin ile rekabet eden sitozin arabinosid trifosfata doniistiiriilmekte ve bu
sekilde DNA polimeraz ve dolayistyla DNA sentezi engellenmektedir (Lindequist,
2016).
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Trabektedin (Ecteinascidin, ET-743, Yondelis, PharmaMar, Colmenar Viejo,
Ispanya) ilk olarak bir tulumlu olan Ecteinascidia turbinata'dan izole edilmistir. Bu
canlilar Akdeniz mercanlarinda yasar ve mikroorganizmalara karsi kendilerini
korumak i¢in bu bilesigi Ttretirler. Yeni incelemeler ve genetik analizler,
trabektedinin tunikatlarla iligkili heniiz kiiltiire edilmemis mikroorganizmalar
tarafindan tretildigini diisindiirmektedir (Giddings ve Newman, 2013; Schofield ve
ark., 2015). Trabektedin kimyasal olarak tetrahidroizokinolin alkaloid grubuna aittir.
Hem kanser hiicrelerine hem de tiimoriin mikro c¢evresine etki eden yeni bir
antineoplastik bilesik smifi temsil etmektedir. Sitostatik aktivitesi, DNA’nin minor
oluguna baglanma ve transkripsiyon regiilasyonu tiizerindeki dogrudan etkileriyle
iligkilidir. ~ Transkripsiyon faktorlerinin  DNA'ya baglanmasini  6nleyerek

transkripsiyonu engellemektedir (Lindequist, 2016).

Eribulin mesilat (Halaven, Eisai Europe Ltd., Hatfield, Hertfordshire,
Ingiltere), deniz siingerlerinden izole edilen (&rn. Halichondria okadai ve
Lyssodendoryx sp.) sentetik bir analogon olan halikondrin B’dir. Biyokimyasal
olarak poliketidlerin taksan olmayan tiirevleri sinifindadir. Halikondrin B, tedarik
problemi olan bir maddedir. Yalnizca 300 mg halikondrin B i¢in, nadir bir derin su
stingeri tiirii olan Lissodendoryx n.sp.1’den 1 ton toplanmasi gerekmektedir. Bu ¢ok
diisik verim, halikondrin B'min izolasyon yoluyla elde edilmesine izin
vermemektedir (Hart ve ark., 2000; Radjasa ve ark., 2011). Giinlimiizde, halikondrin
B'nin siingerler tarafindan degil, slingerlerde simbiyotik yasayan dinoflagellatlar
(atesrengi algler) tarafindan {iretildigi diisliniilmektedir. Halikondrinin tedarik
problemi kimyasal sentezle ¢dziimlenmistir. Ilag, 2010 yilinda FDA tarafindan ve
2011 yihnda EMA tarafindan, lokal ilerlemis veya metastatik meme kanseri tedavisi
icin onay almistir. Mekanizmasi, karmasik yapidaki mikrotiibiiliin dinamiklerini
etkileyerek, mikrotiibiillerin biiyiime fazim1 inhibe etmek ve tiibiilini verimsiz

agregatlara ayirmak seklindedir (Lindequist, 2016).
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Brentuximab vedotin (Adcetris, Takeda Pharma A / S, Taastrup, Danimarka),
sitotoksisitesi yiiksek bir bilesik ile tiimor spesifik bir antikorun birlestirilmesi ile
uretilmistir. Hodgkin lenfoma veya sistemik anaplastik biiylik hiicreli lenfoma
(ALCL) gibi tiimor hiicrelerinin yilizeyinde bulunan CD30'a yonelik bir antikor ve
sitotoksik bilesik monometil auristatinden olusur. Auristatin, deniz kaynakl bilesik
dolastatin 10'un sentetik bir analogudur. Dolastatinler, ilk olarak Hint Okyanusunda
bulunan Dolabella auricularia'dan ¢ok diisiik miktarlarda izole edilmis bir dizi
sitotoksik peptiddir. Arastirmalar sonucu dolastatinlerin gergek iireticisinin Caldora
penisillata  tiri  olarak adlandirilan siyanobakteriler oldugu kesfedilmistir

(Lindequist, 2016).

1.3.3. Antiviral Aktivite

Viriisler, cesitli bulasici hastaliklara neden olan genis bir mikroorganizma
grubunu kapsamaktadir. Son yillarda antiviral ilaglardaki belirgin gelismeye ragmen,
viral enfeksiyon geciren hastalarin tedavisi, ¢ogunlukla rekombinant viriislerin, ilag
direncinin ve hiicre toksisitesinin ortaya ¢ikmasi nedeniyle sik¢a basarisizliga
ugramaktadir (Gilbert ve Boivin, 2005; Morfin ve Thouvenot, 2003; Tantillo ve ark.,
1994). Ayrica, insan immiin yetmezlik virlisi (HIV) ve viral hepatit dahil olmak
tizere kronik viral bulasici hastaliklarin yaygmn sekilde goriilmesi, daha etkili ve
azaltilmig yan etkilere sahip yeni ilaglarin arastirilmasini neden olmaktadir. 1981'den
2010'a kadar, kesfedilen 110 antiviral ilagtan yalnizca 18'i (laninamivir, oseltamivir
ve zanamivir dahil olmak iizere) dogal kaynakli ilaglarin tiirevleridir. Fakat modifiye
edilmis niikleosid ve peptidomimetiklerden vb.’den elde edilmis veya dogal ilaglari
taklit eden sentetik ilaglarin orani ¢ok daha yiiksektir. Bu durum yeni antiviral
ilaglarin kesfedilmesinde dogal {iriinlerin potansiyel roliinii vurgulamaktadir (David
J. Newman ve Cragg, 2012). Yapilan bilimsel ¢alismalarda, énemli konak hiicre
faktorlerini etkileyerek viriis replikasyon dongiislinii ve/veya viral elementleri inhibe

eden yeni antiviral bilesikler bildirilmistir (Lou ve ark., 2014).
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Bu alanda deniz kaynakli canlilarin analizi, deniz algleri ile baglamis ve bircok
alg tiirdi, flaviviriis, togaviriis, arenaviriis, rabdoviriis, ortopoksviriis ve herpes viriis
familyalar1 dahil zarfli virlislerin ¢ogalmasmni engelledigi gosterilen Onemli
miktarlarda siilfath polisakkaritler icermektedir (Witvrouw ve De Clercq, 1997).
Gelidium cartilagenium'dan (Rhodophyceae) ekstre edilen polisakkaritlerin,
embriyonik tavuk yumurtalarmni influenza B veya kabakulak viriisiine kars1 korudugu
tespit edilmistir. Antiviral aktiviteye sahip polisakkaritlerin yiiksek miktarda
stilfatlanmis oldugu goriilmiistiir (Huheihel ve ark., 2002).

Siilfatlanma derecesi, molekiiler agirlik, bilesimdeki sekerler, konformasyon ve
algal stilfatlanmis polisakkaritlerin dinamik stereokimyasmi igeren kimyasal yapi,
antiviral aktiviteyi belirlemek i¢in kullanilir. Ek olarak, hem siilfatlama derecesi hem
de siilfat gruplarmin polisakkaritler tizerindeki dagilimi, bunlarin antiviral
aktivitesinde Onemli bir rol oynar. Diisiik siilfatlanma derecesine sahip alg

polisakkaritleri genellikle viriislere kars1 etkisizdir (Kim, 2013).

Deniz kaynakli mantarlardan izole edilen bilesiklerin antiviral potansiyellerini
arastirma, 1998 yilinda Stachybotrys sp. RF-7260'tan stachyflin izole edildikten
sonra ortaya c¢ikmugtir. Taishi ve arkadaslar1 bu bilesigin influenza A viriisiine
(HINT1) kars1 timit verici antiviral aktiviteye sahip oldugunu bildirmistir (Taishi ve
ark., 1998). 2006 yilina kadar, Bhadury ve arkadaslar1 tarafindan antiviral aktiviteye
sahip sinirli sayida bilesik rapor edilmistir (Bhadury ve ark., 2006). Son on yilda,
deniz kaynakl mantarlarindan ¢esitli viriislere karsi timit verici antiviral aktivitelere
sahip ¢ok sayida bilesik izole edilmistir bunlara 6rnek olan bazi bilesikler Cizelge
1.7°de verilmistir (Moghadamtousi ve ark., 2015).
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Cizelge 1.7. Deniz kaynakli mantarlardan elde edilen antiviral etkili bilesik Ornekleri
(Moghadamtousi ve ark., 2015)

Viriis Antiviral Bilesik Kaynak Kimyasal simf
Halovirs A-E Seytalidium sp. Peptid
Aspergillus terreus
. .. Lakton
11a-dehidroksi isoterreulakton A SCSGAF0162
Herpes Simplex Virus Aspergillus terreus
Lakton
Arisugasin A SCSGAF0162
Baltikolid Ascomycetous strain 222 Makrolid
Ekuisetin Fusarium heterosporum Tetramik asit
Fomasetin Phoma sp. Tetramik asit
HIV
Asile eremofilan
o Xylaria sp . .
Integrik asit seskiterpenoid

Cryptotethya crypta siingerinden vidarabinin kesfi (arabinofuranosiladenin,
adenin arabinosid, Ara-A), 1950'lerde ilk c¢alismalar olarak bilinen siinger
niikleosidlerinin arastirilmasiyla gerceklesmistir. Hiicre icinde, vidarabin hizla
adenin arabinosid trifosfata doniistiiriiliir. Bu aktif form, Herpes, Vaccinia ve
Varicella zoster viriislerinin DNA polimeraz enzimini ve DNA sentezini inhibe eder.
AB'de akut keratokonjonktivit, Herpes simplex tip 1 ve 2min neden oldugu
tekrarlayan epitelyal keratit tedavisi i¢cin g6z damlas1 seklinde kullanilir. ABD'de
smirli terapotik etkisi nedeniyle onaylanmasi Haziran 2001'e kadar siirmiistiir
(Anjum ve ark., 2016; Lindequist, 2016; A. Martins ve ark., 2014; Mayer ve ark.,
2010; Sagar ve ark., 2010).

1.3.4. Antibakteriyel Aktivite

Deniz canlilar siirekli olarak, bakteriler de dahil olmak iizere bir¢ok patojenik

mikroorganizma tarafindan enfeksiyon tehdidi altindadir ve buna bagli olarak, ¢esitli
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biyolojik prekiirsorlerden antibakteriyel aktiviteye sahip karmagsik organik bilesikler
iiretirler. Okyanusun diliie edici etkisi, zorlu, tuzlu kosullara dayanikli olan gii¢li
molekiillerin iretilebilmesini saglamistir. Her bir metabolit smifindan bilesigin
(ribozomal ve ribozomal olmayan peptidler, alkaloidler, poliketidler ve terpenler)
antibakteriyel aktivite sergiledigi gosterilmistir. Karadaki benzerleri ile
karsilastirildiginda, deniz kaynakl antibakteriyel bilesikler ¢cok daha az ilgi

gormiistiir (Hughes ve Fenical, 2010).

Bir¢ok ¢aligma, deniz mikroorganizmalarmin patojenik invazyonu oOnlemek
icin bir diren¢ mekanizmasi olarak yeni sekonder metabolitler {irettigini kanitlamistir
(Tan ve Zou, 2001). Simdiye kadar, farkli mikrobiyal tiirlerde ¢ok sayida
antimikrobiyal bilesik bulunmustur (Petrini, 1991) Mikroorganizmalar tarafindan
sentezlenen dogal bilesiklerin arastirilmasi, yaygin olarak kullanilan bazi ilaglara
kars1 gelisen direng problemini ¢6zmek i¢in umut verici bir yol olarak goriilmekte ve
yuksek etkili, diisiik toksisiteli, direngli mikrobiyal tiirlere karsi savasmak i¢in yeni
antibakteriyellerin kesfine katkida bulunacaktir (Habbu ve ark., 2016). Cizelge
1.8’de antibakteriyel etkili bilesik 6rnekleri verilmistir.

Cizelge 1.8. Deniz kaynakl1 antibakteriyel etki gosteren bilesikler

Kaynak Antibakteriyel Bilesik Referans

Mercan ve siingerlerden izole

edilen bakteri Streptomyces spp.

aktinomisin

(Nofiani ve ark., 2020)

Xestospongia estudinaria

siingerinden izole edilen bakteriler

alkaloid, steroid / triterpenoid

(Cita ve ark., 2017)

Mantar-Cephalosporium sp.

sefalosporin C

(Jin ve ark., 2016).

Alg-Phaeodactylum tricornutum

eikosapentaenoik asit

(Desbois ve ark., 2009)
(Malve, 2015)

Stinger-Spongosorites sp.

indol alkaloidleri

(Mayer ve ark., 2009).

24




1.3.5. Antikoagiilan Aktivite

Antikoagiilanlar, trombotik hastaliklar i¢in &nemli terapdtik ajanlardir. ilk
dogal antikoagiilan glukozamin ve galaktoz siilfat ester olup, hayvanlarin karaciger
ve kalbinden izole edilmistir (Howell ve Holt, 1918; McLean, 1916). En bilinen
antikoagiilan heparin, karbonhidrat iskeletinde O-siilfat ve N-siilfat gruplarn
icerirken, siilfat iceren algal polisakkaritler, N-siilfat gruplari icermeyen cesitli
karbonhidrat bilesenlerine sahiptir (Giiven ve ark., 2019).

Deniz kaynakli antikoagiilan etkili etken maddelerin arastirilmasi hemen
hemen ayni1 yillarda baslamis olup kahverengi alglerinin antikoagiilan 6zelliklerinin
arastirilmasindan sonra (Killing, 1913), deniz yosunlarindan tiiretilen siilfatlanmis
polisakkaritlerin yeni antikoagiilan ilaglarin iiretimi i¢in alternatif kaynaklar
olabilecegi bildirilmistir (Church ve ark., 1989; Matsubara, 2004). Antikoagiilan
aktivite, siilfatlanmis polisakkaritlerin en ¢ok incelenen Ozellikleri arasindadir ve
alglerden elde edilen antikoagiilanlar uzun zamandir bilinmektedir (Kim, 2013).

Cizelge 1.9°da alglerden izole edilmis siilfatlanmis polisakkarit drnekleri verilmistir.

Cizelge 1.9. Alglerden elde edilen antikoagiilan etkili stilfatlannmus polisakkaritler

Kaynak Siilfatlanmis polisakkarit Referans
Laminaria saccharina Fukoidan (Cumashi ve ark., 2007)
Ecklonia cava Arabinogalaktan (Patel, 2012)
Dictyota cervicornis Rhamnan (Patel, 2012)
Caulerpa cupresoides Galaktan (Patel, 2012)
Sargassum fulvellum Fukoidan (Liu ve ark., 2020)
Gelidiella acerosa Galaktan (Chagas ve ark., 2020)
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1.3.6. Analjezik Aktivite

Siddetli kronik agr1 diinya ¢apinda milyonlarca insani etkilemektedir. Standart
ilaglar, morfin gibi opioidler bulunmakla birlikte, opiodlerin bagimlilik, tolerans
geligimi, kotiiye kullanim olasiligi ve solunumu baskilamasi gibi ciddi yan etkileri
nedeniyle dezavantajlar1 vardir. Bu nedenle, alternatif ve giliclii analjeziklere hala
ihtiya¢ duyulmaktadir. Zehirli deniz koni salyangozu Conus magus'un toksini baz
alinarak sentezlenen sentetik bir peptid (omega-konotoksinin sentetik analogu) olan
Zikonotid (Prialt, Jazz Pharmaceuticals plc, Dublin, irlanda) boyle bir alternatif
olabilir. Morfinden 1000 kez daha kuvvetlidir ve morfinin aksine, zikonotid
bagimhiliga veya solunum depresyonuna yol agmamaktadir (Klotz, 2006; Lindequist,

2016).

Balon baliginin karacigerinden, kirmizi alg, yumusak¢a, deniz sedimenti ve
bakterilerden elde edilen ve bir alkaloid olan tetrodotoksin (Tectin), periferik sinir
sisteminde impulslarin baslamasini ve iletilmesini engelleyerek bu etkiyi
gostermektedir. Birgcok agriyr tedavi etmesi i¢in kullanilan bu bilesigin klinik

calismalar1 faz 111 asamasindadir (Jiménez, 2018; Lago ve ark., 2015).

Contulakin-G, yaklasik 20 yi1l 6nce deniz salyangozu Conus geographus'un
zehrinden elde edilmistir. Contulakin-G, sicanlarla gergeklestirilen deneylerde giighi
analjezik aktivite sergilemistir (Lee ve ark., 2015). Contulakin-G, CGX-1160 ismiyle
omurilik yaralanmasina bagl noéropatik agr1 veya post-operatif agri icin klinik
calismalara alimmis ve 2005 yilinda yetim ilag statiisii verilmistir. Ancak ¢alismalar
tamamlanmamistir. Daha sonra insanlarda Faz la klinik calismalarina baglanmig
fakat FDA tarafindan hayvanlarda yapilan toksisite test sonuglari nedeniyle daha ileri

klinik asamalara gegememistir (Pennington ve ark., 2018).

26



Psodopterosin A (PsA), Pseudopterogorgia elisabethae mercanindan elde
edilen noromodiilator etkili bir diterpen fenolik glikozittir. Psddopterosinler,

antiinflamatuar ve analjezik biyoaktiviteye sahiptir (Ghareeb ve ark., 2020).

1.3.7. Antilipidemik Aktivite

Eikosapentaenoik asit (EPA) ve dokosaheksaenoik asit (DHA), 6nemli ¢oklu
doymamis yag asitleridir (PUFA'lar) ve insan saglig1 i¢in sayisiz yararli 6zellige
sahiptirler. Ornegin; tromboz ve arteriyoskleroz gibi kan dolagimi hastahiklarinin
onlenmesi, yaslanmada biligsel islevlerin korunmasi1 (Witte ve ark., 2014) ve bebek

gelisimi gibi (Lindequist, 2016).

Eikosapentaenoik asit ve dokosaheksaenoik asit etil esterleri, dogal yag
asitlerinin esterlestirilmesiyle iretilen onay almis ilaclardir (6rn. Lovaza, Glaxo
Smith Kline, Brentford, Middlesex, Ingiltere). Diyet ve/veya statinlerle, trombosit
agregasyon inhibitorleri ve antihipertansif ilaclarla kombinasyon halinde, kalp
enfarktiisiinden sonra insan kanimdaki trigliserit seviyesini kontrol etmek icin ve
endojen hipertrigliseridemide kullanilir. Olast yan etkileri, gastrointestinal
bozukluklar ve transaminazlarin artmasidir (Koski, 2008; A. Martins ve ark., 2014;

Mutschler ve ark., 2016).

1.3.8. Noroprotektif Aktivite

Alzheimer hastaligi, amiloid plaklarm, norofibriler diiglimlerin olusumu ve
sinir hiicrelerinin 6liimiiyle karakterize edilen bir¢ok faktére bagli olarak gelisen bir
hastaliktir. Yillarca siiren aragtirmalara ragmen, Alzheimer hastaliginda etkili tedavi

arayisi halen devam etmektedir (M. Martins ve ark., 2020). Bu arayis deniz kaynakli

27



iiriinlerde noroprotektif etkili bilesiklerin kesfine yol a¢mustir. Cizelge 1.10°da

Alzheimer hastaliginda etkili bulunan bazi bilesik 6rnekleri verilmistir.

Cizelge 1.10. Alzheimer tedavisinde etkili deniz kaynakli bilesikler (M. Martins ve ark.,
2020)

Bilesik Bilesik tiirii Kaynak Son durumu

Homotaurin Amino siilfonat Kirmizi alg tiirleri Faz I calismasi
basarisiz olmustur

GTS-21 (DMXBA) Benziliden Hortumlu solucan tiirleri | Faz III
Paranemertes
peregrine ve Amphiporus
lactifloreus
DHA Omega-3 yag asidi Faz I1I
Bryostatin 1 Makrolid lakton Yosun hayvanciklar1 | Faz II
Bugula neritina
Fascaplysin Bis-indol alkaloidi Stinger -
Fascaplysinopsis
bergquist sp.
GV-971 Asidik oligosakkarid Kahverengi alg Faz I caligmalar1
tamamlanmistir

Echlonia Kurome Okam

1.4. Deniz Kaynakl Ila¢ Kesfinin Zorluklar:

1.4.1. Tedarik Sorunu

Deniz kaynakl canlilardan ilag gelistirmede kritik nokta ve siklikla karsilagilan
sorun, deniz ortamina zarar vermeden yeterli miktarda organizma ve bilesigin siirekli
olarak elde edilebilirligidir. Deniz kaynakli ilaglar yalnizca ekonomik ve ekolojik
olarak uygun sekilde saglanabilirse piyasada bir sans elde edecektir. Dogal
kaynaklarin deniz ortammdan temini siirekli olarak saglanamazsa, tedarik problemi

deniz biyoteknolojisi (su lriinleri yetistiriciligi/deniz tirlinleri yetistiriciligi/fermentor
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yetistirme; genetik miihendisligi; enzimatik sentez veya modifikasyon) veya

kimyasal sentez/yar1 sentez/modifikasyon ile ¢oziilebilir (Lindequist, 2016).

1.4.2. Su iiriinleri yetistiriciligi / kiiltiire alma

Su iirtinleri yetistiriciligi; baliklar, baz1 midyeler gibi yiyecekler ve makroalgler
gibi deniz canlilarinin {iretimi i¢in yapilmaktadir. Biyoreaktorlerde yetistirme makro
ve mikro algler, baz1 omurgasizlar, deniz mantarlar1 ve ¢esitli deniz bakteri tiirleri ile
yapilmaktadir. Bununla birlikte, farmasétik acidan ilging deniz organizmalarmin,
ozellikle mikroorganizmalarin ¢ogu, yapay kosullar altinda kiiltiirlenemez. Alternatif
yetistirme yontemleri gelistirmek ve metabolit {iretimini uzun siire devam ettirmek
icin dogal ortamda yasam kosullarmin daha iyi anlasilmas1 gerekmektedir. Umut
verici bir yol olarak ko-kiiltiirleme veya diger adiyla karigik fermantasyon
diistiniilmektedir. Bu yontem dogadaki karmasik topluluklar taklit etmeye ¢alisan iki
veya daha fazla farkli organizmanin, Ozellikle mikroorganizmalarin, birlikte
yetistirilmesidir. Birlikte yetistirmenin, yetistirilen organizmalar tarafindan iiretilen
metabolitlerin kimyasal ¢esitliligini arttirdig1 gosterilmistir. Ayrica aktif bilesiklerin
iiretiminin 6nemli Ol¢lide artmasma ve/veya lretici tiirlin saf kiiltiirlerinde tespit

edilmeyen 6zel bilesiklerin birikimini saglamistir. (Lindequist, 2016).

1.4.3. Genetik miihendislik

Bu yontemin prensibi, istenen bilesigin genetik bilgisinin, daha kolay
yetistirilebilen konake1 hiicrelere aktarilmasi ve bilesigin konakg1 hiicrelerde siirekli
iiretilmesidir. On kosul, genetik bilginin kesinligidir. Bu teknikler, yetistirilemeyen
organizmalarin genlerinin izolasyonunu ve ekspresyonunu saglayacaktir. Simdiye

kadar, bu yaklasim deniz kaynakli ilaglar i¢in endistriyel diizeyde

29



gerceklestirilmemis olup arastirma diizeyinde gerceklestirilmektedir (Lindequist,

2016).

1.4.4. Sentez / yar1 sentez / modifikasyon

Total sentez, bilinen deniz kaynakli bilesiklerinin bir¢ogu i¢cin miimkiin
olmasma ragmen, ekonomik olarak sadece basit kimyasal yapidaki bilesikler i¢in
gerceklestirilebilir. Ornek olarak analjezik etkisi olan peptit zikonotid verilebilir.
Bagka bir yol, kolay temin edilebilen bilesiklerin kimyasal veya biyokimyasal
islemlerle istenen bilesige doniistiigli yar1 sentetik iiretim olabilir. Bu yonteme bir
ornek, bakteriyel bir madde olan siyanosafrasin B'nin transformasyonu ile
trabektedin tiretimidir. Cogu durumda, orijinal dogal bilesik rehber bir yapidir ve tiim
yapiy1 Uretmek gerekli degildir. Farmakolojik etki i¢in gerekli olan yapisal unsurlar
ne kadar c¢ok bilinirse, gerekli yapisal bilesenlere o kadar fazla odaklanilabilinir.
Rehber bilesik yapisindaki kimyasal ve/veya enzimatik modifikasyonlar ile yapisal
¢esitlilik arttirilabilir ve bilesigin dzellikleri gelistirilebilir. Ornegin; Halikondrin
tiirevi eribulin, dogal orijinal bilesikten ¢ok daha kiigiik sentetik bir molekiildiir

(Lindequist, 2016)

1.5. Deniz Kaynakhh Mantarlar

Okyanuslar, biiyiik bir biyolojik ¢esitlilik rezervuari olarak kabul edilir. Deniz
ortamindaki mikrobiyal canlilar ekolojik agidan &nemlidir. Olii ve ¢iiriiyen organik
maddelerin ayristiricilart olarak besin rejenerasyon dongiilerinde 6nemli bir rol
oynarlar. Bu nedenle deniz kaynakli mantarlar, endiistriyel ve/veya g¢evresel acidan
bir enzim kaynag olarak diisiiniilebilir. Omurgasizlar, ¢iirliyen odun, deniz suyu,
sedimentler ve mangrov detritus gibi farkli substratlardan izole edilen bazi mantar

suslar1 hidrolitik ve/veya oksidatif enzimler ile aljinat liyaz, amilaz, seliilaz, kitinaz,
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glukozidaz, inulinaz, keratinaz, ligninaz, lipaz, niikleaz, fitaz, proteaz ve ksilanaz
gibi enzimler lretmektedir. Bu enzimler, siwrasiyla 35 ila 70°C ve 3.0 ila 11.0
arasinda degisen sicaklik ve pH’ta optimum aktivite gosterir. Bazi deniz kaynakli
mantar suslari, alkali soguk ortamlarda aktivite gosteren enzimler iretir. Deniz
kaynakli mantarlarin okyanus kosullarina adaptasyonu, mantar deniz biyoteknolojisi

alaninda ilgi ¢ekici bir konudur (Bonugli-Santos ve ark., 2015).

Deniz kaynakli mikrobiyal topluluklar (bakteriler, mantarlar, algler,
planktonlar ve viriisler) biyojeokimyasal siireclerdeki performanslarindan dolay:
deniz ortammin Onemli ekolojik bilesenleri olarak kabul edilir (Sowell ve ark.,
2008). Deniz kaynakli mantarlar zorunlu veya fakiiltatif olarak smiflandirilmistir.
Zorunlu deniz mantarlari, yalnizca bir deniz veya nehir agzi1 habitatinda gelisen ve
sporlanan mantarlardir. Fakiiltatif deniz mantarlar ise tatli su veya karasal kokenli
olup deniz ortamimda da sporlanip yetisebilmektedir. Mangrov, kum, sahil, nehir ve
nehir agz1 habitatlart gibi kiy1 bdlgelerde ¢ok ¢esitli mantarlarin bulunmasi, sel ve
riizgar gibi c¢evresel etkilerle karasal mantarlarin deniz ortamlarma tasindigini
diistindiirmektedir. Bu nedenle, deniz kaynakli mantarlar genellikle karadaki
tirdeslerine benzer morfolojik 6zellikler sergilemektedir (Bonugli-Santos ve ark.,

2015; M¢janelle ve ark., 2000; Morrison-Gardiner, 2002).

Son yillarda deniz kaynakli organizmalardan, antikanser, antitimor,
antiproliferatif, antimikrotiibiil, sitotoksik, fotoprotektif de dahil olmak iizere ¢esitli
biyolojik aktiviteler sergileyen poliketidler, alkaloidler, peptidler, proteinler, lipidler,
sikimatlar, glikozitler, izoprenoidler ve hibritler gibi 6nemli sayida yeni metabolit
kesfedilmistir (Rateb ve Ebel, 2011). Bu maddelerin c¢ogunu bakteriler,
aktinomisetler, mantarlar ve siyanobakteriler irettikleri icin daha fazla dikkat
cekmektedir. Deniz mikroorganizmalar1 kiiltlirlenebilir ve yenilenebilir bir kaynak
olmalar1 nedeniyle deniz omurgasizlar1 ile karsilastirildiginda, dogal kaynakli
bilesikler acisindan ¢ok daha verimli bulunmaktadir (John W. Blunt ve ark., 2015;
Jin ve ark., 2016).
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Deniz mantarlari, 1846'da Durieu ve Montagne tarafindan bir deniz ¢ayir
Posidonia oceanica'nin rizomu lzerindeki Sphaeria posidoniae (Halotthia
posidoniae) tiriniin ilk kayitlarindan beri incelenmis fakat biiylik 6l¢lide ihmal
edilmistir (Shin, 2020). 1949 yilinda, Sardunya kiyilarindan elde edilmis olan deniz
kaynakl bir mantar olan Cephalosporium sp.’den izole edilen ilk sekonder metabolit
sefalosporin C’dir. Ancak bu tesadiifi bir kesifti. Deniz kaynakli bir mantardan bu
kadar 6nemli bir bilesigin kesfedilmis olmasma ragmen, deniz kaynakli mantarlardan
elde edilen biyoaktif dogal {liriinlerin sayis1 son derece yavas sekilde artmustir.
Arastirmacilar 1980'li yillarin sonlarindan itibaren deniz kaynakli mantarlara daha

cok odaklanmiglardir(Jin ve ark., 2016).

Yaklagik 22.000 biyoaktif mikrobiyal metabolitin %38'inin mantar kokenli
oldugu ve diinyadaki mantar taksonlarmin yalnizca %?5'inin tanimlandigi
disiintildiigiinde, mantarlar yeni biyoaktif sekonder metabolitlerin kesfi igin

muazzam bir potansiyele sahiptir (Shin, 2020).

Deniz mantarlarmm 10.000'den fazla tiirii oldugu tahmin edilmektedir (Jones,
2011). Mantarlar, incelenen hemen hemen her deniz habitatinda (sedimentlerde, su
kolonlarmda, dalgalarin karaya attig1 odunlar, sapsiz ve mobil omurgasizlar, algler ve
deniz memelileri de dahil olmak iizere bir¢ok yerde) bulunmaktadir (Jones, 2011;
Orsi ve ark., 2013; Pollock ve ark., 2000; Rdméa ve ark., 2014; Taylor ve Cunliffe,
2016; Wainwright ve ark., 2017; Yarden, 2014).

Bugiine kadar, deniz ortamlarindan tanimlanan mantarlarm biiyiikk ¢cogunlugu,
kiiltiir, mikroskobi veya DNA bazli yontemlerin kullanilmasindan bagimsiz olarak
Ascomycota ve Basidiomycota subelerine aittir. Denizden elde edilen ve sucul
mantarlar nispeten yiiksek taksonomik seviyelerde ¢ok sayida yeni ve

tanimlanmamis tiire sahiptir (Picard, 2017; Richards ve ark., 2012).
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Karasal tiirevlerine gore daha az arastirilmis olsa da, dogal iiriin kesfindeki
onemleri artmistir (Butler ve ark., 2014; Molinski ve ark., 2009). Antibakteriyel,
antiviral ve antikanser etkilere sahip ¢ok cesitli kimyasal maddeler elde edilmistir.
Bugiine kadar mantarlardan; paklitaksel, kamptotesin, vinkristin, torreyanik asit ve
sitarabin gibi bir¢ok ila¢ etkin maddesinin izole edilmesi de onlarm iyi bir ilag
kaynagi olduklarinin kanit1 niteligindedir. Deniz sadece yeni ilag molekiilii agisindan
degil, ayn1 zamanda istenen etkiyi elde etmek i¢in modifiye edilebilecek yeni
bilesiklerin yap1 kaynagi olarak da oOnemlidir. Bazi 6nemli hastaliklar, kii¢iik
enfeksiyonlar ve salgmlarin tedavisi i¢in ila¢ kesfinde yol katedilmis olsa da mevcut
tedavilere direng gosteren ve son zamanlarda bildirilen yeni enfeksiyonlarm (SARS,
dang ve Zika viriisleri gibi) tedavisi icin yeni ila¢ molekiillerine ihtiyag
duyulmaktadir. Tiiberkiiloz ve sitma gibi hastaliklarda gelisen ila¢ direnci, kanser ve
HIV-AIDS tedavisi icin yetersiz basarilar ilag arastirmalarmi deniz kaynaklarmna

yonlendirmistir (Deshmukh ve ark., 2017).

Deniz kaynakli mantarlarinin neden karmasik ve c¢ok cesitli metabolitler
iirettigi tam olarak anlasilmamis olsa da, kimyasal savunma ve iletisimde rol
oynadiklart diistiniilmektedir. Ekolojik, fiziksel ve biyolojik faktorlere bagli olarak
bu metabolitlerin biyosentezi degisebilir yani bu kosullardaki kii¢iik degisikliklerle
tamamen yeni bir dizi metabolit olusabilir (Pejin ve Karaman, 2017). Deniz kaynakl
terapotiklerin 6nemi, 1981-2002 doneminde FDA tarafindan onaylanan ilaglarin
yarisindan fazlasinin deniz kaynaklarindan elde edildigi gerceginden anlasilabilir.
Deniz kaynakli ilaglarm ¢ogu omurgasizlardan (stingerler, tunikler, yumusakgalar ve
bryozoanlar) elde edilmis; bunlarm iicte ikisi ribozomal olmayan peptit smifina ait
bilesiklerdir. Bunlardan bazilar1 zaten antibiyotik ve antikanser ajanlari olarak
piyasada bulunmaktadir (Polimiksin B, pristinamisin, gramisidin, vankomisin,
bleomisin, aktinomisin D), bazilar1 ise klinik ¢alisma asamasindadir (Deshmukh ve

ark., 2017).
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Sadece deniz kaynakli mantarlardan, bazilar1 antikanser etkili olmak iizere ilag
olma potansiyeli gosteren binlerce metabolit bildirilmistir (Gomes ve ark., 2015).
Fakat bunlarin higbiri su ana kadar piyasada bulunmamaktadir (Deshmukh ve ark.,
2017). Mantar ¢aligmalari, 2017'de rapor edilen 448 yeni bilesik ile 2015'te 369 ve
2016'da 328'e kiyasla 6nemli Olclide artmaya devam etmektedir. Yeni bilesikler
iireten mantarlarin ¢ogu sedimentlerden, silingerlerden, sdlenterlerden ve diger
omurgasizlardan veya algler ve deniz ¢ayirmdan izole edilmistir (Carroll ve ark.,

2019).

Aspergillus cinsi lizerinde yapilan yeni ¢alismalarda bir¢ok yeni metabolit elde
edilmistir. Bir baliktan izole edilen Aspergillus fumigatus susundan, spiroheterosiklik
g-laktam c¢ekirdekli bir dizi bilesik elde edilmistir (alt1 kiral merkez iceren
sefalimisin E-L). Bu bilesiklerin asidik metanol ile muamelesi sonucu
enansiyomerleri olusmustur. Molekiiler orbital hesaplamalar, molekiiller arasi olas1
bir anniilasyon yoluyla sefalimisinlere biyosentetik bir yol tasarlamak icin
kullanilmistir (Yamada ve ark., 2017). iki karasal bakteri susu ayr1 ayr1 A. fumigatus
ile kiiltlirlenmis ve bu durum her iki organizmada ¢ift tarafli metabolit indiiksiyonuna

yol agmustir (Carroll ve ark., 2019).

1.5.1.Mangrov Mantarlari

Mangrov, gelgit sonucu olusan haliglerde, tuzlu batakliklarda ve c¢amurlu
kiyilarda sik ormanlar olusturan bazi aga¢c ve cali tiirlerine ve olusturduklar
ormanlara verilen isimdir. Mangrov ile iliskili mantarlardan 6zgilin yapida ve genis
bir biyoaktif yelpazeye sahip alkaloidler, flavonoitler, kinonlar, benzopiranonlar,
fenolik asitler, streoidler, ksantonlar gibi sekonder metabolitler izole edilmistir (Joel
ve Valentin Bhimba, 2013). Bugiine kadar magrovlardan 200'in {izerinde endofitik
mantar izole edilmis ve tanimlanmistir. Bunlar arasinda Alternaria, Aspergillus,

Cladosporium, Colletotrichum, Fusarium, Paecilomyces, Penicillium, Pestalotiopsis,
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Phoma, Phomopsis, Phyllosticta ve Trichoderma cinsleri bulunmaktadir (Z. Xu ve
ark., 2019). Son yillarda mangrov ile iliskili mantarlardan elde edilen yeni metabolit
sayisinda (2014'te 103, 2015'te 133 ve 2016'da 149) siirekli bir artig olmustur. Ancak
2017 yilinda sadece 101 yeni bilesik kesfedilmis (¢ogunlukla endofitik tiirlerden)
yani onemli bir diisiis gdzlenmistir. Yakin zamanda Onerilen konsensiis tanimina
gore, mangrov ile iliskili mantarlarin deniz kaynakli olarak kabul edilebilmesi i¢in
rizosfer, kok ve mangrov sedimentlerinden elde edilmesi gerekmektedir. Mevcut
calismalarin sadece % 30'u bu kategoriye girmektedir (Pang ve ark., 2016). lging bir
sekilde, yaprak ve dallarda bulunan fungal endofitler, dogal ortamlar1 olmamasina

ragmen tuzlu ortamda da gelismektedir (Carroll ve ark., 2019).

1.5.2. Deniz Kaynakh Mantarlardan izole Edilen Bilesikler

Deniz kaynakli mantarlardan izole edilen tiim yeni bilesiklerin yaklagik dortte
ticli canlilarla beraber bulunanlardan, diger bilesiklerin cogu ise sedimentlerde
yasayanlardan elde edilmistir. Sekil 1.4’te belirtildigi iizere mangrov habitatlari
(%25,5), algler (%14,4) ve silingerler (%9,2) mantar ¢esitliliginin yiliksek oldugu
kaynaklardir. Okyanuslarm derinlikleri ise yeni bir kaynaktir. Diisiik sicaklik, yiiksek
hidrostatik basing, 1s18in olmamasi, hidrotermal menfezlerdeki yiliksek metal
konsantrasyonlar1 ve hipoksik kosullardaki zorlu ortam, yapisal olarak benzersiz
metabolitler iiretilmesini saglamaktadir. Kaynaklarin azligi nedeniyle okyanus
derinliklerindeki habitat ile ilgili ¢ok az sayida rapor bulunmaktadir. Fakat
cogunlukla Giiney Cin Denizi ¢cevresindeki mangrov alanlara odaklanan Cinli bilim

insanlarmin sayis1 giin gectik¢e artmaktadir (Jin ve ark., 2016).

Deniz kaynakli mantarlardan 1000°den fazla sekonder metabolit elde edilen
olmasina ragmen, siklosporin A dismda hicbiri heniiz piyasada bulunmamaktadir. Bu
durum kapsamli olmayan tarama yaklasimlar1 ve rehber optimizasyonlardaki

eksiklikle agiklanabilir. Deniz kaynakli mantarlar; poliketidler, alkaloidler, terpenler,
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peptidler ve karisik biyosentezle iiretilen sekonder metabolitlerin en Onemli

iireticilerindendir (Shin, 2020).

Siingerlerle birlikte yasayan mantarlar, deniz kaynaklar1 arasinda yapisal olarak

benzersiz ve biyolojik olarak

aktif bircok ikincil metabolitin en zengin

kaynaklarindandir. Deniz kaynakli mantarlar ile ilgili ¢alismalarin ¢ogu, s1g veya

derin denizlerden ve mangrov alanlarindan toplananlarla yapilmistir (Shin, 2020).

Cizelge 1.11. Deniz kaynakli mantarlardan izole edilen sekonder metabolitler (Jin ve ark.,

2016; Shin, 2020)

Kaynak

Sekonder metabolit

Aktivite

Alternaria sp. SCS1I041014

Altertoxin VII

Sitotoksik

Sporendonema casei

5 yeni antrakinon tiirevi, auksarthroller D-H,

altersolanol B

Auksarthrol D ve F
sitotoksik etkili

Altersolanol B
Antitiiberkiiloz etkili

Penicillium sp.

4-Hidroksisklerodin ve

asetonlanmis triketon

Anti-anjiogenetik

Anti-inflamatuvar

Fusarium solani H915

Hymeglusin

Antifungal

Phomopsis lithocarpus

5 yeni benzofenon tiirevi tenellon H

Sitotoksik

Phialocephala sp. 2 yeni nitrojen igeren sorbisillinoidler, | Scirpyrone K antioksidan
sorbisillasins A ve B, aktivite gostermistir
3,4,6-trisubstitlie a-piron tiirevi,
Scirpyrone K

Simplicillium simplisilliumtidler A, E, G, ve H Sitotoksik

obclavatum EIODSF 020e

Aspergillus wentii SD-310 asperolid E Sitotoksik

Aspergillus sp. 16-02-1 Aspiketolaktonol aspilaktonol A, Sitotoksik

aspironol,epiaspinondiol hidroksietil)-4-metill-
y-butirolakton, dihidroaspiron, aspinotriol A,

aspinotriol B ve chaetokuadrin F
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Cizelge 1.11. Devam

Kaynak Sekonder metabolit Aktivite
Aspergillus dimorphicus SD317 Wentilakton A and B Sitotoksik
Phakellia fusca Siingerinden elde | sitokhalasin K Sitotoksik

edilen Arthrinium

arundinis ZSDS1-F3

Deniz suyu

4.6%

Sekil 1.4. Deniz kaynakli mantarlardan izole edilen bilesiklerin kaynag: (Jin ve ark., 2016)

lakton; 3,90% steroitler: 3,30%

Sekil 1.5. Deniz kaynakli mantarlardan izole yeni edilen bilesik tiirleri (Jin ve ark., 2016)




Sekil 1.5’ten alkaloit ve poliketit yapisindaki maddelerin digerlerinden daha
biiylik paya sahip oldugu anlasilmaktadir.

diger
18.4%

lipid- dusuricu I antifungal
5.3% \ _— 7.9%

| antiviral
7.2%

antioksidan

5.3%

Sekil 1.6. Deniz kaynakli mantarlardan izole yeni edilen bilesiklerin farmakolojik etkileri
(Jin ve ark., 2016)

Sekil 1.6’dan da anlasilacag1 gibi deniz kaynakh mantarlardan elde edilen
bilesiklerin biiyiik bir kismi sitotoksik ve antibakteriyel etkilidir. Bu durum gelecekte

olusabilecek ila¢ direncleri ve kanser tedavisi i¢in umut vaad eden bir tablodur.

1.6. Rhizopus oryzae

Rhizopus oryzae Went & Prins.Geerl., toprakta, giibrede ve ¢iirliyen bitki
ortiisiinde yaygin olarak bulunan, kozmopolit, saprotroflar olan, yakindan iligkili
heterottalik tiirlerin bir kompleksidir (Zheng ve ark., 2007). Rhizopus oryzae uzun
zamandir enzim Uretimi (0rn. glukoamilaz ve lipaz), organik asit sentezi ve
Endonezya, Cin ve Japonya'da ¢esitli fermente gida wuygulamalari igin
kullanilmaktadir (Ghosh ve Ray, 2011; Mertens ve ark., 2006).
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Rhizopus oryzae, Zigomycetes mantar grubunun ekonomik olarak en 6nemli
iiyelerinden biridir ve mantar filogenetik agacmin sirali soylarinda ilk mantar1 temsil

eder ve bu nedenle genom sekansi tiim mantar kralliginin evrimine 151k tutar (Ghosh
ve Ray, 2011).

ALEM: Fungi
SUBE: Zygomycota
SINIF: Zygomycetes
TAKIM: Mucorales
AILE: Mucoraceae
CINS: Rhizopus
TUR: R. oryzae

Rhizopus cinsi ilk olarak 1820 yilinda Rhizopus nigricans'm (Ehrenberg 1820)
tanimlamasiyla ortaya c¢ikmustir ve etanol, L - (+) — laktik asit, fumarik ve az
miktarda L - (+) - malik asit gibi fermantasyon {irlinlerini liretmesi ile bilinmektedir.
Fumarik asit iiretme yetenegi, bu cinsi Aspergillus, Fusarium ve Penicillium
tiirlerinden ayr1 kilan 6zelliktir (Meussen ve ark., 2012). Enzimlerin, daha hafif
kosullarda aktif olmalari, yiiksek secicilik ve Ozgiilliik gostermeleri, daha diisiik
cevresel ve fizyolojik toksisiteleri gibi avantajlar1 nedeniyle endiistriyel olgekte
yapilacak katalizlerde olduk¢a verimli biyokatalizorlerdir. Giinlimiizde hidrolitik
enzimler, endiistriyel enzim pazarindaki tim satislarin %70'inden fazlasini

olusturmaktadir (Lopez-Ferndndez ve ark., 2020).

R. oryzae'nin bitkilere karsit patojenitesi, ¢ok sayida karbonhidrat sindirici
enzimi liretmesi nedeniyledir. Seliilazlar ve hemiseliilazlarm yani sira, bagka bir¢ok
enzimin de R. oryzae tarafindan salgilandigi tespit edilmistir. Thompson ve Eribo
(1984), Rhizopus oryzae'nin kiiltiirel ortaminda degisen seviyelerinde proteaz, iireaz,
riboniikleaz, pektat liyaz ve poligalakturonaz enzimlerini de kesfetmistir. Bununla

birlikte, enzimler disinda, R. oryzae'nin organik asit, alkol ve ester iirettigi de
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bulunmustur. R. oryzae suslarmin benzersiz yetenekleri, bu susun gida ve ilag
endistrilerinde kullanilmas1 i¢in yeni yollar acabilir ve biyo-dizel iretimini

tyilestirebilir (Ghosh ve Ray, 2011).

R. oryzae tarafindan iiretilen enzimler:

o Scliilaz

e Ksilanaz

e Pektinaz

e Amilaz

e Karbonhidrat aktif enzimler
e Tannaz

e Fitaz

e Proteaz

e Lipaz

e Diger enzimler: Steroid 11 a-hidroksilaz, riboniikleaz, tirozinaz, peroksidaz,
iireaz, piruvat dekarboksilaz

Polimerler:
e Kitozan
e Kitin

e Biyopolimer

Organik asitler:

e Fumarik asit
o Laktik asit

Bunlarin yan sira; esterler, etanol, ugucu bilesikler de iiretmektedir (Ghosh ve Ray,
2011).

Bir calismada, Holarrhena pubescens agacindan izole edilen endofitik mantar

Rhizopus oryzae tarafindan ugucu bilesik metil §jenol elde edilmistir (Peeran, 2016)
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Bir baska arastirmada R. oryzae tarafindan iiretilen makrosiklik poliketid
metabolit rizoksinin, piring fidesi iizerindeki toksik etkisi goOsterilmistir. Bu
fitotoksin, giiclii antimitotik aktivitesi nedeniyle, mitozun inhibisyonu ile sonuglanan
piring B-tlibiilinine baglanarak yikici etki gostermektedir (Partida Martinez ve

Hertweck, 2005).

Rhizopus cinsine ait ¢ok sayida bitki patojenik mantar, piring fidesinin
yanmasma neden olmaktadir. Bu bitki hastalig: tipik olarak, fide koklerinin patojen
tarafindan herhangi bir enfeksiyon belirtisi olmadan anormal bir sekilde sismesiyle
baslar. Bu karakteristik semptom aslinda Rhizopus sp. kiiltiirlerinden izole edilen
makrosiklik poliketid metabolit rizoksininden kaynaklanir. Fitotoksin, mitozun ve
hiicre dongiistinlin durmasiyla sonuglanan yikict etkisini piring B-tubulinine
baglanarak gosterir. Rizoksin, ¢esitli insan kanserleri de dahil olmak iizere ¢ogu
okaryotik hiicrelerde giiclii antimitotik aktivitesi nedeniyle, potansiyel bir antitimor
ajan olarak biiyiik ilgi ¢ekmistir. Rizoksinin mantarin kendisi tarafindan degil
endosimbiyozla Burkholderia cinsi bakteriler ile birlikte sentezlendigi goriilmiistiir.
Bu bulgular, mantar-bitki etkilesimini ti¢lii sekilde genisleten ve hasere kontrolii i¢in
yeni bakis acist agan, oldukca karmasik bir simbiyotik patojenik iliskiyi ortaya
koymaktadir (Partida Martinez ve Hertweck, 2005).

Bir bagka calismada, ii¢ farkli R. oryzae izolatmin sekonder metabolitleri dort
bitki patojenine karsi taranmustir. Bu izolatlarda R. oryzae (15), Rhizoctonia solani
patojenine karst maksimum aktivite (% 81.53) goOstermistir. R. oryzae hiicre
kiiltiirtiniin etil asetat ekstresi, R. solani'ye karst onemli bir antifungal aktivite
sergilemistir, bu da metabolitlerin, mitoz yoluyla cogalan mantarlara kars1 etkili

oldugunu gostermektedir (Peeran ve ark., 2018).

Essiz ozellikleri nedeniyle, altin ve giimiis nanopartikiiller (sirasiyla GNP'ler

ve AgNP'ler) biyomedikal, kataliz, goriintiileme ve fotonik, gilines enerjisi ve
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nanoelektronik gibi ¢esitli alanlarda genis uygulamalara sahiptir ve bu nedenle biiyiik
talep gormektedir. Mevcut fizikokimyasal sentez protokollerinin genellikle yiiksek
maliyet, cevreyi kirletme gibi dezavantajlar1 oldugundan klinik uygulamalar
siirlidir. Bu nedenlerden nanopartikiillerin biyosentezi umut verici bir alternatif
olabilir. Birka¢ arastirma raporu, deniz kaynakli mantarlarin bdyle bir amag¢ i¢in
umut verici adaylar oldugunu 6ne siirmektedir. Yapilan bir ¢alismada deniz kaynakl
Rhizopus oryzae'nin susunun, AgNP'leri intraselliiler biyosentezledigi gbzlenmistir.
GNP'leri ise hem ekstraselliller hem de intraselliiler biyosentezledigi bildirilmistir

(Vala ve ark., 2016).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Rhizopus oryzae

Rhizopus oryzae mantar1 Canakkale Komiir Limani’ndan toplanan Dendrectilla
tremitensis siingerinden elde edilmistir. Materyal Biyolog Biilent Gozcelioglu
tarafindan  toplanmis ve deniz suyu igerisinde laboratuvara aktarmm
gergeklestirilmistir. Stingerin dis kismindan alinan kesitin uygun besiyeri ortamina
ekilmesiyle mantar olusumu saglanmig, daha sonra mantarin tiir teshisi
gerceklestirilmistir. izole edilen mantarm kii¢iik dlgekli ekimi yapimistir. Tiim
izlenen prosediir i¢in Prof. Peter Proksch’un Nature Protocols’de yaymlanan

makalesindeki protokol takip edilmistir (Kjer ve ark., 2010).

2.2. Kullamilan Kimyasallar ve Ekipmanlar

2.2.1.Kullanilan Kimyasallar

e Sabouraud %2 Dekstroz Agar
e Deniz tuzu

e Distile Su

e Ultra Saf Su

e Anisaldehit Reaktifi

e Silika jel 60 Kolon dolgu materyali
43



e Sefadeks LH- 20 Kolon dolgu materyali

e Silika jel 60 F254 Ince Tabaka Kromatografisi plagt

e 2 .2-Difenil-1-pikril-hidrazil (DPPH)

e 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilikasit(Trolox)

e 2.2’-Azino-bis(3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonikasit) diamonyum) (ABTYS),
e Askorbik asit

e 3-(4,5-dimetil-2-tiyazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazoliumbromid (MTT)
e Mueller Hinton Besiyeri (MHB, Difco)

e Sabouraud Dekstroz Agar

e Mueller Hinton Agar (MHA,Oxoid)

e Kersetin

e McCoy’s SA medium

e Streptomisin ve glutamin

2.2.2. Coziiciiler

e Hekzan

e FEtil asetat

e Metanol

e Petrol eteri

e Diklorometan

e Aseton
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2.2.3. Kullanilan Cihaz ve Ekipmanlar

Kloroform

Asetonitril

Laminar flow kabin
Rotavapor

Isitic1

Ultrasonik su banyosu
Spektrofotometre

UV lambast

NMR

YPSK (Agilent 1100 Serisi)
Mikroplate okuyucu
Kuyucuklu mikroplaklar

Fungal Cesitlilik Kit
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2.3. Metot

2.3.1. Mantar izolasyonu ve Saflastirma

2.3.1.1. Kullanilan Besiyeri ve Besiyerinin Hazirlamisi

Besiyeri icin Cizelge 2.1°de belirtilen maddeler karistirilmis ve daha sonra
otoklav cihazinda 121°C’de 20 dakika tutularak sterilize edilmistir. Sterilizasyon
isleminden sonra besiyeri sogutulmus, steril laminar kabin icerisinde petri kaplarina
aktarilmistir. Petri kaplarindaki besiyerinin donmasinin ardindan kullanima hazir

hale gelmistir.

Cizelge 2.1. Besiyeri i¢in kullanilan maddeler

Sabouraud Dextrose Agar 65¢g
Deniz Tuzu 35¢g
Distile Su 1000 ml' ye tamamlanr.

2.3.1.2. Mantar izolasyonu

Bu caligmada kullanilan mantar Rhizopus oryzae, denizden toplanan silingerin
dis yiizeyinden yaklasik 1x1 cm kiiciik pargalar kesilerek almmustir. Steril su ile 3
kez yikanarak numuneler yiizeyindeki kirliliklerden arindirilmis ardindan %70’lik
etanol icerisinde 60-120 saniye bekletilerek sterilize edilmistir. Sonrasinda etanol ile
sterilizasyonu durdurmak i¢in kesilmis olan parcalar steril pamuk ile kurutulmustur.
Sterilizasyonu tamamlanmis numune pargalar1 i¢inde besiyeri bulunan petri kaplari

iizerine steril pens ile yerlestirilmistir. Numune pargalarinin i¢ kisimlarinin da
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besiyeri ile direkt etkilesimi saglanmistir. Petri kaplarmin agiz kismu parafilm ile
kaplanip etiketlenmis {lizerine ismi yazilarak 25°C’de mantar iiremesi i¢in 2 hafta

inkiibatorde bekletilmistir. izlenen prosediiriin semas1 Sekil 2.1°de verilmistir.

Mantar izolasyonu 1-2
hafta

rDNA ITS analizi

Sabouraud dextrose agar'da
ekim

l

Ekstraksivon

HPLC Biyoaktivite

N/
i

Sekil 2.1. izlenen prosediiriin semas1
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2.3.1.3. Mantarlarin Saflastirilmasi

Petri lizerine yerlestirilen bir numuneden birden fazla mantar tiir
iireyebilmektedir. Bu nedenle petri iizerine yayilmis olan mantarlar, uglar sterilize
edilmis yuvarlak uclu 6ze ile taze besiyeri ile hazirlanmis petrilere aktarilmis ve

mantarlarin biiyiimesi i¢in yaklagik 7 gilin beklenmistir.

2.3.1.4. Uzun Siireli Saklama

Saf olarak elde edilen mantar daha sonra gerektiginde tekrar aktive edilmek

iizere derin doldurucuda (-80 °C) muhafaza edilmektedir.

2.3.1.5. Mantarin Tiir Teshisi

Mantar kiiltiiriinden Biospeedy® Fungal DNA Izolasyon kiti (Bioeksen,
Tiirkiye) kullanilarak DNA izolasyonu yapilmistir. Elde edilen DNA’larin
spektrofotometrik kalite kontrolleri yapildiktan sonra fungal ¢esitliligi belirlemek
icin PCR tabanli Biospeedy® Fungal Cesitlilik Kiti (Bioeksen, Tiirkiye)
kullanilmistir.  Kit, fungi genomik DNA’sinda ITS1-5.8S-ITS2 bolgesine 6zgili olan
ileri primer (TCCTCCGCTTATTGATATGC) ve geri primer
(GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGQG) ¢iftini ve optimize qPCR (Ger¢ek Zamanlh
PCR) kimyasallarin1 icermektedir. Biitliin reaksiyonlar Biorad CFX Connect (Bio-
Rad Laboratories, Amerika) qPCR cihazi kullanilarak yapilmistir. Cihazda, primer
ciftine 0zgli optimizasyonu saglanmis 1s1 dongiisii programi ve qPCR sirasinda
sadece istenilen lriiniin ¢ogaltildigini belirlemek i¢in 65°C-95°C arasinda erime
egrisi analizi uygulanmistir. Sonuglar q-PCR Biorad CFX Connect Software 3.0°da

analiz edilmistir.
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Elde edilen fungal amplikonlarin sekans dizileri ABI prism Big Dye
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit ile ABI Prism 377 DNA
Sequencer’da (Applied Biosystems, USA) belirlenmistir. Fungal 6rnek i¢in elde
edilen sekans dizileri Chromas software package version 1.45’de analiz edilmistir.
Elde edilen sekanslarm, NCBI DNA data bankasinda ITS bolgesi belirlenmis bilinen
fungal tiirler ile karsilastirilmig (BLAST- (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi ) ve
en ¢ok benzeyen tiirler ile eslestirilmistir. Benzerlik orani >%98 olan tiirlerin ayn

oldugu kabul edilmektedir.

2.3.1.6. Kiiciik Olcekte Mantar Ekimi

Kiigiik Olcekte mantar ekimi icin Cizelge 2.2°de belirtilen maddeler
kullanilarak kati1 bir besiyeri olusturulmustur. Besiyeri 3 adet 1 litrelik erlende
hazirlanmig, hazirlanan besiyerleri agizlar1 kaucuk tipa ile kapatildiktan sonra
otoklovda 121°C’de 20 dakika siireyle sterilize edilmistir. SDA besiyeri ile
hazirlanmig petrilere -80°C’de saklanan mantar Orneginden ekim yapilmis,
biliylimeleri i¢in 1 hafta siireyle beklenmistir. Biiyliyen mantarlar kat1 besiyeri iceren
erlenlere aktarilmis ve mantarlarin yeterli biiyilikliige erisip metabolit iiretimini
gerceklestirebilmeleri i¢in, erlenler 1siktan uzak serin bir ortamda 4 hafta siireyle
bekletilmislerdir. Bu siire sonunda erlenlerin i¢inde bulunan mantarlar etil asetat ile
ekstre edilmistir. Kiiciik 6lcekli ekimden elde edilen bu ekstrelerin ince Tabaka
Kromatografisi ve Yiksek Basmg¢li Sivi  Kromatografisi ile analizleri

gerceklestirilmistir

Cizelge 2.2. Kullamlan kat1 besiyeri

Piring 100 g
Deniz tuzu 35¢g
Distile Su 110 ml
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2.3.1.7. Biiyiik Ol¢ekte Mantar Ekimi

Bunun i¢in ilk olarak SDA besiyeri ile hazirlanmis petrilere derin dondurucuda
muhafaza ettiimiz mantardan ekim yapilmis ve biiylimesi i¢in yaklasik olarak 1
hafta beklenmistir. Bilyiik dlcekte ekim icin, 2 It'lik 60 erlene piringli kat1 besiyeri
hazirlanip aktarilmig ve 121°C ' de 20 dakika sterilize edilmistir. Besiyeri soguduktan
sonra, petrideki mantarlar besiyeriyle birlikte steril bir ¢ubuk yardimiyla kesilip
piring besiyerine aktarilmistir. Agzi kauguk tipayla kapatilip oda sicakliginda ayri bir
odada biliylimeye brrakilmigtir. Biiylimeleri kontrol edilerek 4 hafta sonunda
ekstraksiyon islemine gec¢ilmistir. Sekil 2.2°de biiylimekte olan mantarlarin

goriintiisii verilmistir.

Sekil 2.2. Piringli kat1 besiyerine ekilen ve biiylimesi beklenen mantarlar

2.3.2. Ekstraksiyon

Mantar miselyumlarini igeren kiiltiir ortami kiigiilk parcalara ayrimis ve
mantarlarin iizerini gececek sekilde etil asetat eklenmistir. Optimum ekstraksiyon
icin, miselyumlar etil asetat icerisinde 1 giin bekletilmistir. 24 saat sonunda her bir
erlen 20-30 dakika c¢alkalayic1 cihazda ekstre edilmistir. Daha sonra her bir erlen

icerisindeki etil asetat biiylik bir kaba bosaltilip siiziilmiistiir. Mantarlarin optimal
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ekstraksiyonu i¢in bu iglemi 4 kez tekrarlamak yeterli olmustur. Toplanan etil asetatl

ekstre rotavaporda 38°C'de yogunlastirilmistir.

2.3.3. izolasyon

Elde edilen 78 gram ekstre vakum sivi kromatografi yoOntemiyle
fraksiyonlarina ayrilmis olup daha sonra ince tabaka kromatografisi, kolon
kromatografisi ve YPSK gibi kromatografik yontemlerle izolasyon islemine

gecilmistir.

2.3.3.1. Kromatografik Yontemler

2.3.3.1.1. Vakum Sivi Kromatografisi (VSK)

VSK biiyiik miktardaki ekstrelerin ilk izolasyon adimi olarak kullanilan yararh
bir yontemdir. Apartin alt kimmda 6zel filtresi bulunmaktadir. Kolona silika jel (70-
230 mesh) kuru halde doldurulup baslangic gradient sistemi ile kolona oturtulmustur.
Daha sonra iizerinden biiylik 6l¢ekli ekim sonucu elde edilen ham ekstre 1:1
oraninda silikayla karistirilarak kolonun {ist kismimna tatbik edilmistir. Hekzan-etil
asetat ve diklorometan-metanol ¢oziiciileri sirastyla ve farkli olaranlarda uygulanmis
ve fraksiyonlama isleme gerceklestirilmistir. Sekil 2.4’te ham ekstrenin vakum sivi

VSK uygulamas1 gosterilmistir.
VSK kolonun 6zellikleri: Kolon ¢ap1: 10 cm
Dolgu uzunlugu:30 cm
Dolgu maddesi: Silika jel 60

78 gram ekstre vakum sivi kromatografi yontemiyle 13 fraksiyona ayrilmistir.
Bu fraksiyonlar rotavapor ve ¢eker ocak altinda kurutulmustur. Cizelge 2.3’te her bir

fraksiyonun miktar1 ve elde edilidigi ¢oziicii karigimi verilmistir.
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R. oryzae Etil asetat ekstresi

VLC
",

[ \
i][eg][2][ 1[g][e]ls][s][e]|e
AIEMIERIE gi181/8||81/8]]8

Sekil 2.3. VSK’den elde edilen fraksiyonlar

Cizelge 2.3. Elde edilen VSK fraksiyonlart ve miktarlari

Fraksiyon Hekzan mL Etil asetat mL Fraksiyon miktan g

1 100 0 7,215

2 80 20 0,7333

3 60 40 2,5607

4 40 60 3,1544

5 20 80 9,378
Diklorometan mL Metanol mL

6 100 0 3,9096

7 90 10 0,2861

8 70 30 0,0102

9 50 50 12,3647

10 40 60 18,0345

11 20 80 3,2368

12 10 90 1,7127

13 0 100 2,4222
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Sekil 2.4. Ham ekstrenin vakum s1iv1 kromatografisi (VSK) uygulamasi

2.3.3.1.2. ince Tabaka Kromatografisi (ITK)

ITK analizi i¢in, analizi yapilacak ekstreden ¢ok az miktarda almarak uygun bir
¢Oziicli ile wultrasonik banyo yardimiyla c¢oziilmiistiir. Ekstrelerin ¢oziilmesi
saglandiktan sonra ITK plaklarna kilcal boru yardimiyla uygulama yapilmistir.
Plaklar, uygun solvan sistemiyle doyurulmus olan tankin igerisine yerlestirilmis ve
solvan sistemi plak iizerinde yiiriitiilmiistiir. Solvan sistemi plagin u¢ kismindan
birka¢ cm asagiya geldiginde plak tanktan ¢ikarilmis, 254 ve 366 nm UV 151k altinda

incelenmistir.
Kullanilan plak: Hazir kaplanmis aliiminyum plak (Merck 5715)
Adsorban: Silica gel 60 F2s4 (Merck)

Lekelerin gozlenmesi: UVass, 366; anisaldehit reaktif c¢ozeltisi (100-11001'de 1-2
dakika 1sitilmistir.)

Kullanilan solvan sistemleri: Genel olarak kullanilanlar agagida verilmistir;

e Polar bilesikler i¢in: EtOAc:MeOH:H>O (30:5:4, 30:6:5 ve 30:7:6)
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e Semi-polar bilesikler icin: DCM:MeOH (95:5, 90:10, 85:15, 80:20 ve 70:30)
DCM:MeOH:EtOAc (90:10:5, and 80:20:10)

e Non-polar bilesikler i¢in: n-Hekzan:EtOAc (95:5, 90:10, 85:15, 80:20 ve
70:30)

e n-Hekzan:MeOH (95:5 ve 90:10)

Sefadeks kolona uygulanmis her fraksiyonun ITK solvan sistemi bulgular

kisminda belirtilmistir.

2.3.3.1.3. Kolon Kromatografisi

Elde edilen fraksiyonlar YPSK analiz sonuglarina gore incelenmis ve kolon
kromatografisine uygulanacak olanlar secilmistir. Fraksiyon se¢imleri miktara ve
YPSK profiline gore yapilmistir. Bir miktar sefadeks alinip bir beher icerisinde
metanol ile karistirilmistir. Ardindan kolona yerlestirilmis ve tizerinden metanol akisi
saglanarak sefadeksin hazirlanma islemi tamamlanmstir. Bu ekstreler sefadeks dolgu
maddesi ile doldurulmus olan kolona uygulanmistir. Solvan sistemi olarak metanol
kullanilmigtir. Buradaki temel prensip, molekiil biiylikliigiine gére ayrimdir. Buna
gore molekiil biiyiikligi biiyiik olanlar ilk 6nce daha kiiclik molekiil biiytikliigiine
sahip olanlar daha sonra ¢ikacaktir. Sekil 2.5’te diklorometan:metanol 50:50

fraksiyonunun kolon kromatografisi uygulamasi gosterilmistir.

e Dolgu malzemesi:  Sefadeks LH- 20 (Sigma Aldrich)

54



Sekil 2.5. Diklorometan: metanol 50:50 fraksiyonunun kolon kromatografisi uygulamasi

2.3.3.1.4. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (YPSK)

YPSK, bilesikleri karmasik karisgimlardan aymrmak i¢in kullanilan giivenilir,
¢ok yonlii ve hizli bir tekniktir. Calismamizda gradient yontem, analitik ve
semipreperatif C-18 kolonlar1 (sabit faz) kullanilmistir. Tiim fraksiyonlara uygulanan
genel gradient c¢Oziicii sistemi Cizelge 2.4’te verilmistir (Her metabolit

izolasyonunda bu sistem modifiye edilmis ve ilgili boliimde belirtilmistir.)
Analiz sartlarz,

YPSK sistemi: Agilent 1200 Series

Pompa: Agilent quadpump

Dedektor: UVD 340 S — Photo DiodeArrayDedector, Dione

Programin adi: Chem Station

Analitik kolon: Eclipse XDB-C18 (150 x4,6 mm, 5 um partikiil biiytikliigii)

Semipreparatif kolon: Eclipse XDB-C18 (250 x 9,4 mm, 5 um partikiil biytikliigii)
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Mobil faz: Metanol-su

Enjektor: Otosampler

Enjeksiyon hacmi: 20 pl

Akis hizi: Analitik kolon i¢in: 1 ml/dak

Semipreparatif kolon i¢in her maddenin ilgili bulgular kisminda ayr1 ayri

verilmigtir.

Analitik YPSK sistemi diyot array dedektorii (UV-Vis) ile kombine bir
sistemdir. Rutin deteksiyon 235, 254, 280, 320 nm dalga boylarinda yapilmis
olup, ornekler metanolde (likit kromatografiye uygun) ¢oziilmiistiir. YPSK
kolonuna partikiillerin zarar vermemesi i¢in karisim Once siiziiliip sonra YPSK
analizi yapilmistir. Coziicli olarak fosforik asit (9%0,02) igeren su ve metanol

gradient olarak kullanilmstir.

VSK sonucunda elde edilen fraksiyonlar YPSK ile analiz edilmis ve izolasyon
icin uygun olanlar belirlenmistir. Sekonder metabolit izolasyonu i¢in semi-preperatif
kolon kullanilmistir. Izolasyon isleminde kullanilacak ¢oziicii sistemleri denemeler
sonucu bulunmustur ve gradient ¢oziicii sistemi kullanilmugtir. Organik ¢oziicii

olarak metanol, asetonitril ve ultra saf su kullanilmistir.

Cizelge 2.4. Analitik YPSK’de fraksiyonlar1 ve saf olarak izole edilen maddeleri analiz
etmek i¢in kullamlan genel ¢oziicii sistemi ve gradient sistem (Akis hizi: 1 ml/min)

Zaman (Dakika) Su+ 0.02% Fosforikasit, pH 2 Metanol (%)
0 90 10
5 90 10
35 10 90
45 10 90
50 90 10
60 90 10
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2.3.3.2. Niikleer Magnetik Rezonans (NMR) Spektrometrisi

Orneklerin tek boyutlu (1H- and 13C-NMR), iki boyutlu (H, HCOSY,H, C-
baglantili HMBC ve HMQC gibi) spektroskopik analizleri yapilmis ve elde
edilen sonuglar, literatiir verileri ile karsilastirilarak izole edilen maddenin

yapisinin aydinlatilmasi saglanmistir.

2.3.4. Biyoaktivite Calismalari

Biyoaktive ¢aligmalar1 igin kiiciik dlgekli ekim sonucu elde edilen ekstreden

antioksidan, antimikrobiyal ve sitotoksik aktivite testleri yapilmistir.

2.3.4.1. Antioksidan aktivite

2.3.4.1.1. DPPH radikal siipiiriicii aktivite tayini

DPPH {izerinden radikal siiptiriicii aktivite tayini, dogal ekstrelerin antioksidan
kapasitesini 6lgmede c¢ok sik kullanilan bir metotdur. DPPH (2,2-difenil-1-

pikrilhidrazil) ticari olarak elde edilebilen stabil organik nitrojen radikalidir.

Serbest radikal siipiiriicti aktivite tayini 2,2-difenil-1-pikrihidrazil (DPPH)
kullanilanarak yapilmistir. Farkli konsantrasyonlarda (40000, 20000, 10000, 5000,
2500, 1250, 625, 312,5; 156,25; 78,125 ug/ml hazirlanan ornekler) (50 pl)
mikroplate kuyucuklarma konulmus ve her 6rnegin iizerine 150 ul DPPH ¢ozeltisi
ilave edilmistir. 30 dakika 37°C ve karanlikta inkiibe edildikten sonra Dimetil
stilfoksit (DMSO) ile olusan kore kars1 517 nm’de absorbanslari 6l¢iilmiistiir. DM SO
iyi bir ¢oziicii oldugu icin ornekleri ¢ozmede kullanilmustir. Ornekler DMSO’da
¢Oziildiigli i¢cin kor c¢ozelti olarak DMSO kullanilmistir. Ekstrelerde kullanildig:
orandaki DMSO iizerine de DPPH eklenmis ve absorbansi Ol¢iilmiistiir. Azalan

absorbans geriye kalan DPPH c¢ozeltisi miktarini yani serbest radikal siipiiriicli
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aktivitesini vermistir. Tiim deneyler iic kez tekrarlanmistir (Shirwaikar ve ark.,
2006). Sonuclar standart olarak kullanilan askorbik asit ve kersetin ile

karsilastirilmastir.
% Inhibisyon = [(Absorbans kontrol- Absorbans 6rnek)/ Absorbans kontrol]x 100

Degerler IC50 olarak degerlendirilmistir.

2.3.4.1.2. Alkalin DMSO yontemiyle Siiperoksit radikal siipiiriicii aktivitesinin
tayini (SO)

Alkalin DMSO yontemi deney ortaminda, DMSO (Dimetil siilfoksit)
tarafindan olusturulan siiperoksit radikali, NBT (Nitroblue tetrazolium) ile renkli
diformazan bilesigi olusturmasina dayanmaktadir. Bu yontem de 1 mL alkalin
DMSO (0,9 ml DMSO + 0,1 ml 5 mM NaOH) iizerine 0,1 mL NBT (1mg/ml) ve 0,3
mL farkh konsantrasyonlarda (40000, 20000, 10000, 5000, 2500, 1250, 625, 312,5;
156,25; 78,125 pg/ml) ekstre ilave edilip ve son hacimin 1,4 mL olmasma dikkat
edilerek 560 nm’de absorbans Ol¢iilmiistiir (Harput ve ark., 2011). Sonuglar standart

olarak kullanilan askorbik asit ve kersetin ile karsilastirilmistir.

% Inhibisyon = [(Absorbans kontrol- Absorbans 6rnek)/ Absorbans kontrol]x100

Degerler ICso olarak degerlendirilmistir.

2.3.4.1.3. Nitrik oksit radikal siipiiriicii aktivitesinin tayini (NO)

Ekstreden farkli konsantrasyonda (40000, 20000, 10000, 5000, 2500, 1250,
625,312,5, 156,25, 78,125 ng/mL) 60 ul 96'lik plaklara konulmustur. Ekstrelerin
tizerine 60 pl sodyum nitroprusit (10 mM) ilave edilip ve 25 °C de 150 dakika

58



bekletilmigtir. Daha sonra iizerine 120 pl Griess reaktifi (%] siilfanilamit, %0,1
naptiletilen diamin dihidroklorit, %2,5 H3PO4) eklenmis ve 577 nm’de absorbanslari
Olciilmiistiir (Harput ve ark., 2011). Sonuglar IC50 seklinde hesaplanmis ve standart

olarak kullanilan askorbik asit ve kersetin ile karsilagtirilmistir.

2.3.4.1.4. ABTS Radikali siipiiriicii aktivitesinin tayini

ABTS radikali, 7mM ABTS ¢ozeltisi ve 2,45 mM potasyum persiilfat ¢ozeltisi
arasindaki reaksiyonla olusturulmustur. 12-16 saat oda sicakhiginda karanlikta
bekletilmistir. Kullanmadan oOnce metanol ile (pH=7,4), absorbans 734 nm’de
0,7£0,025 olacak sekilde seyreltildi. 25 pL farkl konsantrasyonlarda (40000, 20000,
10000, 5000, 2500, 1250, 625; 312,5; 156,25; 78,125 pg/ml) orneklerden
kuyucuklarda (96’lik-eliza plate) hazirlanmis ve her Ornegin ilizerine ABTS*+
¢ozeltisinden (275 pL) ilave edilmistir. Orneklerin absorbanslar1 734 nm’de 1-6
dakika siiresinde okunmustur. Elde edilen sonuglar hem IC50 olarak hem de Troloks
esdegerine karst elde edilmistir. Troloks egrisini elde etmek igin 8 farkl
konsantrasyon (2,45; 1,22; 0,612; 0,306; 0,153; 0,076; 0,03; 0,01 mM) Troloks
cozeltisi hazirlanmig ve 25 pl her konsantrasyon iizerine 275 pL ABTS ¢ozeltisi
eklenmis, absorbans 734 nm’de okunmustur. TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity) yontemi olarak adlandiridlan bu yontemde standart olarak Trolox
kullanilmistir. Deneyler ii¢ tekrarda yapilmistir (Huang ve ark., 2011). Sonuglar

standart olarak kullanilan askorbik asit ve kersetin ile karsilastirilmastir.

2.3.4.2. Antimikrobiyal Aktivite

Antibakteriyel =~ ve  antifungal aktivite arastwrmalari,  bakterilerden
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus ATCC 43300
Staphylococcus epidermidis ATCC 35984 Bacillus subtilis ATCC 6633, Escherichia
coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa, ATCC 27853 Klebsiella pneumoniae
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RSKK 574, maya olarak Candida albicans 10231 Candida parapsilosis ATCC
22019 standart kokenlerinde elde edilen ekstrelerin  minimum inhibitor
konsantrasyonlart (MIK) tespit edilerek yapilmistir. Ekstreler dimetil siilfoksit
(DMSO) igerisinde uygun konsantrasyonda ¢oziildii ve DMSO uyumlu membran
filtrelerden siiziilerek steril hale getirilmistir. MiK tayini, EUSCAST standartlarma
gore, 96-kuyucuklu U-tabanli mikroplakalarda, mikrodiliisyon yontemiyle
gergeklestirilmistir. Buna gore deneylerde bakteriler igin Mueller-Hinton Broth
(MHB), mantarlar icinse Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 besiyeri
kullanilmigtir. Mikroplakalarda, uygun besiyeriyle, 50’ser L hacimlerde ekstrelerin
seri diliisyonlart yapilmistir. Sonrasinda, serum fizyolojik (SF) icerinde 0,5
McFarland yogunlukta elde edilen bakteri siispansiyonlart MHB igerisinde 100 kat,
mantar siispansiyonlar1 ise RPMI 1640 igerisinde 10 kat diliie edilerek inokulumlar
hazirlandi. Hazirlanan inokulumlar, seri diliisyonlarn yapildigi mikroplaka
kuyucuklarma esit hacimde (50’ser pL) eklendi. 37 °C’de, 24 saatlik inkiibasyonun
ardindan mikroplakalar gorsel olarak degerlendirilerek, her bir ekstre i¢in liremenin
olmadig en diisiik konsantrasyon MIK degeri olarak degerlendirilmistir (ISO 20776-
1:2006 ve EUCAST E.DEF 7.32015).

2.3.4.3. Sitotoksite aktivitesi (MTT testi)

Mantar ckstrelerinin  sitotoksik etkinliklerinin  6lgiilmesinde Mossman
tarafindan gelistirmis olan O6l¢iim metodu kullanmilmistir. HCT-116 kolon kanseri
hiicreleri (2x10 4 hiicre / kuyucuk) 96’k ve 39’luk plaklara ekilmistir. %5 CO»
iceren 37 °C sicakliga sahip inkiibatorde 24 saat inkiibe edildikten sonra,
kuyucuklardaki besiyeri degisik konsantrasyonlardaki (1-2000 pg/mL) ekstre
cOzeltilerini iceren taze besiyeri ile degistirilmistir. Hiicreler, ekstreler ile 24 saat
inkiibe edildikten sonra, her bir kuyucuktaki besiyeri aspire edilmistir. Stok MTT
solisyonu 5 mg/mL konsantrasyonda fosfat tampon c¢ozeltisinde (PBS)
hazirlanmistir  ve kuyucuklara eklenerek 4 saat inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon sonrasmda canli hiicrelerdeki dehidrogenaz enzimi MTT’yi mor renkli
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formazan yapismna indirgemistir. Siire sonunda kuyucuklara, olusan formazan
kristallerinin ¢6ziinmesini saglamak amactyla 100’er uL DMSO ilave edilmis ve 550
nm’de absorbanslar okunmustur. Sonuglar IC50 seklinde degerlendirilmistir

(Mosmann, 1983).
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3. BULGULAR

3.1. Mantarin ham ekstresinin YPSK Analiz Sonucu
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Sekil 3.1. Rhizopus oryzae ham ekstresinin analitik YPSK kromatogram

Sekil 3.1°de ham ekstresnin genel gradient sistemi kullanilarak gerceklestirilen

YPSK analiz sonucu verilmistir.

3.2. Biyoaktivite Sonu¢lari

Cizelge 3.1, Cizelge 3.2 ve Cizelge 3.3’te Rhizopus oryzae ham ekstresinin

biyoaktivite sonuc¢lar1 sunulmustur.

62



Cizelge 3.1. Rhizopus oryzae ekstresinin askorbik asit ve kersetin ile karsilastirmali
antioksidan aktivite sonuglari

KOD ICso (ug/mL) £SD
DPPH SO NO ABTS TEAC
(mMTrolox/mg
Extract)

KL24 d 7413,1+ 7585.77 7861,05+ |5984,11+ [0.0118 £1.87
Rhizopus | 1,64 0,72 0,99 1.87
oryzae
Askorbik |5,72+0,89 | 8,52+0,78 |10,12+0,19 | 8,21+ 0,91 |-
asit

Kersetin | 7,04 £0,94 | 10,11 £0,28 | 13,18+0,15 | 11,1+0,23

Yapilan antioksidan aktivite testlerinde DPPH, SO, NO ve ABTS metotlar1
kullanilmig olup higbir metotta antioksidan aktivite gozlenmemistir. Tim
hesaplamalar ED50plus v1.0 software kullanilarak yapilmistir. Dogal kaynakli
bir {irtiniin ekstresi ile ¢alistigimizdan yine dogal antioksidanlarla karsilastirma

yapilmustir.

Cizelge 3.2. Rhizopus oryzae ekstresinin kamptotesin ile karsilastirmali sitotoksik
aktivite sonucu (HCT116 hiicre serisi)

Mantar (EtOAC ekstresi) IC50 (ng/ml) £SD

Rhizopus oryzae 16,7+ 1,5
KL24 d
Kamptotesin 0,305+ 0,078

Kamptotesin ile karsilastrmali olarak yapilan HCT-116 hiicre hattinda
sitotoksik aktivite tayini sonucunda 16,7 pg/ml IC50 degeriyle orta diizeyde
sitotoksik aktivite tespit edilmistir. Kamptotesin se¢ilmesinin nedeni kolon kanseri
tedavisinde standart olarak kullanilmasidir. IC50 degerlerinin hesaplanmasi i¢in

GraphPad Prism 7.0 software programi kullanilarak hesaplanmustir.
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Cizelge 3.3. Rhizopus oryzae ekstresinin siprofloksasin ve mikonazol ile karsilastirmali
antimikrobiyal aktivite sonuglar

MIK sonuclan (8 seri diliisyon ile) pg/uL

=
=
=]
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]
>
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= 2
[= =
g E 2
] ] < vV
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= g g 3 B | =
3 3 3, N S “ =
S S o - S s d =
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S| 88| 8¢ | B S| 2o | 2 2 S o
S S R S ®© < on s Q S v Sy < 5=
S S o S S on = O\ S 0 <+ N Q.‘O
L n Q STl “ O =< 0 o~ S o~ N
S K] Zf) Sen 2| 2 Sal 3w | 3 K
20 | 2 20| SO @) ORI -] £
o | s°| 28| 58| 28| 38| &Y | 35| €8
S E % | SE S E S E SE | 29 SRS S E
A < A A < Q< N < A < (-7 O = O <
KL24d
Rhizopus oryza 31,25 | 125 | 500 | 500 | 500 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000
Siprofloksasin 1,25 | 0,625 | 0,078 | 0,078 | 0,009 | 0,625 | 0,039 | *
Mikonazol % * * * * * * 1,56 0,78

Yapilan antimikrobiyal aktivite testinin sonucuna gore Rhizopus oryzae
ekstresinin Staphylococcus aureus’a (ATCC 25923) kars1 31,25 pg/ul degeriyle
kayda deger antimikrobiyal aktivite gosterdigi bulunmustur. Sonuglarin
karsilastirmasinda kullanilan siprofloksasin tiim bakterilere etki ettiginden ve klinikte
kullanilan standartlardan arasinda oldugu i¢in tercih edilmistir. Ayni sekilde

mikonazol de antifungal olarak klinikte sikc¢a kullanilan bir imidazol tiirevidir.
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3.3. Rhizopus oryzae mantarindan elde edilen sekonder metabolitler

3.3.1. Penicacid K (Penik asit K-DL4)

VSK sonrasi elde edilen fraksiyonlar YPSK ile analiz edilmistir. YPSK’dan
elde edilen kimyasal profiline ve miktarma gore ilk olarak Diklorometan:Metanol
50:50 fraksiyonu ile calisilmaya karar verilmis ve bu fraksiyon sefadeks kolona
uygulanmistir. Kolon kromatografisi (sabit faz: sefadeks, hareketli faz: metanol)
sonucu elde edilen fraksiyonlarm ITK analizleri yapilarak [¢dziicii sistemi
kloroform:metanol (9:2)] bazi fraksiyonlar birlestiriligmis ve 13 alt fraksiyon elde
edilmistir. Sekonder metabolit izolasyonu i¢in sadece Fr4 se¢ilmistir. Bu fraksiyonun
YPSK’deki pik ayrimi, pik sayisi ve miktar1 goz oniine alinarak calisilmaya karar
verilmistir. Diger fraksiyonlarin miktarlar1 az oldugu i¢in c¢alisilmamustir. Sekil
3.2’de Fraksiyon 4’lin analitik kolon ve genel gradient sistemiyle gerceklestirilen

YPSK analiz sonucu verilmistir.

DAD1 A, Sig=210 4 Ref=off (DILARAMANTAR 2018-05-11 11-00-534 DM 50,50.D)
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Sekil 3.2. Diklorometan:Metanol 50:50 Fraksiyon 4’{in YPSK kromatogrami
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DADT A, 5ig=210,4 Ref=off (DILARAWANT AR 2018-05-18 14-58-08@ D M 50,50.D)
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Sekil 3.3. Semipreparatif YPSK’de Diklorometan:Metanol 50:50 Fraksiyon 4’iin kimyasal
profili

Cizelge 3.4. Semipreparatif kolonla gergeklestirilen YPSK’de kullanilan gradient sistem

Zaman e Metanol Alas | Enj ek5i¥°“
(dk) Saf Su (%) Hiza hacmi
(%) (ml/dk)
0 90 10 4.000
3 70 30 4.000
8 50 | 50 4.000 40wl
12 90 10 4.000

Semipreperatif kolon ve Cizelge 3.4’te belirtilen gradient sistem kullanilarak
gergeklestirilen YPSK analiz sonucu Sekil 3.3’te verilmistir. Frd'te bes farkli pik
g6zlendi ve bunlardan 1 tanesi saf olarak toplandi. Dakika 9.483’de g6zlenen pik
DL4 olarak isimlendirildi ve yap1 tayini icin NMR yapildi.

Saf olarak izole edilen DL4’{in analitik kolon ve genel gradient sistemiyle
gergeklestirilen YPSK analiz kromatogrami ve UV spekturumu sirastyla Sekil 3.4 ve
Sekil 3.5’te sunulmaktadir.

66



DAD1 A, Sig=2544 Refeoff DLARA YAP. TAYETT TESTDLARA 2020:07-11 1101290014 D)
AU =

mif

Sekil 3.4. Saf olarak izole edilen DL4’{in YPSK kromatogram

*DAD1, 19.048 (474 mAU, - ) Ref=0.000 & 19.594 of DL4.D
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Sekil 3.5. DLA4’{in UV spektrumu
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oL4

Sample Name:
DL

Data Collected on:
Agtlent-NMR-vAmIs600

Archive directory:
[home /data

Sample directory:
DL4_20200605_01

FidFile: CARBON_O1

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: cdiod
Data collected on: Jun 6 2020

Temp. 22.0 C / 295.1 K
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Req. time 0.865 sec
Width 37878.8 Hz
75000 repetitions
OBSERVE C13, 150.7851045 MHz
DECOUPLE H1, 599.6658506 MHz
Power 43 dB
continuously on
WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING
Line broadening 0.5 Hz
FT size 65536
Total time 38 hr, 51 min
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Sekil 3.6. DL4 *C-NMR spektrumu
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Sekil 3.7. DL4’{in 'H-NMR spektrumu
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fl (ppm)
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Sekil 3.8. DL4’{in '"H-'H COSY spektrumu

Sekil 3.6, 3.7 ve 3.8’de NMR spektrumlari verilen DL4’iin NMR datalari
Cizelge 3.5’te sunulmaktadir.

Cizelge 3.5. DL4{in 'H ve '°C NMR datalar

Penicacid K in MeOH-d,, 600 MHz

# S (multi, JTHz]) Sc, type
1 172.2,C
3 5.27, br s (2H) 70.2, CH,
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Cizelge 3.5. Devam

# Ou (multi, J[Hz]) d¢, type
3a 148.8, C
4 122.8, C
5 164.6, C
6 130.9,C
7 153.9,C
7a 113.2,C
8 3.79,s (3H) 61.5, CH;
9 2.21,s (3H) 11.6, CH;
3.45,dd (9.2,9.2)
I 25.0, CH,
3.69, m
5 124.3,
2 5.22,t(7.1) CH
3 136.6, C
4 2.00,t(7.4,2H) 40.6, CH,
5’ 2.08,t (7.4, 2H) 35.9, CH,
) 125.5,
6 5.09, dd (8.8, 7.4) CH
7 134.8, C
8’ 2.18, m (2H) 34.0, CH,
9’ 2.16, m (2H) 35.6, CH,
10° 179.0, C
11’ 1.56, br s (3H) 16.1, CH;
12° 1.79, br s (3H) 16.5, CH;
13’ 3.57,s (3H) 52.2, CH;
» 106.7,
1 5.28,d(7.7) CH
27 3.53, m 75.9, CH
3” 3.22,ddd (9.8, 5.4,2.2) 78.5, CH
4” 3.37,t(9.0) 71.4,CH
5” 3.45,1(9.0) 78.4, CH
3.64, m
6” 62.7, CH,
378, m
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DL4 beyaz renkte amorf bir kati seklinde izole edilmistir. DL’4 e ait YPSK
kromatogrami1 221, 253 ve 299 nm degerlerinde maksimum UV absorbsiyon
gostermistir. Yiiksek ¢oziiniirliiklii kiitle spektrometresi sonuglari incelendiginde m/z
587.31798’de [M+Na]* (C29H400O11Na i¢in hesaplanan, 587.31648) ve m/z
563.35525’de [M-H] (C29H39011 icin hesaplanan, 563.35386) degerlerinde iki tane
psodomolekiiler iyon piki gézlenmistir. Bu verilerden hareketle molekiil formiili
C29H40011 olarak tayin edilmis ve doymamiglk derecesi 10 olarak tespit edilmistir.
'H ve BC nmr spektrumlar1 D2’ye ait verilerle olduk¢a benzerlik gostermektedir.
DL4, D2’den 14 atomik kiitle birimi daha fazla kiitleye sahiptir. Bu durum DL4
Bilesigin 6c 52.2 ppm'deki karbon rezonansiyla dogrudan korele olan 3.57
konumundaki fazladan bir metoksi grubuyla aciklanmaktadir. ilave metoksi
grubunun konumu, ¢ 179.0 ppm’deki (C-10’) ug¢ karboksil grubuyla uzun mesafe
korelasyon bulundugunu gosteren HMBC spektrumu aracilifyla tespit edilmistir.
Yine bu spektrumda bu karboksil grubunun én 2.18 ppm’deki ve du 2.16 ppm’deki
iki metilen grubu ile de korele oldugu gozlenmistir (sirastyla C-8° ve C-9’). Bu
bulgular, ilave metoksi grubunun D2 bilesigindeki terminal karboksilik asit grubunun
metil esteri oldugunu reddedilemez sekilde dogrulamaktadir. Bu sebeple DL4
bilesigi 3-metoksimikofenolik asit 7-O glukopiranozid metil ester tlirevi olarak
adlandirilmus, trivial adiyla penicacid K olarak belirlenmistir. Sekil 3.9’da bilesigin

kimyasal formiilii verilmistir.
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Sekil 3.9. DL4’{in kimyasal formiilii

Penicacid K

metil (4E, 8E) -10- (6-metoksi-7-metil-3-okso-4 - (((3R, 48, 58, 6R) -3.,4,5-
trihidroksi-6- (hidroksimetil) tetrahidro -2H-piran-2-il) oksi) -1,3-
dihidroizobenzofuran-5-il) -4,8-dimetildeka-4,8-dienoat

Kimyasal formiil: C29H40O11
Gergek agirlik: 564.25706
Molekiil agirligi: 564.62800

Semi preparatif kolondan toplanan DL4 pikinin yapisi NMR sonuglar
yorumlanarak 3-metoksi mikofenolik asit-7-O-glukopiranosid metil ester tiirevi
(penicacid K) olarak tanimlanmistir. Sonucun dogrulugunu teyit etmek i¢in DL4,

LCMS-TOF ile analiz edildi. Sonuglar Sekil 3.10°da sunulmaktadir.

«10% |+ESI Scan [0.161-40.954 min, 50 scang) Frag=120.00 D24.4

154 32529757

2.5
441.37653 57331740

1.54

288.356718 515.27368

1
0.5 393.37113
o e _....J.l.u..L.;.UJJ.l.humJ.uMLLiullLLJL .A..\med.Lu..ﬂl.L.L .L.LL.L..L...J.LuLL..L_ u{ dih.

e T B R B e e e e e e e I‘ - r T T T
160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 350 380 400 420 440 460 450 500 520 540 560 5B0 600 520 G40 BEO RO 700 720 740
Countz [%] v, Mazzto-Charge [m/z)

=
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w102 [-ESI Scan [0.135-0.960 min, 52 scang] Frag=120.0v D24.d
2 32527333 987 27931
1.8
1.6
1.4
124 37.00636
1. 549 30344
03 22309924
067 F23.32900
041 12091955 19311631 l
0.2 J
TR ...LL. Ll m ..ilm; L e i
75100 125 150 175 200 225 260 275 300 325 350 375 400 425 450 476 500 525 650 675 BO0 625 BRO 675 700 725 780
Countz (%] vs. Masz-to-Charge [m/z)

Sekil 3.10. DL4’{in LCMS-TOF analiz sonuglari

3.3.2. Penicacid J (Penik asit J-D1)

Analitik kolonla genel gradient sistemi kullanilarak yapilan Sekil 3.11°de
verilen YPSK analizi sonucu gozlenen kimyasal profiline ve miktarma gore ikinci
olarak diklorometan fraksiyonu secilmis ve sefadeks kolona uygulanmistir. Kolon
kromatografisi (sabit faz: sefadeks, hareketli faz: metanol) sonucu elde edilen
fraksiyonlarm ITK analizleri yapilarak [¢bziicii sistemi diklorometan:
metanol:etilasetat (8:2:1)] baz1 fraksiyonlar birlestirilmis ve 11 alt fraksiyon elde
edilmistir. Sekonder metabolit izolasyonu i¢in sadece Frl yeterli miktarda
oldugundan bu fraksiyonla ¢alisilmaya karar verilmistir. Diger fraksiyonlarin
miktarlar1 az oldugu icin ¢alisilmamistir. DCM Fr1’in analitik YPSK analizi sonucu

7 pik gozlenmistir. Bunlardan 3 tanesi saf olarak izole edilmistir.
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DADT B, Sig=254,4 ReT=of (DILARAWANTAR 2075-0708 10-24-55DCM FRT DILARA D)
mAU 5

500

400

3004

2004

100

S =
[ AL

Sekil 3.11. DCM Fr1’in YPSK kromatogrami

Dakika 27.486’da gozlenen pik, saf bir sekilde izole edildi ve DI olarak
isimlendirildi. Toplanan D1 miktar1 5,5 mg’dur.

DAD1C, Sig=250 4 Ref=off (DLARA'DLLARA 2019-01-19 15-34-31\DCM FR1 DILARAD)
mAU

10007

$.799

16.722
17.642

800

600

400

200

10.740

Sekil 3.12. DCM Frl’in Semipreparatif kolonla gergeklestirilen YPSK analizi
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Cizelge 3.6. Semipreparatif kolonla ger¢eklestirilen YPSK’de kullamlan gradient sistem

%;gan Salil;ll‘la As(eoj‘(,))nitril HAl;ls Enjeksi).ron
(%) (ml/dk) | hacmi

0 90 10 2.000

5 90 10 2.000

10 70 30 2.000

15 60 40 2.000 45 pl

20 40 60 2.000

30 30 70 2.000

Semipreparatif kolon ve Cizelge 3.6’da verilen gradient sistem kullanilarak

gerceklestirilen YPSK analizi Sekil 3.12°de sunulmustur.

DAD1 C, Sig=254,4 Ref=0f (DILARAYAP. TAY ETT TEST\DILARA2020-06-27 09-46-55\D1 D)
mAU

3.931

IEZQ 880
8
J28.345

=
o=

T T T T T
10 20 30 40 50

Sekil 3.13. Saf olarak izole edilen D1’in YPSK kromatogrami
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*DAD1, 23.931 (542 mAU, - ) Ref=23.314 & 25.046 of D1.D

T T T T T T T T T
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Sekil 3.14. D1’in UV spektrumu

Saf olarak izole edilen D1’in analitik kolon ve genel gradient sistemiyle
gergeklestirilen YPSK sonucu ve UV spekturumu sirasiyla Sekil 3.13 ve 3.14’te
sunulmustur. Yapi1 tayini i¢in tek ve iki boyutlu NMR yapilmis ve sonuglart Sekil
3.15,3.16, 3.17, 3.18 ve 3.19°da ve NMR datalar1 Cizelge 3.7’ de sunulmustur.
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Ralex, dalay 3.000 seoc
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Acg. tima 1.400 mes
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Sink brosdecing 0.3 Hz
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Sekil 3.15. D1’in "H-NMR spektrumu

H 4 3 F| i pom
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Cats Collocted ont
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Archive dirsctazy:
Fhomafdata
Sumple dizestory:
BL_FNL30621 01
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Fulsn Sepuonce: CARBCH [alpull
Selvent: cdiod
Dats collecked ca: Ju= 23 3009

Temp. 33.0 C 4 WE.L K
Operstors vimrl

Bolix. deley 1000 #ec
Fulsa 45,0 degmen
Aoy, tine 0.865 gec
Wden 378708 Az
50000 repatiticns
CESERVE C13, 150.T530169 EE: |
DECOUFLE H1, 599.EE53918 EHz |
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WALTZ-1E malulated

DaTh FROCEEFING

Linn breadesing 0.5 Hz

FT pize 65538

Totel tlee 2% he, M min

TR I il

T T T T[T T T T TR T T T T T T T T

230 100 180 150 140 110 100 B &0 [ 1] an ppm

Sekil 3.16. D1’in 3*C-NMR sonucu



Sekil 3.17. D1’in 'H-"H COSY spektrumu

f1 (ppm)
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Sekil 3.18. D1’in gHMBC spekturumu
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100

110
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I 160
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Sekil 3.19. D1’in gHMQC spektrumu

Cizelge 3.7. D1’in 'H ve *C NMR datalar

Penicacid J in methanol-d,, 400 MHz

# du (J[Hz)]) d¢, type
1 172.1,C
3 5.27,d (2.4, 2H) 70.2, CH,
3a 148.8,C
4 122.7,C

Cizelge 3.7. Devam

=120

f1 (ppm)



# ou (J[Hz]) d¢, type
5 164.6, C
6 1309, C
7 153.8,C
7a 113.2,C
8 3.79, s (3H) 61.6, CH;
9 2.21,s (3H) 11.6, CH;
3.45,dd (9.0, 9.0)
1’ 25.0. CH,
3.65, m
2’ 5.28,dd (7.6, 6.8) 124.9, CH
3 134.9,C
4 2.28,t(8.0, 2H) 36.0, CH,
5 2.34,t (8.0, 2H) 35.5, CH,
6’ 176.9, C
ik 1.82,d (1.2, 3H) 16.5, CH;
8 3.57,s (3H) 52.0, CH;
1” 5.33,d(7.7) 106.5, CH
27 3.50, m 75.8, CH
3” 3.23,ddd (9.7, 5.5, 2.3) 78.4, CH
4” 3.37,dd (9.8, 8.8) 71.4,CH
5” 3.46,t(9.0) 78.4, CH
3.65, m
6” 62.6, CH,
3.76, m

D1 bilesigi sarims1 amorf bir kat1 seklinde izole edilmistir. D1 maddesine ait

YPSK kromatogrami bilesigin 223, 251 ve 297 nm degerlerinde maksimum
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absorbsiyon (Amax) pikleri verdigini gostermistir. Yiiksek ¢oziintirliiklii kiitle
spektrometresi sonuglari incelendiginde m/z 505.25462°de [M+Na]* (C24H32011Na
icin hesaplanan, 505.25442) ve m/z 496.28388’de [M-H] (C24H31011 i¢in hesaplanan,
486.28404) degerlerinde iki tane psodomolekiiler iyon piki gozlenmistir. Bu
verilerden hareketle molekiil formiilii C24H32011 olarak tayin edilmis ve doymamislik

derecesi 9 olarak tespit edilmistir.

Bilesige ait 'H ve '3C NMR verileri NS2 ile karsilastirilmis ve yakin benzerlik
gosterdigi goriilmiistiir. D1 bilesiginin NS2 bilesiginden 14 atomik kiitle birimi daha
fazla molekiiler kiitleye sahip oldugu goriilmiistiir. Bu durum D1 bilesigin dc 52.0
ppm’deki karbon rezonansiyla dogrudan korele olan 6u 3.57 konumundaki fazladan
bir metoksi grubuyla agiklanmaktadir. ilave metoksi grubunun konumu, 8¢ 176.9
ppm deki u¢ karboksil grubuyla uzun mesafe korelasyon bulundugunu gosteren
HMBC spektrumu araciligyla tespit edilmistir. Yine bu spektrumda bu karboksil
grubunun oy 2.28 ppm’deki ve du 2.34 ppm’deki iki metilen grubu ile de korele
oldugu gozlenmistir (sirastyla C-4> ve C-5’). Bu bulgular, ilave metoksi grubunun
NS2’deki terminal karboksilik asit grubunun metil esteri oldugunu acikca
dogrulamaktadir. Bu sebeple D1, 3-metoksi mikofenolik asit 7-O glukopiranozid
metil ester tiirevi olarak adlandirilmus, trivial adiyla penicacid J olarak belirlenmistir.

Bilesigin kimyasal formiili Sekil 3.20°de sunulmustur.
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Sekil 3.20. D1’in kimyasal formiilii

Penicacid J

metil (E) -6- (6-metoksi-7-metil-3-okso-4 - (((3R, 4S5, 58S, 6R) -3,4,5-trihidroksi-6-
(hidroksimetil) tetrahidro-2H -piran-2-il) oksi) -1,3-dihidroizobenzofuran-5-il) -4-
metilheks-4-enoat

Kimyasal formiil: C24H3,011
Tam agirlik: 496.1945
Molekiil agirhigr: 496.5043

Sonucun dogrulugunu arttirabilmek i¢in D1, LCMS-TOF ile analiz edilmistir.
Sonuglar Sekil 3.21°de sunulmaktadir.

w10 % [+ES] Scan [0.165-0.957 min, 50 scans) Frag=120.0v D1.d

579.21567
3.5

441.37731
2.5

325.29819

1.5 505, 25266

14 29516315
{ l 39337356 B65.52968
0.5 554 E3761
24921550 E19.53986 J
g o] i 1...uA.....-_.AlLI.L..I.lu.l.-l X JJlM Uh h.L._L,.Lu....L.n..... L. L.Ll...,ln..._.. _.mhL;Ju.JlIM“hLJLJLJL P

160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 650 70O 720 740
Counts (%] vz, Mazs-ta-Charge [m/z)

o

=
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%10 4 [-ES| Sean [0.147-0.956 min, 51 scans) Frag=120.0v D1.d
149.01073

1.6
1.4
1.2 32098475

14
28] 555.25125
0.6
0.4 24903782
o il

0 J am |“ l.;.J-l...;.....llu.LL..;.ll.;.... LLL ol ey ey nmeika e Sl ey e

75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 B50 675 700 725 750
Counts (%] vs. Maszto-Charge (m/z)

#10% |+APCI Scan (0.154-0.801 min, 41 scans) Frag=120.0v D1.d

34 55723754

31334576

1 .
27318025 137332

P R R e v e i et T 1 Pl e i ol 1 o SRR
140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 330 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 G40 BEO
Counts [%) vs. Massto-Charge [m/z)

%10 4 [-APCI Scan [0.173-0.868 min, 44 scans) Frag=120.00 D1.d
244 142.01102
2.2
& 55525417

1.8 -

1.6

1.4

1'12' 32098482

0.ad 243.03821

gl 11303500

0.4 1

0.2 l 205.03989
|I- |I d ol .......I...JI..Ill......:l......I Lo uI.I. e b vt L I..ll.l.. P . . I .I[ sk —— . . . .
100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725 750

Counts (%] va. Mazs-to-Charge [mdz)

Sekil 3.21. D1’in LCMS-TOF analiz sonucu

3.3.3. Penicacid H (Penik asit H-NS2)

DCM Frl’den saf olarak elde edilen diger bir madde dakika 25.728’de
gozlenen NS2 olmustur. Toplamda 3 mg elde edilmistir.
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DAD1 A, Sig=254,4 Refoff (DLARA YAP. TAY ETT TESTDLARA 2020-07-11 12-16-38INS2.0)
mAU 2

22.591
Jesa09
25.153
26.004
28.000

Sekil 3.22. Saf olarak elde edilmis NS2’nin YPSK kromatogrami

*DADT, 14.340 (3099 mAU, - ) Ref=13.358 & 15.489 of NS2.D

T T T T
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Sekil 3.23. NS2’nin UV spektrumu

Saf olarak izole edilen NS2’nin analitik kolon ve genel gradient sistemiyle
gergeklestirilen YPSK kromatogrami ve UV spekturumu smrasiyla Sekil 3.22 ve
3.23’te verilmistir.
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Dilara_N8S2

Sample Name:
Dilara_NS2
Data Collected om:
Agilent-NMR-wvamrs600
Archive directory:
/hone/data
Sample directory:
Dilara NS2_20190805_01
PidFile: PROTON_O01

Pulse Seguence: PROTON (s2pul]
Solwent: cdled
Data collected on: Aug 5 2019

Temp, 25.0 C / 298.1 K
operator: vamrl

Relax. delay 3.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acg. time 3.400 sec

Width 9615.4 Hz

512 repetitions
OBSERVE  H1, 599.6823853 MHz
DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 54 min

{
Y

Sekil 3.24. NS2’nin 'H-NMR spektrumu
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Dilara N§2_13¢

4
Y,

Sample Name:
Dilara_NS2_13C

Data Collected on:
Agilent-NMR-vnmra600

Archive directory:
/home/data

Sample directory:
Dilara_NS2_13c_20190807_01

Pidrile: CARBON_01

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: cdiod
Data collected on: Aug 7 2019

Temp. 25.0 € / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 0,865 sec

Width 37878.8 Ez

30000 repetitions
OBSERVE (13, 150.7500200 MHz
DECOUPLE H1, 599.6853938 MHz
Power 43 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 15 hr, 32 min

| " Ll AN “um

"y Wb Sasae "

||T\[|\||||III}\I\‘I|I[\\-;II‘I||\\I‘II1I\[\l‘llll:\-f]‘w\\ll LA RERRE] TTTTTTT] T \Il‘ﬂ‘!;’!ll“';_r

200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Sekil 3.25. NS2 nin *C-NMR spektrumu
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5.5 5.0 4.5 4.0

Sekil 3.26. NS2’nin '"H-'"H COSY spektrumu

12 {ppm}

f1 (ppm)
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Sekil 3.27. NS2’nin gHMBC spektrumu
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Sekil 3.28. NS2’nin gHMQC spektrumu

Cizelge 3.8. NS2’nin 'H ve '*C NMR datalart

Penicacid H in MeOH-d,, 600 MHz
# Ou (multi, J[Hz]) d¢, type
1 172.1,C
3 5.27,d (2.4, 2H) 70.2, CH;
3a 148.8, C
4 122.7,C
164.6, C

3.0

2.3

2.0

10

20

T30

;40
50
o
;?o
-80
-90
-_100
-110
-_120
;130
-_140
-_150
-160

170

- 150
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Cizelge 3.8. Devam

Ou (multi, J[Hz]) dc, type
6 130.9,C
153.8,C
7a 113.2,C
8 3.79, s (3H) 61.6, CH3
9 2.21,s (3H) 11.6, CH3
3.45,dd (9.0, 9.0)
I 25.0, CH,
3.65, m
2’ 5.28,dd (7.6, 6.8) 124.9, CH
3 134.9,C
4 2.28,t (8.0, 2H) 36.0, CH,
5 2.34,t (8.0, 2H) 35.5, CH,
6’ 178.2,C
7 1.82,d (1.2, 3H) 16.5, CH;
1” 5.33,d (7.7) 106.5, CH
27 3.50, m 75.8, CH
3” 3.23,ddd (9.7,5.5,2.3) |78.5,CH
47 3.37,dd (9.8, 8.8) 71.4,CH
5” 3.46,1(9.0) 78.4, CH
3.65, m
6” 62.6, CH,
3.76, m

NS2’te ait NMR sonuglar1 Sekil 3.24, 3.25, 3.26, 3.27 ve 3.28’de ve NMR
datalar1 Cizelge 3.8’de sunulmustur. NS2 sar1 renkte amorf yapida bir kati olarak
izole edilmistir. YPSK kromatogramma bakildigimda maddenin 220 250 ve 295 nm
degerlerinde maksimum UV absorbans (Amax) degerlerine ulastigi gorilmiistiir.
Yiiksek c¢oziinirliikli  kiitle spektrometresi sonuglar1 incelendiginde m/z
505.25462°de [M+Na]* (C23H30011Na i¢in hesaplanan, 505.25442) ve m/z
481.28388’de [M-H] (C23H29011 i¢in hesaplanan, 481.28404) degerlerinde iki tane
psodomolekiiler iyon piki gdzlenmistir. Bu verilerden hareketle molekiil formiilii

C23H30011 olarak tayin edilmis ve doymamislik derecesi 9 olarak tespit edilmistir.
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Bilesige ait 3C-NMR spektrumu 23 farkh karbon rezonansmin varhgmi ortaya
koymustur. HMBC ve HMQC spektrumlar: araciligiyla 9 kuaterner karbon, 2
karbonil karbonu (6c 178.2 ve 6c 172.1 ppm), 6 metin grubu karbonu (¢ 124.9, oc
106.5, d¢ 78.5, dc 78.4, 6c 75.8 ve oc 71.4 ppm), 5 metilen grubu karbonu (5¢c 70.2,
dc 62.6, d¢c 36.0, dc 35.5 ve d¢c 25.0 ppm) ve biri metoksi (6c 61.6 ppm) biri aromatik
metil (6c 11.6 ppm) biri olefinik metil karbonu (3¢ 16.5 ppm) olmak {izere 3 metil
karbonu belirlenmistir. Bilesigin 'H-NMR verileri ve 'H-'H COSY spektrumlari
birlikte degerlendirildiginde 3 spin sisteminin varligi gézlenmistir. Bunlardan biri
metan protonu (du 5.28) ve metilen grubu protonu (ou 3.45/61 3.65) arasinda, ikinci
spin sistemi iki metilen grubu (8u 2.28 ve du 2.34) arasmndadir. Ugiincii spin
sisteminin oy 5.33’teki anomerik protondan baglayip énce ou 3.50, ou 3.23, ou 3.37
ve ou 3.46 daki 4 metin protonuyla oldugu ve 6u 3.65/ 6u 3.76 daki hidroksimetilen
protonlariyla sona erdigi acik bir sekilde goriilmektedir. HMQC spektrumu verilerine
bakilarak son spin sistemi karbon rezonansiyla iliskilendirildiginde bilesikte
glukopiranozil yapisinin var oldugu anlasilmistir. HMBC spektrumu incelendiginde
bir metoksi grubunun (6H 3.79 / 6C 61.6) bir aromatik karbonla 6C 164.6'da (C-5)
korele oldugunu agikca gostermektedir. Ayrica 0C 153.8'de (C -7) bir glikopiranozil
varhig oH 5.33 konumundaki anomerik proton korelasyonu ile dogrulanmaktadir.
HMBC spektrumundan daha fazla anahtar korelasyon bilgisi edinilmistir. 6H 2.28
ve 0H 2.34 konumundaki iki metilen grubu ile 6C 178.2 ppm (C-6") konumundaki
serbest karboksilik asit grubu arasindaki net korelasyon bu karboksilik asit grubunun
varligi ve uzun yan zincire sahip oldugunu gostermektedir. Mevcut literatiir
arastirtlip bu bilesik icin elde edilen NMR verileri kiyaslandiginda maddenin,
“penicacids” olarak bilinen fungal mikofenolik asit tiirevlerinden 5-metoksi
mikofenolik asit-7-O-glukopiranozid olarak isimlendirilen penicacid H oldugu
sonucuna varilmistir (X. H. Chen ve ark., 2020; Z. Chen ve ark., 2012; Rovirosa ve
ark., 2006; Song ve ark., 2020). Bilesigin kimyasal formiilii Sekil 3.30’da verilmistir.
Yap1 tayini ¢calismalarimm dogrulugunu teyit etmek i¢cin NS2, LCMS-TOF ile analiz

edildi ve sonuglar1 Sekil 3.29°da sunulmaktadir.
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+ESI Scan [0.168-0.944 min, 49 scans) Frag=120.0v NS2.d

343.18830
v v baa b sl by

505.25462
[M+Na]*
47540919
579.2943!
o Jn..;...l... — L

%104

1.84
1.6
1.44
1.2

0.84
0.64
0.4
0.24

160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 450 500 520 540 560 580 600 620 640 660 630 700 720 740
Counts (%) vs. Mass-to-Charge (m/z)

-ESI Scan (0.145-0.954 min, 51 scans) Frag=120.0v NS2.d
319.2081

271.19923

22318152

UL PN [ PR VPR | 1 S NPE TS L

[M-H]

481.28388

AL

" 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725 750

Counts (%) vs. Mass-to-Charge (m/2)

Sekil 3.29. NS2’nin LCMS-TOF analiz sonucu

Sekil 3.30. NS2’nin kimyasal formiilii

Penicacid H

(E) -6- (6-metoksi-7-metil-3-okso-4 - (((3R, 48, 58, 6R) -3,4,5-trihidroksi-6-

(hidroksimetil) tetrahidro-2H- piran-2-il) oksi) -1,3-dihidroizobenzofuran-5-il) -4-
metilheks-4-enoik asit

Kimyasal formiil: C23H30011

Gergek agirlik: 482.1788

Molekiil agirhigr: 482.4777

NMR ve LCMS-TOF

sonuglar1 yorumlanarak NS2’nin  5-metoksi
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mikofenolik asit-7-O-glukopiranozid (penicacid H) oldugu tanimlanmistir ve bu

metabolit daha 6nce izole edilmemis yeni bir bilesiktir.

3.3.4. Penicacid I (Penik asit I-D2)

DCM Frl’den saf olarak elde edilen diger bir madde D2 isimli metabolittir.
Sekil 3.31’de wverieln kromatogramda dakika 29.220’de gdzlenen pikin

saflastirilmasiyla toplamda 7 mg elde edilmistir.

DAD1 A, Sig=254,4 Refoff (DLARA YAP. TAY ETT TESTDILARA 2020-07-11 09-57-331D2.0)
mAU 4 o

15.784

T T T T T T
10 20 Kil 4 50 60 mil

Sekil 3.31. Saf olarak elde edilen D2 nin YPSK kromatogram

Saf olarak elde edilen D2’nin genel gradient sistemiyle gerceklestirilen
YPSK sonucu ve UV kromatogramu sirasiyla Sekil 3.31 ve 3.32°de
sunulmaktadir.
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*DAD1, 19.137 (537 mAU, - ) Ref=0.001 & 20.281 of D2.D
mAU

500 —

400 —

300 —

200 —

100 —

T T T T
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

EEEFEEEEE EEERMEEEL LT o ELEEEEE LR EEEFLLECRET ez
—_—— = ) Neps== — VvV Vv Lz100
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1900

1200

+ 1700

+ 1600

+ 1500

- 1400

b 1200

+ 1200
L1100
| 1000
L300
| 800
| 700
| 600

|-500

|200
1
M 100

7E 7.0 EE ED EE E.0 45 3E 3.0 25 2.0 1E 1.0 0E 0o

40
1 (ppm)

Sekil 3.33. D2’nin '"H-NMR spektrumu
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. {
M Vil

o2
Data Collected on:
Agilent-NMR-vimrs500
Archive directory:
7home /data
Sample directory:
D2_20190628_01
FidFile: CARBON 01

Pulse Seguence: CARBON (s2pul)
Solvent: odiod
Data sollected on: Jun 28 2019

Temp. 23.0 € / 256.1 X
Cperator: vemrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 0.865 sec

widch 37878.8 Kz

120000 repetitiocns

ORSERVE €13, 150,7900189 Mz
DECOUPLE H1, 599.6853938 MHz
Fower 43 dB

continucusly on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line breadening 0.5 Hsz

FT siza 65536

Total time €2 hr, 10 min

R 1N HI“ I Ldh b

T B L B B B o B I I L L L B B e e
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

B I L) L e

Sekil 3.34. D2 nin *C-NMR sonucu
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Sekil 3.35. D2’nin '"H-'H COSY spektrumu

f1 fpprn
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Sekil 3.36. D2’nin gHMBC spektrumu
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-_20
-_30
a0
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;100
-110
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;140
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-—160
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5.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 2.5 2.0 1.5 1.0 Q.5 a.a

3.0
2 (ppm)

Sekil 3.37. D2’nin gHMQC spektrumu

Cizelge 3.9. D2’nin 'H ve *C NMR datalari

Penicacid I in MeOH-d,, 600 MHz

# Su(multi, JJHz]) | dc, type

1 172.2,C
3 5.27, br s (2H) 70.2, CH;
3a 148.8,C
4 122.8,C
5 164.6, C

- 150
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Cizelge 3.9. Devam

# Su(multi, JHZ]) | 8¢, type
6 130.9, C
7 153.9,C
7Ta 1132, C
8 3.80, s (3H) 61.5, CH;
9 2.22,s (3H) 11.6, CH;
3.45,dd (9.2,9.2)
I’ 25.0, CH,
3.69, m
2 5.22,t(7.1) 124.3, CH
3 136.6, C
4 2.00, t (7.4, 2H) 40.6, CH,
5 2.08,t (7.4, 2H) 35.9, CH,
6 5.09,dd (3.8,7.4) |125.5,CH
7 134.8,C
8 2.18, m (2H) 34.0, CH,
9 2.16, m (2H) 35.6, CH,
10° 179.0, C
1 1.57,d (1.3, 3H) 16.1, CHs
12’ 1.80, d (1.3, 3H) 16.5, CHs
1” 5.29,d(7.7) 106.7, CH
2” 353, m 75.9, CH
., 3.22,ddd (9.8, 5.4,
3 ) 78.5, CH
47 3.37,(9.0) 71.4, CH
5” 3.45,1(9.0) 78.4, CH
3.64, m
6" 62.7, CH,
378, m

D2’ye ait NMR spektrumlar1 Sekil 3.33, 3.34, 3.35, 3.36 ve 3.37°de, NMR

datalar1 Cizelge 3.9°da verilmistir.
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D2 bilesigi, agik sar1 amorf yapida bir kat1 olarak izole edilmistir. YPSK
kromatogramina bakildigimda maddenin 222 253 ve 298 nm degerlerinde maksimum
UV absorbans degerlerine ulastigi goriilmiistiir. Yiiksek c¢ozlintirliklii kiitle
spektrometresi sonuclar1 incelendiginde m/z 573.31798’de [M+Na]" (C23H33011Na
icin hesaplanan, 573.31648) ve m/z 549.35525’de [M-H] (C2sH37011 i¢in hesaplanan,
549.35386) degerlerinde iki tane psddomolekiiler iyon piki gozlenmistir. Bu
verilerden hareketle molekiill formiili Cy3H330110larak tayin edilmis ve
doymamislik derecesi 10 olarak tespit edilmistir. D2, NS2’den 68 atomik kiitle birimi
daha agirdir. Bunun sebebi ¢ifte bag iceren CsHg yapisidir.

Bilesige ait 'H-NMR verileri ve 'H-'"H COSY spektrumlarindan 4 tane spin
sistemi varlig1 tespit edilmistir. Bunlardan biri metan protonu on 5.22 ile metilen
grubu 8y 3.45/5n 3.69 arasindadir. Iki farkl spin sistemi de 8y 2.00 ppm ve Sy 2.08
ile ou 2.16 ppm ve ou 2.18 ppm konumlarinda buluna 2 ¢ift metilen grubu
arasindadir. Dordiincii spin sisteminin 6u 5.29 ppm (d, J = 7.7, 1H, &c¢ 106.7)’deki
anomerik protondan baslayarak ou 3.53, on 3.22, 6u 3.37 ve du 3.45 ppm’deki metin
protonlarina ve sonrasmda o 3.64/0p 3.78’deki hidroksi metilen protonlarmna
baglanan bir sistem oldugu acgik bir sekilde goriilmektedir. HMQC spektrumu
verilerine bakilarak son spin sistemi karbon rezonansiyla iliskilendirildiginde
bilesikte “Penicacid H” de bulunan tarzda bir glukopiranozil yapismnin var oldugu
anlagilmigtir.  NS2 ve D2’nin NMR verileri kiyaslanmis ve ilgili literatiirler
taranmustir (X. H. Chen ve ark., 2020; Z. Chen ve ark., 2012; Rovirosa ve ark., 2006;
Song ve ark., 2020). D2’nin penik asitler olarak bilinen fungal mikofenolik asit
tiirevlerinin bir tiirevi oldugu ortaya konulmus olup NS2’den farkl olarak serbest

zincirde izoprenil grubu (5C) icermektedir.

D2’nin HMBC spektrumu incelenerek 6u 5.29 (d, J = 7.7, 1H) konumundaki
anomerik proton ile korele olan glukopiranozil yapismimn pozisyonu d¢c 153.9 (C-7)
olarak tayin edilmistir. Yine HMBC spektrumundan hareketle oc 164.6 (C-5)

konumundaki aromatik karbona bagli olan metoksi grubunun konumu (éu 3.80/ d¢
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61.5) olarak net bir sekilde tayin edilmistir. D2°’nin HMBC spektrumu 8C 179.0 (C-
10°) pozisyonunda bulunan bir serbest karboksilik asit grubuyla biten yan zincirin,
varligmi ve uzunlugunu ortaya koyan oH 2.18 (m, 2H) ve dH 2.16 (m, 2H)

konumlarmdaki iki metilen grubuyla olan korelasyonunu ortaya ¢ikarmustir.

Yukarida agiklanan verilere dayanarak D2’nin 5-metoksi mikofenolik asit-7-O-
glukopiranozid tiirevi oldugu tayin edilmistir ve bu bilesik trivial olarak penicacid I

olarak adlandirilmaktadir. Bilesigin kimyasal formiilii Sekil 3.39°da sunulmaktadir.

Aydinlatilan kimyasal formiili teyit etmek amaciyla D2 metaboliti LCMS-
TOF ile analiz edildi. Sonuglar Sekil 3.38’de sunulmaktadir.

%10 4 |+ES| Scan [0.164-0.957 min, 50 scans) Frag=120.0v D2.d
2.24

24
1.84
164
1.44
1.24
! [M+Na]*

0.84
0.6 573.31798

47540782

0.4+ 249.22031 42529030 J

024 341.17258 701.58662

) L NPT, T I R T W I A NN 1

160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 330 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 £60 630 700 720 740
Counts [%) vs. Mass-to-Charge (m/2)

%102 |-ESI Scan (0.139-0.948 min, 51 scans) Frag=120.0v D2.d

387.28053
1.84

161 487.41361
1.4 :

1.24 [ M-H ] -
Iy 329.32307 549.35525

08
06d 8906331

0.44 265.22692
J 149.01032
ul 1

" LJLLA.L&MJ.LLAL\MML L ol |

L0 a
SR R TN T T P TR e
75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725 750
Counts %) vs. Mass-+to-Charge (m/2)

o

Sekil 3.38. D2’nin LCMS-TOF analiz sonucu
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Sekil 3.39. D2’nin kimyasal formiili

(4E, 8E) -10- (6-metoksi-7-metil-3-okso-4 - (((3R, 4S5, 58S, 6R) -3,4,5-trihidroksi-
6- (hidroksimetil) tetrahidro- 2H-piran-2-il) oksi) -1,3-dihidroizobenzofuran-5-il)
-4,8-dimetildeka-4,8-dienoik asit

Penikacid I
Kimyasal formiil:C2gH33011
Gergek agirlik: 550.24141

Molekiil agirligt: 550.60100

3.3.5. Dianhydroaurasperone C (Dianhidroaurasperon C- H:E 4:6 S8 P2)

YPSK’dan elde edilen kimyasal profiline ve miktarina gore ii¢lincii olarak
VSK sonrasi elde edilen fraksiyonlardan elimizde yeterli miktarda bulunan
Hekzan: Etilasetat 40:60 ile ¢alisilmistir. Bu fraksiyon sefadeks kolona uygulandi
ve kolon kromatografisi (sabit faz: sefadeks, hareketli faz: metanol) sonucu elde
edilen fraksiyonlarm ITK analizleri yapilarak [¢oziicii sistemi hekzan:etilasetat
(1:1)] baz1 fraksiyonlar birlestirilismis ve 10 adet alt fraksiyona ayrilmistir. Bu alt
fraksiyonlardan oncelikle S8 ile calisilmistir. Elimizde bulunan S8 fraksiyonu
78.9 mg’dir. Bu fraksiyon analitik kolon ve genel gradient sistemiyle YPSK’de

analiz edilmis ve kromatogram Sekil 3.40’ta sunulmaktadir.
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DAD1B, Sig=254 4 Ref=0ff (DILARAIAN 8 2019-05-15 16-22-43\HE 4,6 S8.D)

mAU ©
N
20 P1 r= P2
N
501 /
200
1500
100
S 23
S oo
12 4 O
=y
T T T T

=9
=
=3
=
= -
=
E

Sekil 3.40. Hekzan:Etilasetat 40:60 S8 fraksiyonunun YPSK kromatogrami

DAD1C, Sig=2504 Ref=off (DILARA019 HE 4 6 SBDLARA 2019-07-15 1040-50H E 4 6 S8.D)
mAU

TY.486

2000

1500

18.723

1000

500

2.060
d 4‘

T T
5 75 10 125 15 1.5 20 m

Sekil 3.41. Hekzan:Etilasetat 40:60 S8 fraksiyonunun semipreparatif YPSK analizi

Sekil 3.41°de Hekzan:Etilasetat 40:60 S8 fraksiyonunun semipreparatif
kolon ve Cizelge 3.10°da verilen gradient sistemiyle gerceklestirilen YPSK

kromatogrami1 sunulmaktadir.
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Cizelge 3.10. Semipreparatif kolonla gergeklestirilen YPSK’de kullamlan gradient sistem

Zaman Ultra Saf . Akis Ell]ekSl).’on
(dKk) Su (%) Metanol (%) |Hiz hacmi

(ml/dk)

0 90 10 2.000

> 0 50 2.000

10 30 70 2.000

15 10 90 3.000 40 pl

20 0 100 2.000

30 90 10 2.000

Bu fraksiyonda gozlenen 2 pik toplandi. Bunlardan P2 (29.165 dakikada

g6zlenen) yeterli miktarda (3.2 mg) toplanmustrr.

mAU

P19430

DAD1 C, Sig=254,4 Ref=0f (DILARAYAP. TAY ETT TEST\DILARA2020-06-27 10-49-34H E 4 6 S8 P2.D)

T
10

T
20

915
26.374
les
lez
El

Sekil 3.42. Saf olarak izole edilen H:E 4:6 S8 P2’nin YPSK kromatogram
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*DAD1, 23.915 (33.6 mAU, - ) Ref=23.709 & 24.549 of H E 4 6 S8 P2.D

T T T T
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Sekil 3.43. H:E 4:6 S8 P2’nin UV spektrumu

Saf olarak izole edilen H:E 4:6 S8 P2’nin analitik kolon ve genel gradient
sistemi kullanilarak gergeklestirilen YPSK analizi ve UV spektrumu sirasiyla Sekil
3.42 ve 3.43’te verilmistir.

Yapi tayinini gergeklestirmek icin NMR yapilmis ve sonuclar Sekil 3.44, 3.45,
3.46, 3.47 ve 3.48°de ve NMR datalar1 ise Cizelge 3.11°de verilmistir.
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H_Z_4_6_88_p2

Sample Name:
H_E 4 _6_S8_P2
Data Collected on:
Agilent-NMR-vnmrs600
Archive directory:
/home /data
Sample directory:
E_E_4_6_58_P2_20191025_01
FidFile: PROTON_O1

Pulse Sequence: PROTON (s2pull
Solvent: cd3od
Data collected on: Oct 25 2019

Operator: vamrl

Relax. delay 3.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 3.400 sec

Width 9615.4 Hz

512 repetitions
OBSERVE K1, 599.6726238 MHz
DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 54 min

i

{
VAN

Sekil 3.44. H:E 4:6 S8 P2’nin 'H-NMR spektrumu
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B_E_4_€_58_r2

{
—— ]

H_E 4 6 8B F1
Datn Collacted on:
Agllant-I@-vimesf00
Jechive dizectarys
[homaidata
Bample directory:
E_B 4_6_88_P2_20181025_01

FidFile: APT_O1
Pulse Sequanca: AFT

Solveat: odicd
Data collected on: Oot 5 204

Oparatosr: wnrl

Anlax, delay 1.000 gec
1st pulse 39.0 degroes
ed pulee 45.0 degroes
Acqg. time 3.BE5 sec
Width 37873.8 B2
100000 popetitices TTTOTTTTT
GBSERVE €13, 150.7073374 Mz
vocowmse w1, so9.EstAd e 200 180 160 o 120
Peuar 43 42

ez during acquisitisn

WALTZ-16 madulated

CATA FROCESSTHG

Line brcadening 0.5 Ez

T siza 65536

Total tize 52 hr, W min

[EALLERERNN RAARY RARRN LERRNREERNLEN LURN

Sekil 3.45. H:E 4:6 S8 P2’nin *C-NMR sonucu
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f1 (ppm)
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2 (ppm)

Sekil 3.46. H:E 4:6 S8 P2’nin "H-'"H COSY spektrumu
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Sekil 3.47. H:E 4:6 S8 P2’nin gHMBC spektrumu
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Sekil 3.48. H:E 4:6 S8 P2’nin gHMQC spektrumu

Cizelge 3.11. H:E 4:6 S8 P2’nin 'H ve *C NMR datalari

Dianhydroaurasperone C in methanol-d,, 400 MHz
# Sy (multi, J[Hz]) dc, type
2 171.1,C
3 6.10, s (1H) 107.5, CH
4 186.1, C
4a 106.2,C

1.5 10
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Cizelge 3.11. Devam

# Su (multi, J{Hz]) 3¢, type

5 163.3,C
5a 112.8,C
6 160.9, C
7 119.9, C
8 162.6, C
9 7.09, s (1H) 106.3, CH
9a 140.2, C
10 7.18, s (1H) 101.7, CH
10a 155.7,C
2-Me |2.44,s (3H) 20.4, CH;
. 3.47,s (3H 62.3, CH
OMe A/, 8 ( ) oy 3
2’ 171.6,C
3’ 6.12, s (1H) 107.6, CH
4 186.2, C
42’ 106.2, C
5’ 163.4,C
6’ 110.5, C
6a’ 163.5,C
7 6.52,d (1H, 2.3) 98.1, CH
8’ 164.5, C
9 6.32,d (1H, 2.3) 97.3, CH
9a’ 140.3, C
10° 108.2, C
10a’ 152.3,C
2’-Me |2.19, s (3H) 20.2, CH;
6 3.95,s (3H 56.3, CH
OMe . b s ( ) . 9 3
8- 3.63,s (3H 55.4, CH
OMe .03, 8 ( ) Ty 3
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H:E 4:6 S8 P2’ye ait YPSK kromatogrami 225 ve 282 nm’de maksimum
absorbsiyon gostermistir. APT-NMR spektrumu 31 farkli karbon rezonansi oldugunu
gostermis olup bunlarm 20 tanesi kuaterner karbondur ve i¢lerinden 2 tanesi karbonil
karbonu (6¢ 186.2 and d¢c 186.1 ppm), 6 tanesi metin karbonu (6¢c 107.6, dc 107.5, dc
106.3, d¢ 101.7, 6c 98.1 ve d¢ 97.3 ppm) ve ikisi aromatik metil (6c 20.4 ve d6c 20.2)
icli metoksi karbonu (¢ 62.3, dc 56.3 ve dc 55.4) olmak iizere 5’1 metil karbonudur.
'H, 'H-"H COSY ve HMQC spekturmlari, o 6.52 ve dn 6.32°deki iki meta baglh
aromatik proton arasinda bir spin sisteminin bulundugunu ortaya koymustur. Buna ek
olarak, ou 7.18 (¢ 101.7), éu 7.09 (8¢ 106.3), du 6.12 (d¢c 107.6) ve ou 6.10 (d¢
107.5) ppm’de 4 singlet aromatik protonun varligi da bu spektrumlarla ortaya
konulmustur. oy 2.44 (6c 20.4) ve ou 2.19 (6c 20.2) ppm’deki iki singlet olefinik
metil grubu da 6n 3.95 (3¢ 56.3), du 3.63 (0c 55.4) ve ou 3.47 (6c 62.3) ppm’deki 3
aromatik metoksi grubuyla birlikte gézlenmistir. Elde edilen tiim bu veriler rapor
edilmis literatiirlerle karsilastirildiginda bilesigin naftopiron fungal metabolitlerle
benzerlik gosterdigi goriilmiis ve dianhidroaurasperon C oldugu anlasilmistir
(Akiyama ve ark., 2003; Fang ve ark., 2016; Ikeda ve ark., 1990; Li ve ark., 2013;
Shaaban ve ark., 2012; Xiao ve ark., 2014). Bilesigin kimyasal formiilii Sekil 3.49°da

verilmistir.

Sekil 3.49. H:E 4:6 S8 P2’ nin kimyasal formiilii
Dianhidroaurasperon C

5,5, 8-trihidroksi-6,6', 8'-trimetoksi-2,2'-dimetil-4H, 4'H- [7,10'-bibenzo [g]
kromen] -4,4'- dion

Kimyasal formiil:C31H24010
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3.3.6. Asperpyrone A (Asperpiron A -H:E 4:6 S8 P1)

kormatograminda 21.596 dakikada gozlenen P1’dir. Bu maddeden 2.3 mg
toplanmugtir. Saf olarak izole edilen H:E 4:6 S8 P1’in analitik kolon ve genel

gradient sistemi kullanilarak yapilan YPSK analizi ve UV spekturumu sirasiyla

Gergek agirlik: 556.13695

Molekiil agirhigi: 556.52300

H:E 4:6 S8 fraksiyonundan izole edilen diger sekonder bilesik YPSK

Sekil 3.50 ve 3.51°de verilmistir.

mAU

DAD1 A, Sig=254 4 Refoff (DLARA HE 46 S8 P1 TESTIDILARA2020-12-14 11-07-2THE 46 S8 P1.0)

£10.508

b
8281

13.824

998

Hidi

j’xw 697

Tenen

38.838

T T T
5 10 15

les

Sekil 3.50. Saf olarak izole edilen H:E 4:6 S8 P1’in YPSK kromatogrami
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*DAD1, 22.997 (1156 mAU, - ) Ref=22.003 & 24.696 of HE 46 S8 P1.D

mAU
1200

1000

800

600

400

200

T T T T T T T T
220 240 260 280 300 320 340 360

Sekil 3.51. H:E 4:6 S8 P1’in UV spektrumu

Yap1 tayinini gerceklestirmek icin NMR yapilmustir. Sonuglar Sekil 3.52 ve
3.53’te, NMR datalar1 Cizelge 3.12’de verilmistir.

H_E_4_6_S8_P1 *
YARIAN

Sample Nama:
H_E_ 4_6_58_FP1
Data Collected onm:
Agilent -MMR-vnmra600
Archive directory:
/home /data.
Sample directory:
HE 4 6 _S8_P1 20191128 01
FidFile: FROTOM_01

Pulse Sequence: FROTON (s2pul)
Sclvent: cdled
Data collected on: Nov 28 2019

Operator: vomrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.704 sec

Width 9615.4 Hz

256 repetitions

OBSERVE H1, 599.6726238 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 11 min

|
|
TR i LJL@J—’L‘—

9 8 7 6 5 4 3 2 2 ppm

Sekil 3.52. H:E 4:6 S8 P1’in '"H-NMR spektrumu
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HE 4_6_88_F1

Sample Name:
H_E_4_6_58_P1
Pata Collected om:
Agilent-Mm- mazes00
Archive directory:
/hone/data
Sample directery:
H_E 4 6 88 _P1 20191129 01
FidrFile: CARBON 01

Pulse Sequence: CARBCN (a2pul)
Solvent: cdied
Data collected on: Mow 29 2019

Oparator: wnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 5.0 degrees

Acq. time 0.865 sec

width 37878.8 Hz

130000 repecitions

OBSERVE C13, 150.7E73594 MHz
DECOUPLE M1, 599.6756222 Mz
Powsr 43 4B

continvcusly on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 63536

Total time 62 hr, 10 min

T T
200 180 160

140

120

io00

Sekil 3.53. H:E 4:6 S8 P1’in *C-NMR spektrumu

Cizelge 3.12. H:E 4:6 S8 P1’in 'H ve '*C NMR datalar

Asperpyrone A in methanol-d4,

400 MHz

# S (multi, J{Hz])

dc, type

170.8, C

3 6.42,'s (1H)

112.3, CH

184.5, CO

111.0,C

155.5,C

6 6.92, s (1H)

107.0, CH

6a

140.1, C

7 |7.04,s(1H)

107.6, CH

158.4,C

118.4,C

10

159.6, C

10a

109.6, C

80

60

20

l
TRRAN
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Cizelge 3.12. Devam

# Ou (multi, J[Hz]) dc, type
10b 154.7, C
2-Me | 2.53, s (3H) 20.5, CH;
10- 13 48, s (3H) 62.0, CH
OMe |~ s
2’ 171.4,C
3 6.11, s (1H) 108.9, CH
4 186.2,C
4a’ 103.3,C
5 162.0, C
52’ 110.8,C
6’ 162.3,C
7 6.53,d (2.2, 1H) 98.3, CH
8’ 163.4,C
9 6.32,d (2.2, 1H) 97.6, CH
9a’ 140.0, C
10° 108.2,C
102’ 150.2,C
2 o8 (3H) 20.6, CH
Me .16, 8 .0, 3
0~ 13995 G3H 56.5, CH
OMC . » S ( ) oy 3
8- 1362500 55.7, CH
OMe 02,8 ( ) ) 3

Bilesik sar1 renkte amorf kat1 seklinde izole edilmistir. H:E 4:6 S8 P1’e ait
YPSK kromatogrami degerlendirildiginde 225 ve 282 nm’lerde maksimum
absorbsiyon goriilmiistir. C ve HMQC NMR verileri bilesikte 31 adet karbon
rezonansi bulundugunu ortaya koymus olup bunlardan 20’si kuaterner karbon, ikisi

dc 186.2 ve dc 184.5 ppm’de karbonil karbonu, 6c 112.3, 6c 108.9, oc 107.6, doc
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107.0, 6c 98.3 ve 6c 97.6 ppm’de 6 metin karbonu ile d¢c 20.6 ve d¢ 20.5 ppm’de iki
aromatik metil karbonuyla dc 62.0, dc 56.5 ve oc 55.7 ppm’de 3 metoksi karbonu
seklinde kendini gosteren 5 metil karbonunun varligi anlagilmistir. Bilesige ait 'H
NMR ve HMQC spektrumlari 6 6.53 ve 6u 6.32 konumlarindaki iki meta bagh
aromatik proton arasinda bir spin sistemi bulundugunu ortaya koymustur. Buna ek
olarak on 7.04 (8¢ 107.6), du 6.92 (¢ 107.0), ou 6.42 (6¢c 112.3) ve dou 6.11 (3¢
108.9) ppm’de 4 singlet aromatik proton, du 2.53 (6c 20.5) ve du 2.18 (dc 20.6)
ppm’de tespit edilmistir. iki singlet olefinik metil grubu ile 81 3.99 (8¢ 56.5), 6u 3.62
(0c 55.7) ve du 3.48 (6c 62.0) ppm’de 3 aromatik metoksi grubu ile beraber
gozlenmigtir. H:E 4:6 S8 P1 icin elde edilen bu veriler, NMR tablolarini
karsilastirmak igin benzer veriler igeren literatiirlerle karsilastirildiginda naftopiron
fungal metabolitlerde goriilene benzer bir yapir oldugu tespit edilmis bilesigin
asperpiron A oldugu anlasilmistir (Akiyama ve ark., 2003; Fang ve ark., 2016; Ikeda
ve ark., 1990; Li ve ark., 2013; Shaaban ve ark., 2012; Xiao ve ark., 2014). Kimyasal
formiilii Sekil 3.54’te gosterilmektedir.

Sekil 3.54. H:E 4:6 S8 P1’in kimyasal formiilii
Asperpiron A

10- (5,8-dihidroksi-10-metoksi-2-metil-4-okso-4H-benzo [h] kromen-9-il) -5-
hidroksi-6,8-dimetoksi-2-metil-4H- benzo [ g] kromen-4-on

Kimyasal formiil: C31H24010
Gergek agirlik: 556,13695

Molekiil agirligi: 556,52300

120



Bu bilesik gii¢lii antifungal etki gostermektedir. Ayrica S. aureus ve B.
subtilis’in bliylimesini inhibe etmektedir (Xiao ve ark., 2014).

3.3.7. a, B-Soforoz (Hekzan: Etilasetat 40:60 S7 P1)

Diger bir alt fraksiyon Hekzan: Etilasetat 40:60 S7 ile ¢alisilmistir. Analitik
kolon ve genel gradient sistemiyle gerceklestirilen ve Sekil 3.55’te sunulan
kromatogramda gosterildigi iizere iki pik toplanmistir. Bunlardan P1 dakika
26.607°de, P2 ise dakika 28.549°da gozlenmistir. Her iki maddeden de sirasiyla
11,34 mg ve 13,19 gram toplanmistir.

DAD1 B, Sig=254 4 Ref=0ff (DILARAAN 8 2019-05-15 16-22-431HE 4,6 $7.D)
mAU -

12,821

1200 P1

N T/

800

26.607
28.549

P2

600

400

200

3

8

8

Tirs
39.954

04

0 10 2 30

S
=

Sekil 3.55. Hekzan:Etilasetat 40:60 S7°nin YPSK kromatogrami
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mAU

3000

2500

2000

1500

1000

500

DAD1A, Sig=250 4 Ref=off (DILARA HE 46 STDILARA 2019-10-16 10-20-58HE 4 6 S7.D)

328

2.488
1
L4092

5.908

7316

10.758

25.057

Sekil 3.56. Hekzan:Etilasetat 40:60 S7 nin semipreparatif YPSK analizi

Cizelge 3.13. Semipreparatif kolonla gergeklestirilen YPSK’de kullamlan gradient sistem

Zaman Szgl;lr Asetonitril Akis Hiz E:é]:;:(imyon
(dk) %) (%) (ml/dk)
0 90 10 2.000
3 65 35 2.000
5 50 50 2.000
6 48 52 2.000
10 38 62 2.000 35 ul
15 20 80 2.000
20 15 85 2.000
25 20 80 2.000
30 30 70 2.000

gradient sistemiyle gerceklestirilen YPSK analiz sonucu Sekil 3.56’da verilmistir.

Hekzan:Etilasetat 40:60 S7°nin semipreparatif kolon ve Cizelge 3.13’te verilen
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DAD1 C, Sig=280,4 Ref=off (HE 4 6 S7 P1\AN 8 2020-08-10 13-39-56\HE 4 6 S7 P1.D)

1600

1400

1200

1000 -

400

27.136

29.769

30.430
31.362

8
; ;g§

Sekil 3.57. Saf olarak izole edilen Hekzan: Etilasetat 40:60 S7 P1’in YPSK
kromatogramu

1333

39.101
41,683
[42.368
49.391
DG

*DAD1, 19.903 (2340 mAU, - ) Ref=19.716 & 20.494 of HE 4 6 S7.D

T T T T T T T T
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Sekil 3.58. Hekzan: Etilasetat 40:60 S7 P1’in UV spektrumu

Saf olarak izole edilen Hekzan: Etilasetat 40:60 S7 P1 isimli sekonder
metabolitin analitik kolon ve genel gradient sistemiyle gerceklestirilen YPSK

analizi ve UV spekturumu sirastyla Sekil 3.57 ve 3.58’de verilmistir.
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H:E 4:6 57 P1

NN HARAN

H.E4_6.57_R1
Data Collected on:
Agilant-HMR-vmnza S0
Archive directory:
/hom/dats
Senple diroctory:
H_E_4_6_57_P1_20200227_01
Fidrile: PROTON_ DI

;
{

et A

Pulse Sequence: PROTCH (aZpul)
Solvent: odlad
Data ‘collected on: ¥ob 27 2020

Temp. 21.0 € / 2041 K
Opexator: wamel

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

heg. time 2.281 aec

Wideh 7183.9 ha-

128 repetitions
OEAERVE 1, 5336726238 MAx
DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz
FT size 65536
Totsl time 7 min O mec

[ S S S B S S N NN I N R B et o My Mt M A S M L e e L A

10 9 8 7 s 5 4 3 2 1 -0 ppm

Sekil 3.59. Hekzan: Etilasetat 40:60 S7 P1’in 'TH-NMR spektrumu

HiR 416 87 P :

Sample Name: HIMH
HE 4 687 P1

Data Collected on:
Agilent-HMR—wnmrs600

Archive directory:
/home/data

Sample directory:
H_E_4_6_S7_P1_20200311_01

FidFile: CARBON_D1

Fulse Sequence: CARBON (sZpul)
Solvent: odiod
Data collected on: Mar 12 2020

Temp. 21.0 C / 294.1 K
Operator: vamrl

Rolax. dslay 1.000 asc
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 0.865 sec

Width 37878.8 Hx

10000 repetitions

OBSERVE ©€13, 150.7873994 MHz
DECOUPLE H1, 599.6756222 MHz
Power 43 dB

continuous 1y on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz |
FT size 63536

Total time 5 hr, 10 min

220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0  ppm

Sekil 3.60. Hekzan: Etilasetat 40:60 S7 P1’in 3*C-NMR spektrumu

Bilesige ait NMR spektrumlar1 Sekil 3.59 ve 3.60°ta, NMR datalar ise
Cizelge 3.14’te sunulmusgtur.
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Cizelge 3.14. Hekzan: Etilasetat 40:60 S7 P1’in 'H ve '*C NMR datalar

'H and *C NMR Data of sophorose
" Su(multi, THZ) | 8¢, type
1 5.21 (1H, d, 3.7) 93.95
2 3.46 (1H, dd, 9.7, 3.7) 72.37
3 3.57-3.88 (m) 78.07
4 3.61 (1H, dd, 11.2,6.0) |70.69
5 3.57-3.88 (m) 71.87
6 3.57-3.88 (m) 61.06
1’ 4.60 (1H, d, 7.8) 98.20
2 322 (1H,dd,9.2,7.8) | 70.78
3 3.57-3.88 (m) 73.56
& 3.57-3.88 (m) 70.11
5° 3.57-3.88 (m) 72.44
6 3.57-3.88 (m) 61.05

Hekzan: Etilasetat 40:60 S7 P1 beyazimsi1 sar1 kati bir toz olarak izole
edilmistir.  Yapisinda herhangi bir kromofor bulunmadigindan UV 15181
absorblamamistir. 'H-NMR spektrumu ve NMR verilerindeki karakteristik
bilgilerden, dn 4.60 (1H, d, J = 7.8 Hz) ve ou 5.21 ppm’de (1H, d, J = 3.7 Hz) iki
anomerik karbon igeren disakkarit yapisi gozlenmis olup HMQC spektrumu
yardimiyla bu karbonlarm sirastyla d¢ 98.20 and d¢ 93.95 ppm konumlarinda oldugu
bulunmustur. Bu bulgular, iki monosakkaridin sirasiyla a ve B monomer olmak {izere
zit konfigiirasyonlara sahip oldugunu gostermektedir. Hekzan: Etilasetat 40:60 S7
PI’nin B3C spektrumu, disakkaridin iki heksozdan olustugunu gosteren 12 farkli
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karbon pikinin varligin1 gostermektedir. Soforozun elde edilen 'H ve '3C NMR
verilerinin ve fungal kokenli farkli disakkaritler hakkinda bildirilen Roslund ve
arkadaslarinin literatiirlerinin detayh bir sekilde arastirilmasi ve karsilastirilmasiyla,
acik bir sekilde a, B-soforoz oldugu bulunmustur (Roslund ve ark., 2008). Bilesigin

kimyasal formiilii Sekil 3.61te verilmistir.

Sekil 3.61. Hekzan: Etilasetat 40:60 S7 P1’in kimyasal formiilii
a, B-Soforoz
(25, 3R, 48, 58, 6R) -6- (hidroksimetil) -3 - (2R, 38, 4R, 5R, 6S) -3.4,5-
trihidroksi-6- (hidroksimetil) tetrahidro-2H -piran-2-il) oksi) tetrahidro-2H-piran-
2.,4,5-triol
Kimyasal formiil:C12H22011
Gergek agirlik: 342,12

Molekiil agirligi: 342,30

3.3.8. a,p- Sellobiyoz (Hekzan: Etilasetat 40:60 S7 P2)

Saf olarak izole edilen Hekzan: Etilasetat 40:60 S7 P2 bilesiginin analitik
kolon ve genel gradient sistemiyle ger¢eklestirilen YPSK analiz sonucu ve UV

spektrumu sirasiyla Sekil 3.62 ve 3.63’te verilmistir.
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DADT B, Sig=254.4 Ret=off (DILAR, PZ TESTVAN 8 2020-12-22 12-10- FZD)

175

150

125

100

T T T T T T
10 20 30 40 50 mi

Sekil 3.62. Hekzan:Etilasetat 40:60 S7°nin YPSK kromatogram

*DAD1, 21.455 (2290 mAU, - ) Ref=21.254 & 21.881 of HE 4 6 S7.D
mAU —
2000 —
1500 —
1000 —
500 —
T T T T T T T T T
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Sekil 3.63. Hekzan: Etilasetat 40:60 S7 P2 nin UV spektrumu

Hekzan: Etilasetat 40:60 S7 P2 isimli sekonder metabolitin Sekil 3.64 ve
3.65’te verilen NMR spektrumlar1 ve Cizelge 3.15’te verilen NMR datalar

yorumlanarak bir disakkarit birimi sellobiyoz oldugu bulunmustur.

127



o [ T = I T R T T O
o T T R R
M o F EEE e H R
\/ \V NS NN

(E B4 B3 B2 51 BN 43 48 47 46 45 44 43 42 41 40 39 2E 37 36 3L 34 33 3Z 31 30 24
f1 (ppn)

Sekil 3.64. Hekzan: Etilasetat 40:60 S7 P2’nin 'H-NMR spektrumu

1300

1200

1100

+ 1000

L300

200

elii]

FE0n

I-500

]

200

[-2o0

+100

o

L-100
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Rt e Ytk

H_E 4_6 8792
Data Collected om:
Agilent-HMR-vnmESE00
Archive directory:
/home (data
Sample directory:
H_E_4_6_87_P2_20200612_01
FidFile: CARBOH_ 01

Pulse Sequence: CARBON (sZpul)
Solvent: cd3od
Data collected on: Jun 13 2020

Temp. 22.0C [ 295.1 K
Operator: vomel

Relax, delay 1.000 sec
Fulse 45.0 degrees

Aog. time 0.865 sec

Width 37878.8 Wz

75000 repetitions

OBSERVE (€13, 150.TES1068 MHz
DECOUPLE H1, 599. 6638306 Maz |
Bower 43 dB

continucusly on |
WALTZ=16 modulated
DATA FROCESSING

Line broadening 0.5 Hz
FT size 65536

Tetal time 38 hr, 51 min

L L L B B 2 0 e e e e e R B DR

200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 PPm

Sekil 3.65. Hekzan: Etilasetat 40:60 S7 P2’nin *C-NMR spektrumu

Cizelge 3.15. Hekzan: Etilasetat 40:60 S7 P2’nin 'H ve *C NMR datalar

'H and *C NMR Data of cellobiose

# Sn (multi, J[Hz]) d¢, type

1 5.14 (1H, d, 3.7) 93.88

2 |3.61(1H,dd, 9.8,3.7) 71.87

3 3.57-3.88 (m) 71.98

4 3.54 (1H, dd, 11.2, 6.0) 78.02

5 |3.57-3.88 (m) 70.75

6 |3.57-3.88 (m) 60.60

I’ |4.50(1H, d,7.8) 98.19

2’ 3.16 (1H, dd, 9.2, 7.8) 73.82

3 |3.57-3.88 (m) 76.16
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Cizelge 3.15. Devam

# Ou (multi, J[Hz]) dc, type
4 3.57-3.88 (m) 70.12
5 3.57-3.88 (m) 76.63
6’ 3.57-3.88 (m) 61.25

Hekzan: Etilasetat 40:60 S7 P2 sar1 renkte amorf bir kati olarak izole
edilmistir. Bilesikte herhangi bir kromofor grubu olmadigi icin UV absorbsiyon
yapmamustir. 'H ve '3C NMR verileri soforozda belirtilen disakkarit yapisina benzer
bir diizen igerisinde gériinmektedir. '3 C NMR spektrumunda 12 karbon piki agiga
cikarmis olup bu iki heksoz monomerinin olusturdugu bir disakkarite isaret
etmektedir. Verilerin incelenmesi ve Roslung ve arkadaslarinin literatiirlerindeki
verilerle kiyaslanmasi sonucu bilesigin Sekil 3.66’da gosterilen a,p-sellobiyoz

oldugu sonucuna varilmistir (Roslund ve ark., 2008).

OH OH
4, ¢ @) 4 8 0O
l_ﬁ)o 3 OH" |90 3 Ol'b1H

Sekil 3.66. Hekzan: Etilasetat 40:60 S7 P2 nin kimyasal formiilii
a,B-Sellobiyoz
(2S, 3R, 4R, 58, 6R) -6- (hidroksimetil) -5 - (((2S, 3R, 4S8, 58S, 6R) -3.,4,5-
trihidroksi-6- (hidroksimetil) tetrahidro-2H -piran-2-il) oksi) tetrahidro-2H-piran-
2,3,4-triol
Kimyasal formiil:C12H22011
Gergek agirlik: 342,12

Molekiil agirligi: 342,30
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4. TARTISMA

Deniz kaynakl Rhizopus oryzae Went & Prins.Geerl. mantar1 hakkinda yapilan
literatiir taramasi sonucu daha once yapilan farmakognozik calismaya ait bir kayit
bulunamamistir. Bu mantar enzim iiretimi, organik asit sentezi ve c¢esitli fermente
gidalarda kullanilmaktadir. Calismalarimiz sonucu dokuz sekonder metabolit izole
edilerek yapist aydinlatilmistir. Bu metabolitlerden dort tanesi ilk kez kesfedilen yeni
mikofenolik asit tiirevleridir. Trivial isimleri “penicacid H, penicacid I, penicacid J
ve penicacid K”dir. Diger izole edilen bilesikler daha énceden farkl kaynaklardan

elde edilmistir.

Bu metabolitlerden aurasperon D, daha 6nce mangoda bulunan Aspergillus
niger’den (Ghosal ve ark., 1979), depolanan pamuk tohumlarinda bulunan
Aspergillus niger *den(Ehrlich ve ark., 1984) iiziimlerde bulunan Aspergillus niger
C-433’ten (Bouras ve ark., 2005), Heteroscyphus tener (Steph.) Schiffn. bitkisinde
endofitik olarak bulunan Aspergillus niger’den(Li ve ark., 2013), Misir’mm Kizil
Deniz kiyilarindan toplanan Echinodictyum flabelliforme siingerinden elde edilen
mantar Aspergillus flavus Af/MMA 2018’den (Awady ve ark., 2019), Parmotrema
ravum likeninin talluslarindan izole edilen Aspergillus niger Tiegh mantarindan
(Padhi ve ark., 2020) izole edilmistir. Padhi ve arkadaslarmm c¢aligmasinda
Aspergillus niger Tiegh mantarimdan elde edilen aurasperon D’nin antimikrobiyal

etkisi arastirilmis fakat herhangi bir etki gozlenmemustir.

Diger bir metabolit olan dianhidroaurasperon C daha dnce ¢6l bitkisi Fallugia
paradoxa’tan elde edilen Aspergillus tubingensis’ten (Zhan ve ark., 2007), Melia
azedarach’tan izole edilen Aspergillus sp. KJ-9 endofitik mantardan (Xiao ve ark.,
2014), deniz kaynakli mantar Aspergillus foetidus KMM 4694°ten (Antonov ve ark.,
2019), kahverengi alg Leathesia nana’dan elde edilen Aspergillus sp. XNM-4’ten (K.

Xu ve ark., 2019) izole edilmistir. K. Xu ve ark. tarafindan yiiriitiilen ¢alismada
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sitotoksik aktivitesi incelenmis fakat yeterli bulunmamistir. Aspergillus tubingensis
G131 susundan da izole edilmis ve antioksidan etki bakimindan arastirilmig fakat

basarili sonug almamamistir (Carboué ve ark., 2019).

Daha eski tarihli bagka bir calismada Aspergillus M39 susundan
saflastirilmis dianhidroaurasperon C ve rubrofusarin B’nin KB hiicrelerinde
coklu ila¢ direncini tersine ¢evirmede etkili oldugu bulunmustur(lkeda ve ark.,

1990).

Asperpiron A, Aspergillus niger'den izole edilen dogal bir bilesiktir, bis-
nafto-y-piron (BNP) olarak adlandirilan 6nemli bir aromatik poliketid grubunda
yer almaktadir ve cesitli biyolojik (antitiimér, antimikrobiyal ve antioksidan)
aktivitelerine sahiptir. Bu aktivitelerinin yam1 swra yapilan bir arastirmada
Asperpiron A'nin  osteoklastogenez lizerindeki etkilerini arastrmak ve
mekanizmasint kesfetmek amaglanmistir. Asperpiron A'nin, konsantrasyonu 1
um'ye ulastiginda ve sitotoksisite olmaksizin (10 pm'ye ulasana kadar) RANKL
ile indiiklenen osteoklastogenezi inhibe ettigini bulunmustur. Arastirma
sonucunda Asperpiron A’nin, NFATc1, Ca? * sinyali ve oksidatif stresin yani sira
MAPK ve NF-kB sinyal yollarin1 baskilayarak RANKL kaynakli osteoklast
olusumunu zayiflattig1 tespit edilmis ve bu sonu¢ da bu bilesigin osteoporozun
onlenmesi veya tedavisi i¢in potansiyel bir aday ilag olabilecegini gostermektedir

(X. Chen ve ark., 2019).

Bir deniz yosunu olan Sargassum sp.'den izole edilen deniz kaynakli
Aspergillus niger SCSIO Jcsw6F30’dan, 11 asperpiron tipi bilesikler izole
edilmistir. Yapilan bir calismada tiim BNP'ler, insan tiimor hiicrelerine (IC50> 30
uM) kars1 zayif sitotoksisite gostermistir. Asperpiron A belirgin COX-2-inhibitor
aktivite sergilemistir (Fang ve ark., 2016). Bir baska ¢alismada ise Japonya,
Sakai'de toprak orneklerinde bulunan A. niger’den izole edilen asperpiron A'nin
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Taq DNA polimeraz iizerinde inhibe edici aktivite gOsterdigini bildirilmistir

(Lima ve ark., 2019).

Izole edilen metabolitlerden soforoz ise daha dnce ari siitiinden (Siddiqui ve
Furgala, 1965) ve Candida bombicola mayasmdan izole edilmistir. Candida
bombicola mayasi tarafindan sophorolipidlerin iiretimi sirasmmda az miktarlarda
serbest soforozun varligini tespit edilmistir. Soforozun aciga ¢ikmasinin,
soforolipidlerin hidrolizi sonucu aciga c¢ikan asetillenmis soforoz tiirevlerinden

kaynaklandig1 diisiiniilmektedir (Al-Jasim ve ark., 2016)

Disakkarit soforoz ile hidroksile yag asitlerinin birlesiminden olusan
soforolipidler yiizey aktif 6zellikte maddelerdir ve 40 y1li agkin siiredir bilinmektedir.
Ticari olarak bu molekiiller, Starmerella bombicola mayasindan elde edilir ve yiizey

aktif maddeler i¢in yenilenebilir bir alternatif sunmaktadir (Delbeke ve ark., 2018).

Sellobiyoz ise B—(1,4") glikozidik bag ile baglanan iki glikoz molekiiliinden
olusur. Glikozidik bagdaki konfiglirasyonu maltozdan farklidir. Maltozda oldugu
gibi, sellobiyozun aglikonu da bir hemiasetaldir ve o veya P olabilir. Aglikon bir
hemiasetal oldugu i¢in sellobiyoz mutarotasyona ugrar. Ayni sebepten dolay1
selobiyoz bir indirgeyici sekerdir (Ouellette ve Rawn, 2018). Sellobiyoz, tim
birimlerin B-1,4"-glikozidik baglarla bagli oldugu bir homopolisakkarit olan

seliilozun hidrolizi ile iiretilir (Ouellette ve Rawn, 2015).

Sellobiyozun hidroliz ile agia ¢ikmasi R. oryzae mantarinm seliilaz iiretmis
oldugu sonucuna varmamizi saglamistir. Daha Once yapilan c¢alismalarda da R.

oryzae mantarinin enzim liretme yetenegi bildirilmistir (Kupski ve ark., 2015).

133



R. oryzae mantarindan izole edilen tiim yeni metabolitler mikofenolik asit
tiirevleridir. Mikofenolik asit, antibakteriyel, antifungal, antiviral, immiinosupresif ve
antikanser etkilere sahiptir ayrica klinikte organ nakli sonrasmda viicudun organi
reddetmesine engel olmak i¢in viicudun bagisiklik sistemini zayiflatma amaciyla
diger ilaglarla birlikte kullanilmaktadir (Siebert ve ark., 2017). Bu bilgilerden
hareketle deniz kaynakli R. oryzae mantarmin umut vadeden ve arastirilmasi gereken

bir potansiyel biyoaktif metabolit kaynagi oldugu diistiniilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Ulkemizde yeni bir arastirma alani ve bu konuda yapilan ikinci tez galismasi
olmasi kapsaminda bu tezde gergeklestirilen ¢aligmalarin amaci, deniz kaynakli
mantardan biyoaktif sekonder metabolitlerin izolasyonu ve bu ekstrenin 3 farkl

biyoaktivitesi arastirilmistir.

Bu konuda gergeklestirilen ¢alismalarin amaci deniz kaynakli mantarlardan
elde edilebilecek ¢ok farkli kimyasal yapilarda sekonder metabolitler izole etmek ve
bu metabolitlerin biyoaktivitelerini arastirmaktir. Ozellikle heniiz etkili tedavilerin
bulunmadig cesitli hastaliklar icin yeni ilag molekiillerine ihtiya¢ duyulmaktadir.
Bircok kanser tiirli, viral ve fungal enfeksiyonlar, inflamatuar hastaliklar ve
norodejeneratif  hastaliklar  basariyla  tedavi  edilememektedir.  Patojenik
mikroorganizmalarin antibiyotiklere ve kanser hiicrelerinin antitiimor ilaglara karst
direng gelistirmesi de yeni ilag arayislarina yol agmaktadir. Bu durum geleneksel ilag
kaynagi olan dogal kaynaklara yonelimi arttirmaktadir. Yapilan ¢alismalar sonucu
ilac kesfetmek ve gelistirmek i¢cin dogal {iriinlerin ve/veya sentetik varyasyonlarla
yeni yapilarm olusturulmasmin olduk¢a yaygm ve verimli oldugu sonucuna

varimistir.

Dogal kaynaklar arasinda en c¢ok ihmal edilmis olan deniz canlilar1 ve bu
canlilardan elde edilen mantar ve bakterilerin arastirilmaya deger, yiliksek kimyasal
cesitlilik ve yiiksek biyoaktivite gostermeleri nedeniyle son yillarda daha ¢ok dikkat
cekmektedir. Bugiline kadar cesitli saglik otoritelerinden onay almis 14 deniz
kaynakl bilesik bulunmaktadir. Bunlarm ¢ogu diinya ¢apinda en 6nde gelen 6liim
nedenlerinden kanser tedavisinde etkili bilesiklerdir. Su an klinik ¢aligmalari devam

eden onlarca bilesik de yine ¢esitli kanser tiirlerinde etkili bulunmustur.
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Calisma planimiz; Rhizopus oryaze deniz kaynakli mantarmm ham ekstresinin
hem YPSK analizi hem de ekstrenin biyoaktivite taramalari ile baslanmis olup orta
diizeyde sitotoksik ve antimikrobiyal aktivite gozlendiginden cesitli sekonder
metabolitlerin izolasyonunun gergeklestirilmesi ardindan bu metabolitlerin YPSK,
NMR ve diger spektroskopik yontemlerle yapilarinin aydmlatilmas: seklinde
gerceklestirilmistir.

Calisma sonunda mikofenolik asit-7-O-glukopiranozid tiirevi, mikofenolik asit-
7-O-glukopiranozid metil esteri, mikofenolik asit-7-O-glukopiranozid metil ester
tirevi ve mikofenolik asit-7-O-glukopiranosid yapisinda dort yeni metabolit izole
edilmis ve yapilar1 aydinlatilmistir. Bugiine kadar olan literatiirler arastirildiginda bu
dort maddenin daha once higbir tiirden izole edilmemis yeni maddeler oldugu tespit
edilmistir. Mikofenolik asit inozin monofosfat dehidrogenaz inhibitorii etkili ve
klinikte kullanilan bir bilesiktir. Ozellikle aktive olmus lenfositlerde de novo piirin
sentezini engellemektedir. Penicillium brevicompactum, P. stoloniferum ve P.
scabrosum, P. nagemi, P. szaferi, P. patus-mei, P. griseobrunneum ve P. viridicatum
gibi toprakta bulunan mantar tiirler tarafindan diger tiirevlerinin {iretildigi
kesfedilmistir. izole edilen diger bilesikler ise aurasperon D, dianhidroaurasperon C,
asperpiron A, sellobiyoz ve soforozdur. Ham ekstre ile antioksidan, antimikrobiyal
ve sitotoksik aktivite testleri gergeklestirilmis, sitotoksik ve antimikrobiyal aktivite

orta diizeyde gozlenmistir.

Bu c¢alisma sonucunda ¢ok sayida metabolit izole edilmis olmasi ve bunlarin
biyoaktivite potansiyelinin bulunmasi deniz kaynakli canlilar iizerinde daha cok
calisma yapilmasi gerektigini gostermektedir. Daha detayli arastirmalar sonucu ¢ok
daha farkli kimyasal yapida ve farkli biyoaktiviteler gosteren bilesikler izole
edilebilir ve bunlar dogrudan veya modifikasyonlarla klinikte kullanilabilecek forma

dontstiiriilebilir.
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Bu calisma Rhizopus oryaze iizerinde sekonder metabolit izolasyonu ve
biyoaktivite arastirmasi konusunda ilk calismadir. Gergeklestirilen biyoaktivite
testlerinden farkli olarak antiviral, antifungal, antienflamatuar ve noroprotektif

aktivite gibi testler yapilabilir ve etki taramasi genisletilebilir.
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OZET

Rhizopus oryzae Mantan Uzerine Farmakognozik Arastirmalar

Denizler ve okyanuslar, yeni terapdtik ajanlarin gelistirilmesi i¢in biiylik potansiyele
sahip degerli bir kaynag temsil eden biyolojik olarak aktif sekonder metabolitlere sahip ¢ok
cesitli tiirleri icerir. Deniz kaynakli mantarlar, kimyasal yapilarindaki ve biyolojik
aktivitelerindeki gesitliliklerinden dolayi, biyolojik olarak aktif iiriinlerin yeni umut verici
kaynaklar1 olarak biiyiik ilgi gormektedir.

Bu tezin amaci, deniz siingerinden (Dendrectilla tremitensis) izole edilen Rhizopus
oryzae Went & Prins.Geerl. mantar tarafindan iiretilen sekonder metabolitlerin aragtirilmasi
ve mantar ekstresinin antioksidan, sitotoksik ve antimikrobiyal aktivitelerinin
degerlendirilmesidir. Bu deniz mantari, ekstresinin YPSK-UV analizi ve daha 6nce bu
konuda yapilan bir ¢alisma olmadig i¢in se¢ilmistir.

Silika jel tatbik edilen vakum likit kromatografisinde (VSK) hekzan, etil asetat,
dikolorometan ve metanol solvan sistemleri kullanilarak ham ekstreden 13 fraksiyon elde
edilmistir. Segilen fraksiyonlar sefadeks kolona uygulanmis ve sonrasinda ITK analizleriyle
alt fraksiyonlara ayrilmustir. Fraksiyonlardan sekonder metabolitlerin saflastiriimasi igin
yiksek basingli s1vi kromatografisinde semipreparatif kolon kullanilmugtir.

Sonug olarak, deniz kaynakli Rhizopus oryzae mantarindan nafto y-piron, disakkarit,
aromatik poliketid tiirevleri gibi farkli etken madde gruplarina ait 8 maddenin yapisi
aydmlatilmigtir. Yaptigimiz aragtirmalar sonucunda elde ettigimiz bilgiye gore dort madde
ilk kez izole edilen yeni maddelerdir. Yap1 tayininde LCMS-TOF ve 'H, *C ve iki boyutlu
NMR teknikleri kullanilmuistir.

Mantarin ham ekstresinin antimikrobiyal, antioksidan ve sitotoksik akvitelerine
bakilmistir. Minimum Inhibitér Konsantrasyonu 6lciilerek yapilan antimikrobiyal aktivite
testleri sonucunda S. aureus’a karst MIC: 31,25 pg/mL degerinde orta derecede
antimikrobiyal aktivite tespit edilmistir.

DPPH, SO, NO, ABTS yontemleri kullamlarak yapilan antioksidan aktivite tayininde
Rhizopus oryzaenin yapilan dort metoda gore antioksidan aktivite gostermedigi
bulunmustur. Rhizopus oryzae’min MTT yontemi kullanilarak yapilan sitotoksik aktivite
tayininde, HCT -116 kolon kanserine kars1 kayda deger (16,7 pg/ml IC50) bir sitotoksik etki
gosterdigi tespit edilmistir.

Deniz kaynakli mantarlardan yeni biyolojik olarak aktif metabolitlerin izolasyonu ve
tanitmlanmasi amaciyla, bir deniz siingeri (Dendrectilla tremitensis) drneginden izole edilen,
Rhizopus oryzae mantarinda bulunan biyoaktif bilesenleri inceledik. Ham ekstrenin
kromatografik yontemlerle analizi sonucu bu mantardan 8 madde izole edilmistir. Yapilan
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analizler sonucu dordiiniin yeni etken maddeler oldugu dogrulanmustir. Bunlar 3-metoksi
mikofenolik asit 7-O-glukopiranozid metil ester tiirevi trivial adiyla penicacid H, 3 -metoksi
mikofenolik asit-7-O-glukopiranozid tlirevi trivial adiyla penicacid I, 3-metoksi-mikofenolik
asit 7-O glukopiranozid metil ester tiirevi trivial adiyla penicacid J ve 3-metoksimikofenolik
asit 7-O glukopiranozid metil ester tiirevi trivial adiyla penicacid K’dir. Bu maddeler daha
once herhangi bir kaynaktan izole edilmemistir.

Bu ¢aligmada sunulan sonuglara ve literatiir kayitlarina gore, deniz kaynakli mantarlar
iceren deniz ortaminin miilkemmel bir dogal {irlin ve ilag endiistrisinin gelisimi i¢in son
derece dnemli olan benzersiz biyoaktif metabolitlerin kaynagi oldugu sonucuna varabiliriz.

Anahtar Sozciikler: Deniz kaynakli dogal iirlinler, deniz kaynakli mantarlar, Rhizopus
oryzae
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SUMMARY

Pharmacognostical Investigations on Rhizopus oryzae Fungi

Seas and oceans contain a wide diversity of species with biologically active secondary
metabolites that represent a valuable source with great potential for the development of novel
therapeutic agents. Marine-derived fungi are of great interest as new promising sources of
biologically active products due to their diversity in chemical structures and biological
activities.

The objective of this thesis was the investigation of the secondary metabolites
produced by Rhizopus oryzae Went & Prins.Geerl. isolated from the marine sponge
(Dendrectilla tremitensis) and the assessment of antioxidant, cytotoxic and antimicrobial
activities of fungi extract. This marine fungi was chosen, based on its HPLC-UV analysis
and no previous studies on this subject. The crude extract was subjected to vacuum liquid
chromatography (VLC) on silica gel employing a step gradient of n-hexane-EtOAc,
dichloromethane and methanole to givel3 fractions. Selected fractions was subjected
sephadex column chromatography than thin layer chromatography. Semipreparative HPLC
was used to purify secondary metabolites.

In conclusion, a total of 8 were successfully identified comprising diverse structural
groups including naphtho-y-pyrons, disaccharides and aromatic polyketide derivatives from
the sponge-associated fungus Rhizopus oryzae in this study, to the best of our knowledge,
four of which were confirmed as new natural products. The structures of the compounds
were elucidated by performing mass spectrometry as well as one and two-dimensional
nuclear magnetic resonance (NMR) experiments. The fungal extract was examined for
antimicrobial, antioxidant, and cytotoxic activities. For antimicrobial activity determination
minimum inhibitory concentration was calculated and as a result, it was found that the crude
extract has antimicrobial activity against S. aureus with MIC: 31.25 pg/mL value.

Antioxidant activity of the crude extract was determined by DPPH, SO, NO, ABTS
methods. According to the obtained results, Rhizopus oryzae didn’t show any antioxidant
activity by all methods. The cytotoxic activity of Rhizopus oryzae extract against HCT -116
colon cancer cells was evaluated by using MTT assay. The results show that crude extract
shows significant (16,7 pg/ml IC50) cytotoxic activity.

With the goal of isolation and identification of novel biologically active metabolites
from marine-derived fungi, we have investigated the bioactive constituents from a sponge-
derived fungal Rhizopus oryzae. Chromatographic separation of the crude extract obtained
from this fungal strain, yielded 8 compounds, in this study, to the best of our knowledge,
four of which were confirmed as new natural products. These compounds are: 5-methoxy
mycophenolic acid-7-O-glucopyranoside that was trivially named as penicacid H, of 5-
methoxy mycophenolic acid-7-O-glucopyranoside that was trivially named as penicacid I, 3-
methoxy mycophenolic acid derivative-7-O-glucopyranoside methyl ester that was given a
trivial name penicacid J,and 3-methoxy mycophenolic acid derivative-7-O-glucopyranoside
methyl ester that was given a trivial name penicacid K.
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According to the results presented in this study and literature backgrounds, we can
conclude that the marine environment including marine-derived fungi are an excellent source
of natural products and a source of unique bioactive metabolites, which are extremely
important for the development of the drug industry.

Keywords: Marine derived natural products, marine derived fungi, Rhizopus oryzae
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