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OZET

MATRIN VE OKSIMATRININ MIKROBIYAL TRANSFORMASYONU VE
METABOLITLERININ KOLINESTERAZ INHIBISYONU

Ecz. Ayse Esra KARADAG
Farmakognozi Anabilim Dali

Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, May1s, 2017
Danisman: Prof. Dr. Fatih DEMIRCI

Mikrobiyal transformasyon; farkli mikroorganizma ya da bu mikroorganizmalarin
enzimlerinin kullanilmasiyla belirli substratlarin yeni metabolitlere doniistiiriilmesi i¢in
kullanilan biyoteknolojik yontemlerdendir. Bu yontem sagladigi avantajlardan dolay1
kimya, gida ve ilag endistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Yeni dogal
maddelerin kesfi ve liretimi amactyla farmakognozi biliminde de ilgi ¢ekmektedir.

Halk arasinda ac1 meyan/aci piyan olarak bilinen, Fabaceae familyasi iiyelerinden
Sophora tiirlerinde sekonder metabolit olarak bulunan matrin ve oksimatrin, kinolizidin
alkaloitleri grubundadirlar. Matrin ve oksimatrinin; kardiyak iskemi, viral hastaliklar,
hepatit B, kanser gibi hastalik ve semptomlar {izerinde ¢aligsmalar1 mevcuttur.

Bu calismada, matrin ve oksimatrin 30 farkli bakteri, maya ve fungus kullanilarak
mikrobiyal biyotransformasyonu incelenmistir. Matrin  substratindan =~ Mucor
ramannianus ve Enterococcus faecalis ile biyotransformasyonu sonucu yeni 2 metabolit
olusmustur. Oksimatrin substrat1 ile 5 farkli mikroorganizma ile biyotransformasyonu
sonucu matrin metabolit olarak elde edilmistir. Once ince tabaka kromatografisi (ITK)
ile tespit edilen saflagtirllmis metabolitlerin yapis1 sivi  kromatografisi/kiitle
spektroskopisi (SK/KS) ile kismen aydinlatilmistir. Metabolit ve substratlarin in vitro
antibakteriyel, antikandidal, antienflamatuvar, anti-helikobakter, antitiiberkiiloz
ozellikleri ve asetilkolinesteraz/butirilkolinesteraz inhibisyonu karsilastirmali olarak
incelenmistir. Test konsantrasyonlarinda in vifro aktivite deneyleri sonucunda
numunlerin kayda deger bir inhibisyona yol a¢madigi ve etkinlikte olmadig

gbzlemlenmistir.

Anahtar Kkelimeler: Matrin, oksimatrin, mikrobiyal transformasyon, antimikrobiyal

etki, kolinesteraz aktivite



ABSTRACT
BIOTRANSFORMATIONS OF MATRINE AND OXYMATRINE AND THE
CHOLINESTERASE ACTIVITY OF METABOLITES

Pharm. Ayse Esra KARADAG
Department of Pharmacognosy
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, May, 2017

Supervisor: Prof. Dr. Fatih DEMIRCI

Microbial transformations are green biotechnological processes where different
microorganisms or their enzymes are used to produce new metabolites from defined
substrates. This technique has been utilized in chemical, food and pharmaceutical
industries in recent years due to its advantages, also in pharmacognosy for the discovery
and production of natural drugs.

Matrine and oxymatrine are members of the quinolizidine alkaloids, which
naturally occur in Sophora species known as “act meyan” or “piyan” of the Fabaceae as
secondary metabolites. /n vitro and in vivo studies with matrine and oxymatrine on
cardiac iscemia, viral symptoms and hepatitis B, anticancer, etc. are reported.

In this present study, matrine and oxymatrine were subjected to microbial
biotransformations by using 30 different bacteria, yeast, and fungi, respectively. The
biotransformation of matrine by Mucor rammanianus and Enterococcus faecalis
produced 2 new metabolites. in the isolation and characterization. Oxymatrine was
biotransformed by 5 different microorganisms to produce matrine. The metabolites were
intially identified by thin layer chromatography (TLC) and characterized by liquid
chromatography/mass spectroscopy (LC/MS). Furthermore, the purified metabolites
and substrates were subjected comparatively to in vitro antibacterial, anticandidal, anti-
oxidant, antituberculosis evaluations and cholinesterase inhibition assays. All tested
samples were not active at the tested concentrations and without significant inhibitory

effects.

Keywords: Matrine, oxymatrine, microbial transformation, antimicrobial activity,

cholinesterase activity
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1. GIRIS VE AMAC

Gegmiste tedavi amagli kullanilan materyaller bitkisel kaynaklardan ekstre
edilmigtir. Daha sonralar ilaglar sentetik olarak iiretilmis ve daha kolay bir kullanima
sunulmustur. Ancak son zamanlarda biyoaktif dogal bilesiklere olan ilginin tekrardan
artmaya basladig1 goriilmektedir. Fakat g6z oniinde bulundurulmas: gereken en énemli
husus, bitkilerden ekstre edilerek elde edilen dogal bilesiklerin miktarinin oldukca
diisiik oldugudur. Bu baglamda biyoteknolojik uygulamalarla, kimyasal yollarla
istenildigi gibi TUretilemeyen ya da dogal kaynaklardan izolasyonu ekonomik
kisitlamalar nedeniyle miimkiin olmayan ilag, aroma ve gida katki hammaddelerinin

kolaylikla sentezlenebilmesi ve iiretilebilmesi miimkiin olmustur.

Mikroorganizmalar, sahip olduklar1 enzim sistemleri ile substratlara etki ederek
bulunduklar1 ortamda ¢esitli doniisiimlerin ger¢eklesmesine imkan saglamaktadir. Aktif
halde bulunan suslarin, sivi besiyerlerinde substratla etkilesmesi sonucu elde edilecek
metabolitler, substrattan daha aktif ve daha az toksik maddeler olabilmektedir.
Mikrobiyal transformasyon c¢ok eski zamanlardan beri kullanilagelen bir yontemdir.
Cesitli mikroorganizmalarla fermentasyonlar ile elde edilen iiriinler, M.O. 10.000’lerde
Mezopotamyalilar ve Stimerler tarafindan kullanilmaktaydi. Babil’de mayalama ile bira
yapimmin tarifini anlatan M.O. 6000’e ait bir kil tablete rastlanmistir. 1864 yilinda
Pasteur Acetobacter aceti ile etanolii asetik asite doniisiimii gostermistir. 1934 yilinda
ise biyotransformasyon teknolojisi efedrin iiretiminde kullanilmistir. Dahasi, dogal
olarak elde edilmesi zor olan pek ¢ok bilesigin iiretiminde pratik bir yontem olarak
endiistriyel olarak kullanilmaktadir. Mikrobiyal transformasyon yontemi ile dogal
maddelerden yola c¢ikarak iiretilen yeni bilesikler de dogal bilesikler olarak kabul
gormektedir, bu dogrultuda farmakognozinin de ilgi alanina girmektedir (Dutta vd.,
2001, s. 23).

Proje kapsaminda substrat olarak kullanilacak maddeler olan matrin (1) ve
oksimatrin (2), dogal olarak Sophora tiirlerinin koklerinden izole edilebilmektedirler.
Bu maddeler kinolizidin alkaloitleri yapisinda olup, ¢esitli biyolojik ve farmakolojik
etkilere sahiptirler (Kinghorn vd., 1984, s. 105). Sedatif, inotropik, antipiretik,
antitimor etkileri ve Hepatit B iizerinde aktiviteleri kaydedilmistir (Ma vd., 2008, s.
245; Zhang vd., 2006, s. 1055; Ding vd., 2006, s. 4748). Bunun yani1 sira matrin (1) in
K-opoid reseptorii ve p-reseptdr agonisti oldugu ve antinosiseptif aktivitesi oldugu

bilinmektedir (Higashiyama vd., 2005, s. 845; Zhou vd., 2008, s. 931).
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Klinik olarak oksimatrin (2) in matrin (1) den daha aktif oldugu bilinmektedir.
Oksimatrin (2) in kalp aritmilerini diizenledigi ¢alismalarda kayithidir. Matrin (1),
antiinflamatuar etkili bilesiklerle kombine edildiginde ekzama, psoriazis ve

norodermatitte kullanilmaktadir (Zhu vd., 2001, s. 44; Ding vd., 2002, s. 48).

a

Sekil 1.1. Matrin (1) ve oksimatrin (2)in bitkisel kaynaklari,; (a) Japon Soforast (Sophora

Jjaponica L.), (b) S. flavescens Aiton, (c) Sophorae radix

Asetilkolin  beynin bellek bolgesindeki Onemli bir nodrotransmitterdir.
Asetilkolinesteraz inhibitorleri Alzheimer Hastaligi’nin tedavisinde kullanilmaktadir.
Viicuttaki asetilkolinesteraz enzimi inhibe edilerek Alzheimer Hastaligi’nda azalan en
onemli norotransmitter olan asetilkolinin sinaptik aralikta konsantrasyonunun artmasini
saglar. Alzheimer hastaliginin tedavisinde asetilkolinesteraz inhibitorleri c¢esitli
mekanizmalarla yararli olabilir. Erken tedavi faydalar1 postsinaptik noronlarin
stimiilasyonu ve presinaptik hiicrelerden norotransmiter salinimini arttirarak olur.
Asetilkolin miktarint arttirmak ndronlarin genel aktivitesini arttirarak noroprotektif etki
olusturabilir (Mega vd., 2001, s. 65). Dahasi, néronal aktivasyonu ve nérotransmisyonu
arttirarak ~ Alzheimer hastalifi  patofizyolojisinden sorumlu olan proteinlerin

degredasyonlarini da arttirdiklart bilimektedir (Franchis vd., 1999, s. 141).



Bu proje calismanin amaci; bitkilerde alkaloit yapisindaki matrin ve oksimatrin
substratlarindan biyotransformasyon ile elde edilecek yeni metabolitlerin tanimlanmasi
ve substrat/metabolit biyoaktivitelerinin in  vitro kolinesteraz inhibisyonu,
antimikrobiyal etki (Gram-pozitif ve -negatif bakteri, Candida, Mycobacterium)
acisindan karsilagtirmali olarak degerlendirilmesidir.

Amaca uygun olarak ¢alismamizda substrat olarak kullanilacak olan matrin (1) ve
oksimatrin (2) bilesiklerinin mikrobiyal transformasyon yolu ile dogal tiirevleri
sentezlenmesi ve biyolojik aktiviteleri incelenmesi hedeflenmistir. 30 farklhi
mikroorganizmanin siv1 besiyerinde iiretilmesinden sonra, substratlarin ayr1 ayr1 ortama
eklenerek yeni maddelere doniistiiriilmesi hedeflenmistir. Uretilen yeni maddeler
besiyerinden uygun kosullarda ekstre edilerek ayrnistirilacak, Ince Tabaka
Kromatografisi (ITK) ile maddelerin varlig1 tespit edilerek daha sonra kiigiik dlgekli
Kolon Kromatografisi (KK) ile izolasyonu ve saflastirilmasit gergeklestirilmistir.
Ardindan bilesiklerin yapis1 Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektroskopisi (GK/KS) ve Sivi
Kromatografisi — Kiitle Spektroskopisi (SK/KS) yontemleri ile aydinlatilmigtir.

2. LITERATUR BILGIiSi
2.1 Alkaloitler

Alkaloitler bitkilerde dogal olarak olusan ve yapilarinda genellikle azot tasiyan
bilesiklerdir (McNaught and Wilkinson, 1997, s. 156). Karbon, azot ve hidrojene
ilaveten oksijen, kiikiirt ve daha nadir olarak klor, brom ve fosfor icerebilirler. Bazik
ozelliktedirler. Tatlar1 genellikle acidir ve kristal yapida bilesiklerdir (Evans, 2008, s.
333).

Alkaloitler funguslar, bakteriler, bitkiler veya hayvanlar tarafindan iiretilebilirler.
Bulunduklar1 yerden asit baz ekstraksiyonu ile tiiketilebilirler. Genis bir etki
spektrumlar1 vardir. Antimalaryal (kinin), astim (efedrin), vazodilatér (vinkamin),
antiaritmik (kinidin), analjezik (morfin), antihiperglisemik (piperin) ornek olarak
verilebilir. Geleneksel ve modern tipta da yaygin olarak faydalanilmaktadir. Ilag kesfi
icin iyi birer baslangi¢ maddesidirler. Alkaloitler toksik 6zellikte de olabilirler (Orn;
atropin, tiibokiirarin).

Alkaloitler kimyasal olarak karbon iskeletlerine (6rn; izokinolin, indol, piridin)

gore smiflandirilabilirler. Ancak alkaloitler i¢in bes major gruptan bahsedilebilir:



Gergek alkaloitler, protoalkaloitler, psddoalkaloitler, poliamin alkaloitleri, peptit ve
siklopeptit alkaloitler.

Yapilarinda oksijen tastyan alkaloitler genellikle renksiz ve kristal yapidadirlar.
Nikotin ve koniin gibi yapisinda oksijen tasimayan alkaloitler ise ugucu, renksiz ve sivi
haldedirler. Berberin (sar1) ve sanguinarin (kirmizi) gibi bazi alkaloitler de renklidirler.
Alkaloitler 6nemli farmakolojik etkilere sahiptirler.

Tez ¢alismamizda substrat molekiilii olarak kullanilan alkaloitler olan matrin (1)
ve oksimatrin (2), kinolizidin grubu alkaloitlerden oldugundan, kinolizidin grubu

alkaloitler hakkinda 6z bilgilere deginilmistir.

2.2. Kinolizidin Grubu Alkaloitler, Biyolojik Aktiviteleri ve Ozellikleri

Kinolizidin grubu alkaloitler bilinen yaklagik 7000 alkaloitin % 2’sini olusturur.
Kendi igerisinde de 6 farkli gruba ayrilabilir: Lupinin ve esterleri, spartein gibi
tetrasiklik kinolizidin alkaloitleri, lupanin, anagyrin, tetrahidrorombifolin, stisin, matrin

(1), multiflorin (Kinghorn and Balandrin, 1984, s. 105).

SesDES0 GOl

Lupinin Spartein Lupanin

solfogaeerS

0
Multiflorin
Sitisin Matrin

Sekil 2.1. Kinolizidin alkaloitlerinin yapisal gruplari

Kinolizidin alkaloitleri Fabaceae ve Genisteae familyalarinin karakteristik
sekonder metabolitidir (Schiitte, 1969, s. 324; Nowacki and Waller, 1977, s. 36).
Kinolizidin grubu alkaloitler diger alkaloitlerin ¢ogu gibi ITK plagi iizerinde
Dragendorff Reaktifi ile teshis edilebilirler. YBSK, kinolizidin alkaloitlerini preparatif
olarak izole edebilmek i¢in uygun bir metottur (Cho and Martin, 1971, s. 46; Wink,
1984, s. 56).
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Sekil 2.2. Kinolizidin alkaloitlerinin biyosentezi

Bu alkaloitler ¢ogu organizma icin toksik Ozelliktedir. Spartein ve lupanin
iizerinde yapilan calismalar bu bilesiklerin antiaritmik ve oksitosik oldugunu
gostermistir. Lupinin hipoglisemik, matrin (1) sitotoksik ve antipiretik, stisin
halusinojenik, anagirin ise teratojenik etki gostermektedir. 150’den fazla kinolizidin
alkaloiti heniiz canli sistemlerde denenmemis ve etkisi arastirilmamistir (Cho vd., 1986,

s. 343; Schultes and Hofmann, 1980, s. 90; Wink, 1984, s. 57). Dogu Asya’da matrin

(1) ve lupinin geleneksel tipta kullanilmaktadir (Cho vd., 1986, s. 343).

Kinolizidin alkaloitleri ¢esitli bakteri ve mantarlar iizerinde ciddi aktiviteleri olan

bilesiklerdir (Wippich and Wink, 1984, s. 57). Etki degerleri 0,5-5 mM arasindadir ve

bu deger toksik bir bilesik i¢in oldukca yliksektir (Wink, 1984, s. 57).



Tablo 2.1. Kinolizidin alkaloitlerinin sahip oldugu bazi biyolojik aktiviteler

BIYOLOJIK AKTIVITE
Antimikrobiyal Lupinler
Antitiimoral Matrin (1) ve oksimatrin (2)
Antiviral Matrin (1) ve oksimatrin (2)
Fungisidal Lupinler
Antioksidan Spartein

2.3. Matrin (1) ve Oksimatrin (2) in Ozellikleri ve Biyolojik Aktiviteleri

Sophora tiirleri diinyada en ¢ok Cin, Japonya ve Avrupa’nin belirli kesimlerinde
yetisen bitkilerdir ve Antik Cin tibbinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Dai vd., 2009,
s. 92). Matrin (1) ve oksimatrin (2), en ¢ok Sophora tiirlerinin koklerinden elde
edilmektedir (Zhou vd., 2014, s. 933).

Matrin (1) ve oksimatrin (2) in sentez yoluyla ¢esitli tlirevleri elde edilmis ve
aktivite iyilestirme caligmalar1 yapilmistir. Bu konuda, mikrobiyal transformasyonla
elde edilen metabolitlerin de s6z konusu aktivitelerde artan bir etkiye sahip olacagi

diistintilmektedir.

2.3.1. Matrin (1)

Matrin (1), Sophora tiirlerinin énemli bir biyoaktif bilesenidir. Ozellikle servikal
kanser konusunda matrin (1) olduk¢ca 6n plana ¢ikmis ve bu konuda g¢alismalar
yapilmistir (Zhang, 2015, s. 1056). Yapilan baska bir ¢alismada da matrin (1) in MTT
Assay ile MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin iiremesini engelledigi anlagilmistir. Matrin
(1) in organizmaya verilmesinden 48 saat sonra, MCF-7 hiicre dongiisiiniin degistigi
saptanmistir. Matrin (1) in bu hiicre dongiisiiniin 6zellikle S-G0-G1 fazlarinda etkili
oldugu belirtilmistir (Shi vd., 2015, s. 461).

Matrin (1) bir flavonoid olan huangqin ile kombine edildiginde egzamada olduk¢a
iyi bir etki gostermistir. Yine Cin’de yapilan bir arastirmada matrin (1) in farelerde
Hepatit B’yi onledigi tespit edilmistir. LPS-Uyarilmis tiimor nekroz faktorii (TNF) ile
interlokin-6 (IL-6) salmimini inhibe ettigi ve Hepatik fibrozisi azalttigi ortaya
konmustur (Long vd., 2004, s. 52).

Ayn1 zamanda toksik bir bilesiktir. Ratlarin HepG2 hiicreleri lizerinde toksisitesi

vardir. Antitiimor aktivitesinin yan1 sira, kemoterapi ve radyoterapinin zararli



etkilerinden korunmak igin diger ilaclarla kombine halde kullanilmaktadir. Insanda

toksik etkisi daha ¢ok karaciger ve sinir sistemi tizerindedir (Li, 2015, s. 98).

2.3.2. Oksimatrin (2)

Kanser ¢alismalarinda oldukea sik calisilmis bilesiklerden olan oksimatrin (2) in
kardiyak aritmilerde ve bazi kalp rahatsizliklarinda incelendigi bilinmektedir (Zhang
vd., 2014, s. 1056). Zhou ve arkadaglarinin 2015’te yapmis olduklar1 bir ¢alismada
sayfa 1056’da belirtildigi tlizere oksimatrin (2) in serebral iskemiye iligkin aktivitesi

saptanmistir.

Cin’de bir geleneksel tibbi ilag olarak oldukc¢a yaygin olarak taninan Sophora
flavescens A., sicak suda ektresi hazirlanmak suretiyle antiviral etkisinden O&tiirii
kullanilmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda da bitki icerisinde yer alan oksimatrin (2) in,
giiclii antiviral etkisinin oldugu ortaya konulmustur (Krishna vd., 2012, s. 1146).

Viral Hepatit C’de oksimatrin (2) ile olumlu sonuglar alinmistir. Oksimatrin (2),
daha toksik bir metaboliti olan matrin (1) e kolaylikla doniisebilmektedir. Bu doniisiim
karaciger mikrozomal enzimleri (HLMs), Bagirsak enzimleri (HIMs) ve CYPA4 ile
kolaylikla gerceklesmektedir (Long vd., 2004, s. 70).

2.4. Matrin (1) ve Oksimatrin (2) in Mikrobiyal Transformasyonu

Calismamizda kullandigimiz kinolizidin alkaloitleri olan matrin (1) ve oksimatrin
(2), dogada baslica Sophora tiirlerinde bulunmaktadir. Oksimatrin (2) organizmada
kolaylikla matrin (1) e doniisebilmektedir (Kinghorn vd., 1984, s. 105). Matrin (1) ve
oksimatrin (2) ile ilgili diger 6zet bilgiler Tablo 2.2.’de verilmistir.



Tablo 2. 2. Matrin (1) ve oksimatrin (2) in fizikokimyasal ozellikleri

MATRIN
Molekiiler Formiil
IUPAC ismi
(7aS,13aR, 13bR,13cS)- CisH24N>0
dodecahydro-1H,5H,10H- Cas No
dipyrido[2,1-£:3°,2°.1"- 519-02-8

if][1,6]naphtyridin-10-one
Molekiiler agirhk g/mol: 248,364

OKSIMATRIN
IUPAC ismi Molekiiler Formiil
(7a8,13aR,13bR,13cS)- Ci5sHuN>O,
dodecahydro-1H,5H,10H-
Cas No

dipyrido[2,1-£3,2°.1°-
CAS No:16837-52-8

Molekiiler agirhk g/mol: 264.37

if][1,6]naphtyridin-10-one 4-

oxide

2.5. Matrin (1) ve Oksimatrin (2) in Biyotransformasyonuyla Tlgili Yapilmis

Cahismalar

Biyotransformasyon, farmakolojik olarak in vivo sartlarda viicuda giren yabanci
maddelerin karacigerde bulunan enzimler tarafindan zararsiz hale getirilmesini saglayan
biyokimyasal reaksiyonlari ifade ederken; mikrobiyal transformasyon, canliligi ve
gelisimi saglanan mikroorganizmalarin bulundugu besi ortamlarina, substrat ilavesi ile
gerceklesen bir seri oksidasyon, rediiksiyon, dekarboksilasyon veya hidroliz vb.
reaksiyonlarim1 kapsayarak yeni metabolitlerin sentezlenmesine denir (Leuenberger,

1990, s. 760).

Biyotransformasyon reaksiyonlarinda mikroorganizmalar disinda biitiin hiicre
sistemleri (canli bitki, bitki doku ve hiicre kiiltiirleri, canli hayvan, hayvan doku ve
hiicre kiiltiirleri ve insan) ile hiicresiz preperatlar (saflastirilmamis ve saflastirilmis
enzimler) da katalizér olarak kullanilabilmektedir (Demirci, 2000, s. 12; Houjin vd.
2006, s. 947; Grogan, 2009, s. 1; Schewe vd., 2011, s. 1886). Ancak mikrobiyal
hiicrelerin katalizledigi biyotransformasyon reaksiyonlariin kisa siirede gerceklesmesi,

mikrobiyal hiicrelerin metabolize edebildikleri substrat c¢esitliliginin fazlalig: ile



mikrobiyal biyotransformasyon diger biitiin hiicre sistemleriyle gergeklestirilen
biyotransformasyonlara gore lstiinliiklere sahiptir (Demirci, 2000, s. 15). Mikrobiyal
transformasyonlarda en sik gergeklesen reaksiyonlar, oksidorediiktaz ve hidrolaz
enzimlerinin katalizlemis oldugu yiikseltgenme ile C-N, glikozit, peptit, ester ve amit
gruplarinin hidroliz reaksiyonlaridir (Loughlin, 2000, s. 50).

Bu reaksiyonlarda rol oynayan enzimler: Oksidorediiktazlar (EC-1), transferazlar
(EC-2), hidrolazlar (EC-3), liyazlar (EC-4), izomerazlar (EC-5), ligazlardir (EC-6)
(Demirci, 2000, s. 20). Ozellikle oksidorediiktazlardan sitokrom P450 (CYP450) enzim
grubu yiikseltgenme reaksiyonlarint ve yukaridaki reaksiyonlarin ¢ogunu katalizleyen
onemli bir monooksijenazdir (Schewe vd., 2011, s. 1886).

Yapilan kaynak arastirmasinda matrin (1) ile yapilmis fungus veya bakterilerin
biitlin  hiicre sistemleri olarak kullanilmasiyla gerceklesen biyotransformasyon
calismasma rastlanmazken, oksimatrin (2) in bir takim mikroorganizmalarla
biyotransformasyonunu konu alan bir yiiksek lisans tezi mevcuttur (Iverson, 2010, s.
76). Bu tezde Penicillum chrysogeneum (ATCC 9480), Cunninghamella blakesleena
(ATCC 9245 ve 8688A), Cunninghamella bainieri (ATCC 9244), Curvularia lunata
(ATCC 12017) ve Fusarium sp. ile oksimatrin (2) in matrin (1) e doniislimii
gerceklestirilmigtir. Ayn1 mikroorganizmalarla matrin (1) in de biyotransformasyonu

denenmis ancak bir sonu¢ alinamamamustir.



3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler

o Anisaldehit (Fluka)

o Aseton (Merck)

o Dimetil siilfoksit (Riedel de Haen)
o Dimetilamin (Merck)

o Etanol (Merck)

o Etil asetat (Carlo Erba)

o Glasiyel asetik Asit (Carlo Erba)

o Glikoz (Fluka)

o Hidroklorik asit (HCI) (Merck)
o Ketokonazol (Merck)

o Kloramfenikol (Sigma)

o Kloroform (Merck)

o Magnezyum siilfat (MgSO4.7H,0)
o Matrin (1) (Sigma)

o Maya ekstresi (Fluka)

o Metanol (Merck)

o N-Butanol (Merck)

o n-Hekzan (Merck)

o Oksimatrin (2) (Sigma)

o Pepton (Fluka)

o Potasyum kloriir (KCl) (Merck)
° Potato Dekstroz Agar (Merck)

o Sabouroud Glukoz Agar (Fluka)
o Sodyum kloriir (NaCl) (Fluka)
o Susuz sodyum siilfat (Fluka)

o Siilfiirik asit (Riedel de Haen)
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3.1.2 Kullanilan sarf malzemeleri

Hazir ITK plaklar1 (ITK-Silicajel 60 GFass, por 15 um Merck), cam pastor

pipetleri, tek kullanimlik plastik kapakli Petri (90 mm x 25, ISOLAB), cam kapakl
Petri (150 mm), tek kullanimlik plastik pipetler (1000, 100 xL), 96 kuyucuklu

mikroplate, vakumlu filtrasyon sistemi, (Sartorius), Drummond kilcal borular.

3.1.3.Kullanilan aletler ve cihazlar

Bakteriyolojik Etiiv (MMM Incucell)

Biotek Precision XS robotik pipetleme sistemi

Calkalamali inkiibator (New Brunswick Scientific)

Distile Su Cihazi (Milipor, Milli-Q Synthesis A10)

Gaz kromatografisi/Kiitle Spektrometrisi Sistemi (GK-KS) (Shimadzu GC 2010)
Microplate Reader (BioTek-Synergy H1)

Mikroplate spektrofotometre (BioTek, Powerwave XS)

Otoklav (Hirayama, HV-50)

Otomatik multikanal pipetor (Brand)

pH metre (WTW Inolab)

Robotik Pipetleme Sistemi (BioTek-Precision Power)
Rotavapor, (Heidolph) ve (Buchi)

Santrifiij (Sigma)

S1v1 Kromatografisi/Kiitle Spektrofotometresi (SK-KS) (Waters)
Steril Kabin (Heal force HF SAFE 900)

Ultra derin dondurucu (-85 °C) (New Brunswick Scientific)
Ultrasonik banyo (Bandalin-Sonorex)

Vakumlu sentrifiigal yogunlastirici (Labconco)

Vorteks karistirici (Ika Genius 3)

3.1.4.Biyotransformasyonda kullanilan mikroorganizmalar

Mikroorganizmalar, Eskisehir Osmangazi Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji

Béliimii ve Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi kiiltiir koleksiyonundan temin

edilmistir (Tablo 3.1.).
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Tablo 3.3. Biyotransformasyonda kullanilan mikroorganizmalar

Mikroorganizma /Kaynak

Alternaria alternata (Ege Univ. izolat)

Hansenula anomala ATCC 20170

Aspergillus alliaceus NRRL 317

Mucor ramannianus ATCC 1839

Aspergillus nidulans (ESOGU izolat)

Penicillium adametzii NRRL 737

Aspergillus niger NRRL 326

Penicillium chrysogenum NRRL 317

Aspergillus parasiticus NRRL 2999

Penicillium primulinum (AU Ecz Fak.izolat)

Bacillus velezensis NRRL B-14580

Penicillium valentinum (AU Ecz Fak.izolat)

Botrytis cinerea AHU 9424

Phanerachaete chrysosporium (AU Ecz Fak.izolat)

Candida albicans ATCC 90028

Pycnoporus cinnabarinus (AU Ecz Fak.izolat)

Corynespora cassiicola DSM 62474

Saccharomyces cereviciae ATCC 9763

Enterecoccus faecalis (AU Fen Fak.. izolat)

Staphylococcus aureus ATCC 6538

Escherichia coli NRRL B-3008

Streptococcus epidermidis ATCC 14990

Fusarium culmorum (AU. Fen Fak. izolat)

Streptomyces griseus ATCC 23137

Fusarium moniliforme NRRL 2374

Sporobolomyces pararoseus ATCC 11385

Fusarium solani ATCC 1284

Trametes versicolor ATCC 200801

Fusarium heterosporium (ESOGU izolat)

Trichothecium roseum (AU Ecz Fak.izolat)

3.1.5.Antimikrobiyal aktivite testlerinde kullanilan mikroorganizmalar

Mikroorganizmalar, ~Anadolu  Universitesi ~Eczacilik  Fakiiltesi  kiiltiir
kolleksiyonundan temin edilmistir. Kullanilan mikroorganizmalar Tablo 3.2.°de

goriilmektedir.

Tablo 3.4. Antimikrobiyal aktivite testlerinde kullanilan mikroorganizmalar

Mikroorganizma/Kaynak
Escherichia coli /NRRL B-3008
Staphylococcus aureus /ATCC 6538
Staphylococcus epidermidis/ ATCC 14990

Pseudomonas aeruginosa/ATCC 10145
Candida albicans /ATCC 90028
Helicobacter pylori/ ATCC 43504

Mycobacterium smegmatis/ ATCC 14468
M. fortuitum subsp. fortuitum/ATCC 6841

M. avium (klinik izolat)
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3.1.6.Test maddelerinin analiz kosullar:

Matrin (1), oksimatrin (2) ve biyotransformasyonu sonucu elde edilen metabolitler

icin GK/KS ve SK/KS sistemi kullanilmaistir.

GKI/KS Sistem: Shimadzu GC 2010

Dedektor: Kiitle Spektrometresi

Kolon: TRB5SMS polar kolon (25 m x 0.25 mm ¢ap, 0.25 um film kalinlig1)

Tasiyic1 gaz: Helyum (1 mL/dk akis hiz1) kullanilmistir.

Enjeksiyon portu sicakhigi: 300 °C

Dedeksiyon aralhigi: 70 eV elektron enerjisiyle, m/z 35-450 Kkiitle araligindaki
maddelerin analizleri (Split: 50/1) gerceklestirilmistir.

Sicaklik Programi: 60 °C’de 10 dk, 4 °C/dk artigla 300 °C’ye ¢ikan, 300 °C’de 5 dk
bekleyen toplam 65 dakikalik sicaklik programi uygulanmstir.

SK/KS Sistem: Waters ACQUITY SQD LC/MS SYSTEM
Dedektor: Kiitle Spektrometresi Waters 3100

Kolon: TRB5MS polar kolon (50 m x 0.35 mm)

Mobil faz: Su:ACN

Enjeksiyon portu sicakhgi: 30 °C

3.2. Yontem
3.2.1. Biyotransformasyon ¢alismalari

Biyotransformasyon c¢aligmalart 6n tarama deneyleri ve preparatif
biyotransformasyon olmak {izere iki asamada gerceklesmistir. ilk asamada 30
mikroorganizma i¢inden substrat molekiilii matrin (1) ve oksimatrin (2) ile etkin ve
verimli donilisiimler gerceklestiren mikroorganizmalar ©6n tarama deneyleriyle
belirlenmis ve ikinci asamada biiyiik Olcekli biyotransformasyonla elde edilen

metabolitler biyolojik aktivite testleri i¢in kolon kromatografisiyle saflastirilmistir.

3.2.1.1. Mikroorganizmalarin temini ve saklanmasi

Mikroorganizmalar, Farmakognozi Anabilim Dali kiiltiir koleksiyonundan temin

edilmis (Tablo 3.1.) ve Sabouraud Glikoz Agar (SGA), Patates Dekstroz Agar (PDA)
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kat1 besiyerlerinde; egik tiipte ve +4 °C’de muhafaza edilmistir. Bununla birlikte stok
mikroorganizmalar kapakli eppendorf tiiplerde -85 °C’de saklanmustir. Ihtiyag
duyuldugunda mikroorganizma saklandigi yerden alinarak oda sicakliginda steril
sartlarda uygun kati besiyerlerine ekilmistir. Boylelikle mikroorganizmalar
canlandirilmis ve safliginin kontrolii yapilmistir. Bu amagla ¢aligmamizda funguslar
icin Sabouraud Glikoz Agar (SGA), bakteriler icin Miiller Hinton Agar (MHA) kati
besiyerleri kullanilmistir. Daha sonra gelisimi yeterince saglanmis mikroorganizmalar
biyotransformasyonda kullanilmak iizere zenginlestirilmis sivi besiyeri a-medyum’a

inokiile edilerek on-inkiibasyona birakilmigstir.

3.2.1.2. Besiyerlerinin hazirlanmast

Alfa medyum besiyeri: 20 g glikoz, 5 g pepton, 5 g maya ekstresi, 5 g NaClve 5 g
Na,HPO, distile suyla 1000 mL’ye tamamlanmistir. 250 mL’lik erlenlerin her birine
100 mL besiyeri ilave edilmistir. Erlen siseleri pamukla kapatildiktan sonra pamugun
iizeri aliminyum folyo ile kaplanarak 121 °C’de 1.1 atm basingta 20 dakika

otoklavlanarak besiyeri steril hale getirilmistir.

Hazir besi ortamlari: Calismamizda kullanilan, Mueller-Hinton Broth (Fluka),
Mueller Hinton Agar (Fluka), Sabouraud Glukoz Agar (Fluka), Patates Dekstroz Agar
(Merck), Malt Ekstrakt Agar (Fluka), Malt Ekstrakt Broth (Merck), Nutrient Agar
(Fluka) gibi hazir olarak temin edilen besi ortamlar1 orjinal ambalajindaki tarife uygun
olarak hazirlanmistir. Kat1 besiyerleri 121 °C’de ve 1.1 atmosfer basing altinda, 20
dakika steril hale getirilerek, laminar akish kabin altinda steril petrilere yaklasik 15 mL
dokiilmiis ve sogumasi saglandiktan sonra kullanilana kadar +4 °C’de buzdolabinda
muhafaza edilmistir. Siv1 besiyerleri ise mikroorganizmalar ile asilanmadan Once,
erlenlerde pamukla kapatilmig sekilde sterilize edilmistir. Besiyerleri en fazla 2 hafta

stireyle saklanmig, kullanilacagi giine kadar +4 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.1.3. On tarama deneyleri

On tarama deneyleri, Tablo 3.1.’de listelenmis olan her bir mikroorganizma icin

tek tek gerceklestirilmistir.

Kontrol Gruplari: Tim biyotransformasyon ¢alismalarinda metabolitlerin

mikrobiyal transformasyon iiriinleri olup olmadigini anlamak amaciyla, ayni kosullarda
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hazirlanmis ve besi yeri; besi yeri + mikroorganizma bulunduran iki erlen kontrol
amagch kullanilmistir.

Mikroorganizmalarin  asilanmast  ve adaptasyonu: Bir 0ze dolusu
mikroorganizma aseptik kosullarda uygun kati besiyeri iceren petrilere inokiile edilmis,
fungus ve mayalar i¢in 26-28 °C, 24-72 saat; bakteriler igin 37 °C, 24 saat olan
inkiibasyon sartlarinda petriler gelisime birakilmistir. Bu silire sonunda gelisen
mikroorganizmalar, 250 mL erlenler i¢inde bulunan 100 mL steril zenginlestirilmis siv1
besiyerine (o-medyum) aktarilmigtir. Asilanan erlenler uygun sicakliklarda 160 rpm’de
calkalamali1 inkiibatorde 48 saat boyunca 6n inkiibasyona birakilmistir. Erlenlerden biri
mikroorganizma kontrolii olarak kullanilirken, digerine 3-5 mg substrat steril sartlarda
su icerisinde c¢oziindiiriildiikten sonra ilave edilmistir. ki erlen kontrol amagh
kullanilmak iizere diger erlenlerle birlikte calkalamali inkiibatérde 15 giinliik
inkiibasyona birakilmaistir.

Metabolitlerin Ekstraksiyonu: Biyotransformasyonun 1., 3., 5.,7., 9., 11. ve 13.
giinlerinde metabolit olusumunu kontrol etmek amaciyla ekstraksiyon yapilmistir. Bu
amagcla steril sartlarda steril u¢lu pipetlerle erlenlerden 3 mL besiyeri igerigi alinarak
deney tiiplerine aktarilmistir. Deney tiiplerine 3 mL CHCI; ilave edilmis ve deney
tiipleri 1 dakika kadar vortekslenmistir. Ardindan bir miiddet bekletilmis ve berrak faz
pipetle diger bir deney tiipline aktarilmistir. Bu islem her erlen i¢in 3 defa tekrarlanarak
ekstraksiyon islemi gergeklestirilmistir. CHCl3 vakumlu hizli yogunlastiric1 kullanilarak
ekstreden uzaklastirilmistir. Ekstrede metabolit olusumu ITK sistemiyle kontrol
edilmistir. Bu amagla 0.25 mm kalinliginda hazir silika jel tabakalarma numuneler
spotlandiktan sonra, tabaka Dietileter:Metanol: Amonyak (40:4:1) ve
Etilasetat:Metanol:Dietilamin  (40:60:0.5) ¢06ziicii sistemi kullanilarak develope
edilmistir. Silikajel tabaka kuruduktan sonra UV 1s1k altinda 254/364 nm dalga boyunda
olusan metabolitler isaretlenmis, UV altinda 1s1mas1 olmayan metabolitleri tespit etmek
amaciyla ise Dragendorff reaktifi ile muamale edilmistir. Hem UV lambasi altinda
isaretlenen, hem Dragendorff reaktifiyle renklendirilen spotlara bakilarak degerlendirme
yapilmistir. Buna gore, ekstrenin ve kontrol gruplarimin olusturdugu spotlar
karsilagtirilmis, kontrol gruplarindan farkli olan spotlar metabolit olarak diistiniilmiistiir.
Metabolit varlig: belirlendiginde GK/KS ve SK/KS sistemi ile dogrulama ve yapi tayini

analizleri yapilmstir.
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Sonlandirma ve Ekstraksiyon: Transformasyonun 15. giiniinde siireg
sonlandirilmistir. Bu amagla, 50 mL CHCl; mikrobiyal transfromasyonun gergeklestigi
erlene ve kontrol grubu erlenlerine ilave edilmis ve 1 dakika kadar karistirilmistir. Faz
ayriminin tamamen goriildiigii anda altta kalan faz, i¢ine bir miktar susuz sodyum siilfat
konulmus Whatman filtre kagidindan gegcirilerek rotavapor balonuna aktarilmistir. Bu
islem en az 3 defa tekrarlanmis ve siiziilen ekstre balonda biriktirilmistir. Daha sonra
rotavapor 45 °C ve 100 rpm’e ayarlanarak, CHCl; al¢ak basi¢ altinda yogunlagtirilarak
uzaklastirilmigtir. Coziiclisii uzaklastirilan ekstre pastor pipeti, cam yiinii ve silika
yardimiyla olusturulan kii¢iik kolondan geg¢irilerek mikroorganizma artigi olan
safsizliklardan arindirilmistir. Ardindan metabolit varligini belirlemek ve dogrulamak

amactyla ITK ve SK/KS sistemleriyle analiz yapilmustir.

3.2.1.4. Preparatif olcekli biyotransformasyon

On tarama deneylerinde ITK ve SK/KS sistemleri ile metabolit olustugu
belirlenen kiiltiir ortamlari, olusturduklari metabolitlerin biyolojik etkilerinin
aragtirtlmas1 amaciyla preparatif olgekli biyotransformasyon igin biiylik hacimlerde
hazirlanmistir. Bunun i¢in 2 litrelik erlenlerde 1 L besiyeri hazirlanmis, madde
ilavesinden 48-72 saat dnce Mucor ramannianus ve Enterecoccus faecalis ile agilanarak
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda, aseptik sartlar altinda 15 mg

baslangi¢ maddesi, 160 rpm ve 28 °C’de ¢alkalayici inkiibatore birakilmisgtir.

Sonlandirma, Ekstraksiyon ve Saflaghrma: On tarama deneylerine gore,
metabolit olusumunun en yiiksek seviyede oldugu giin transformasyon islemine son
verilerek, besiyeri CHCI; ile ekstre edilmistir. Oncelikle vakumlu Buchner hunisi
kullanilarak besiyeri misellerden kurtarilmigtir. Siiziilen besiyeri hacmi kadar CHCl; ile
ayirma hunisinde en az 3 defa ekstre edilmistir. Ayrilan fazlar birlestirilerek oncelikle
susuz Na,SOy’tan gegirilmis ardindan algak basing altinda 45 °C’de yogunlastirilmistir.
Silikajel kolondan siiziildiikten sonra metabolit varligt SK/KS kullanilarak
dogrulanmistir. Elde edilen ekstre kii¢lik pastor pipetlerinde etanol yardimiyla silikajel
kolon dolgu maddesinden gegirilerek saflastirilmis, hedef metabolitin ayrimi ve

izolasyonu yapilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. On Tarama Cahsmalar1 Sonucunda Olusan Metabolitler

Matrin (1) ve oksimatrin (2) in se¢ili mikroorganizmalarla biyotransformasyonu
sonucu olusan ve SK/KS’de yapist tanmimlanan metabolitler Cizelge 4.1.°de
goriilmektedir. On tarama deneyleri boyunca metabolit olusumunu izlemek amaciyla
gerceklestirilen ITK deneylerine ait bazi plaklar Ekler bashigi On Tarama Deneyleri

boliimiinde verilmistir.

M1

Matrin (1)

Sekil 4.1. Matrinden biyotransformasyon sonucu metabolitler
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Tablo 4.2. On tarama deneyleri sonucu olusan metabolitler

Metabolit Kullanilan
(Matrin (1) ) Mikroorganizma
05~ -OH
N. =

Mucor ramannianus

M1
(0] OH
N
Enterecoccus faecalis
N
M2
Metabolit Kullanilan
(Oksimatrin (2) ) Mikroorganizma
g Alternaria alternata

A\ . .
Pycnosporus cinnabarinus

Mucor ramannianus
Aspergillus parasiticus

Fusarium solani

4.1.1. Metabolitlerin saflastirilmasi ve yapi tayinleri

Matrin (1) ve oksimatrinin (2) mikrobiyal transformasyonu sonucu olusan
metabolitlerin izlenmesi ITK ve KS sistemi ile gergeklestirilmis, bunlardan biiyiik
Olcekli biyotransformasyon iirlinii olan M1 ve M2 metabolitleri izole edilebilmistir.

Olusan metabolitlerin miktarinin az olmasi sebebiyle, madde kaybi olmamasi
acisindan ekstre besiyerinden gelen kirliliklerden arindirilmasi igin pastér pipetinde
silikajelden gegirilmis, azot gazi1 altinda ¢oziiciisiinden kurtarilmis, elde edilen kisim KS
ile yap1 aydinlatma ve aktivite ¢aligmalarinda kullanilmistir. KS’de matrin metaboliti
icin en iyi piki ve sonucu aldigimiz metot kullanilmistir.

Maddelerin azlig1 ve tam olarak saflastirilamamasi nedeniyle NMR spektrumu

alinamayan metabolitlerin yap1 analizleri KS sonuglarinin yorumlanmasi ile
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gerceklestirilmigtir. Matrinin kimyasal olarak inert bir yapida oldugu ve 13 numarali
konumdan hidroksilasyonu haricinde kimyasal bir reaksiyona giremeyecegi
diistintildiigi i¢in KS analizi sonucunda kiitle numarasindan yola c¢ikilarak yap1
yorumlamasi yapilmistir.

M1 metabolitinin molekiiler iyon piki m/z 261 olarak belirlenmistir. Matrinin
molekiil agirlig1 ile belirlenen fark 13’tlir. Matrin molekiiliiniin kimyasal olarak inert
oldugu diisiiniiliirse ancak 13 nolu karbon atomuna bir hidroksil eklenebilecegi ve 11-12
ile 13-14 pozisyonlarinda doymamis yapilarin olusabilecegi yorumu yapilarak M1
metaboliti tanimlanmustir.

M2 metabolitinin molekiiler iyon piki m/z 264 olarak belirlenmistir. Matrinin
molekiil agirligr ile belirlenen fark 16°dir. M1 metabolitinin tanimlanmasinda kullanilan
ksmyasal 6zelliklerden dolay1 bu farkin 13 pozisyonundaki bir OH katilimindan oldugu
yorumu yapilmistir.

Oksimatrin metaboliti olarak da matrin belirlenmistir.

4.2. Biyolojik Aktivite Calismalar:
4.2.1. Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi

Biyotransformasyonda kullanilan substrat ve elde edilen metabolitlerinin biyolojik
aktiviteleri karsilagtirmali olarak incelenmistir. Bu amagla mikrodilusyon yonteminde

daha once Tablo 3.4.’te belirtilen mikroorganizmalar kullanilmigtir.

4.2.1.1. Mikrodilusyon yéntemi ile antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi

Mikroorganizma kiiltiirlerinin gelistirilmesi: -85 °C’de ve -20 °C’de saklanan
bakteriyel kiiltiirler canlandirilmak iizere Mueller Hinton Agar (MHA) ve Mueller
Hinton Broth (MHB) 37 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Candida albicans susunun
gelismesi ise 37 °C’de 24 saat Potatoes Dextrose Agar (PDA) ve RPMI ile saglanmstir.
Inkiibasyondan sonra tiitbidometre ile McFarland No: 0.5 tiipiine gore
mikroorganizmalarin kiiltiir yogunluklar ayarlanmistir (CLSI, 2002, s. 45; CLSI, 2006,
s. 67).

Helicobacter pylori susu canlandirilmak iizere % 5 (h/h) at kan1 iceren Colombia
agar ve % 10 (h/h) fetal sigir serumu igeren Brusella broth kullanilarak anaerobik

inkiibatdrde (% 5 COy), yaklasik 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda
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besiyeri lizerinde gelisen tekli kolonilerden alinarak tiirbidometre ile McFarland No:0,5
ayar1 yapilmistir (CLSI, 2007, s. 78).
Test edilecek numuneler Dimetil-Siilfoksit (DMSO) igerisinde ¢oziilerek distile su

ile seyreltilmistir.

Mikrodiliisyon yontemi ile antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi: Calismada
96 adet flat bottom kuyucuklara sahip mikrotitrasyon Petrileri kullanilmigtir.
Seyreltilmis numunelerden 100’er 4L mikrotitrasyon Petrilerine aktarilmistir ve seri
diliisyonlar1 hazirlanmistir. Bakteriler igin pozitif kontrol olarak amoksisilin,
klaritromisin ve tetrasiklin; Candida i¢in nistatin ve ketokenazol pozitif kontrol olarak

degerlendirilmistir.

Antibakteriyel aktivite calismasi: Her kuyucuga yogunluk ayari yapilmis ve
1:100 seyreltilmis 100 uL mikroorganizma eklendikten sonra test numuneleri ve
mikroorganizmalar 37°C'de 24 saat inkiibasyona birakilmigtir (CLSI, 2007, s. 78;
Demirci vd., 2009, s. 24).

Antihelikobakter aktivite calismasi: Y ogunluk ayar1 yapilmig ve 1:10 seyreltilmis
Helicobacter susundan 100’er 4L mikrotitrasyon Petrisinin kuyucuklarina eklenmistir
(CLSI, 2007, s. 78; EUCAST, 2011, s. 97; Whitmire ve Merrell, 2012, s. 35).

Antikandidal aktivite caligmast: Yogunluk ayar1 yapilmis ve 1:1000 seyreltilmis
Candida susu 100’er uL mikrotitrasyon Petrisinin kuyucuklarina eklenmistir (CLSI,
2002, s. 56)

Inkiibasyon siiresi sonunda renklenme i¢in kuyucuklara 20’ser uL % 0.01 (a/h)’lik
rezasurin ¢dzeltisi eklenmistir ve 37 °C’de 3 saat daha inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
stiresi sonunda renklenme olmayan kuyucuklar {iremenin olmadigimi gostermistir.

Sonuglar minimum inhibisyon konsantrasyonlar1 (MiK) olarak verilmistir.

Numunelerin ve standart antimikrobiyallerin antimikrobiyal aktivite sonuglar

Tablo 4.2.’de verilmistir.
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Tablo 4.2. Numunelerin (mg/mL) ve antimikrobiyallerin (ug/mL) mikrodiliisyon

yontemi ile belirlenen antimikrobiyal aktivite sonuglari (Saf maddelerin MIK araligi: 1-
0,08 mg/mL Ekstrelerin MIK araligi: 10-0,8 mg/mL Antimikrobiyallerin MIK aralig:
16-0,025 ug/mL)

S. Candida
Escherihia | Staphylococcus Pseudomonas | H. pylori
epidermidis albicans
coliNRRL | aureus ATCC aeruginosa ATCC
ATCC ATCC
B-3008 6538 ATCC 10145 43504
14990 90028
Matrin >1 >1 >1 >1 >1 >1
Oksimatrin >1 >1 >1 >1 >1 >1
Amoksisilin 0,5 <0,125 4 >16 <0,125
Klaritromisi
0,5 0,25 <0,125 >16 0,025
n
Tetrasiklin 16 0,25 >16 >16 0,025
Ketokenazol 0,25
Nistatin 1,25

Sekil 4.2. M. smegmatis susuna karsi numunelerin MIK degerleri
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Sekil 4.4. M. avium susuna karsi numunelerin MIK degerleri

4.2.2. Kolinesteraz inhibisyonunun belirlenmesi

Tez kapsaminda sentezi gerceklestirilen bilesiklerin AChE ve BChE enzim
inhibisyon aktiviteleri Ellman metodu ile arastirilmistir. Yontemin her asamasinda
Milipor, Milli-Q Synthesis A10 saflagtirma cihazindan elde edilen distile su
kullanilmistir. Kullanilan biitiin ¢ozeltilerin taze hazirlanmasina ve hazirlandiktan sonra
1 hafta igerisinde tiiketilmesine 6zen gosterilmistir. Enzim inhibisyon g¢aligmasinda
hazirlanan ¢ozeltilerin porsiyonlar halinde ayrilmasi, test bilesiklerinin 96 kuyucuklu
plakalara uygulanmasi, enzim substrat cozeltilerinin ilave edilmesi islemlerinde
BioTek-Precision Power pipetleme sisteminden yararlanilmistir. Enzim protokoliiniin
olusturulmasi, izlenmesi ve spektrofotometrik Ol¢timlerin alinmasi islemleri, BioTek-

Synergy H1 Microplate Reader cihazinda yapilmaistir.

AChE ve BChE enzim soliisyonunun hazirlanmasi: Liyofilize haldeki
AChE/BChE enzimini ¢6zmek i¢in % 1°lik jelatin ¢ozeltisi hazirlanmistir. AChE/BChE
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enzimi jelatin ¢ozeltisinde 500 U/mL konsantrasyonda hazirlanmistir. Enzim
cozeltisinden 1 mL alinarak balon joje igerisinde hacim suyla 100 mL’ye
tamamlanmistir. Bdylelikle 5 U/mL’ye seyreltilmis stok enzim soliisyonu
hazirlanmistir. Hazirlanan stok ¢ozelti 0.7 mL’lik porsiyonlar halinde -20 'C’de
saklanmistir. Enzim ¢dzeltileri, aktivite ¢alismalarina baslamadan 6nce oda isisina
getirilmis ve metod konsantrasyonu olan 2.5 U/mL’ye seyreltmek icin suyla 1.4 mL’ye

tamamlanarak kullanilmistir.

Asetiltiyokolin iyodiir (ATCI) ¢ozeltisinin hazirlanmast (0,075 M): ATCI (0.217
g) bir miktar suda ¢Oziilmiis ardindan suyla 10 mL’ye tamamlanmistir. Hazirlanan

¢ozelti, kullamlincaya kadar 0.4 mL’lik kisimlar halinde -20 "C *de saklanmustir.

Biitiriltiyokolin iyodiir (BTCI) ¢ozeltisinin hazirlanmast (0,075 M): BTCI (0.237
g) bir miktar suda ¢Oziilmiis ardindan suyla 10 mL’ye tamamlanmistir. Hazirlanan

¢ozelti, kullamlincaya kadar 0.4 mL’lik kisimlar halinde -20 "C’de saklanmustir.

5-5’-ditiyobis(2-nitrobenzoik asit) (DTNB) soliisyonunun hazirlanmast (0,01
M): DTNB (0.396 g) tartilarak bir miktar suda ¢oziilmiistiir. Bu ¢dzeltiye sodyum
bikarbonat (0.15 g) ilave edilmis ve hacim suyla 100 mL’ye tamamlanmistir. Hazirlanan

¢ozelti, kullamlincaya kadar 3 mL’lik kisimlar halinde -20 "C’de saklanmustir.

Fosfat tamponunun hazirlanmast (pH=8.0): Potasyum dihidrojen fosfat (13.61
g), 1 L suda c¢oziilmiistiir. Hazirlanan ¢ozeltinin pH’s1 0.1 N potasyum hidroksit
cozeltisi ile pH metre kullanilarak kontrollii bigcimde 8.0+0.1°¢ ayarlanmigtir. Ayarl
tampon ¢ozelti 0.22 um por cap1 olan tek kullanimlik filtrelerden siiziilerek kullanima

hazir hale getirilmistir. Hazirlanan ¢ozelti, kullanilincaya kadar 4 “C’de saklanmustr.

Inhibitor bilesiklerin ¢ozeltilerinin  hazirlanmasi:  Antikolinesteraz aktivite
caligmalarinda sentezi gerceklestirilen bilesikler % 2’lik dimetilsiilfoksit (DMSO)
icerisinde 10°-10” M konsantrasyonlarda hazirlanmistir. Bilesikler 6ncelikle 10° M
konsantrasyonda hazirlanmis daha sonra 1/10’luk seri seyreltmeler ile diger

konsatrasyonlara ge¢ilmistir.

AChE ve BChE inhibisyon ¢alismasi: Elde edilen bilesiklerin enzim inhibisyon
aktiviteleri, 6ncelikle 6n tarama niteliginde olan 10~ ve 10™* M’lik iki konsantrasyonda
gerceklestirilmigtir.  Aktivite degerleri % 0-100 araliginda inhibisyon seklinde
degerlendirilistir. Bilesiklerin 10* M konsantrasyonda % 50 ve daha fazla degerde
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inhibisyon goriildiigii takdirde, 10° M konsantrasyona kadar alt konsantrasyonlarda
inhibisyon oranlar1 arastirilmistir.

Biyoaktivite ¢aligmalarinda kolorimetrik Ellman metodu modifiye edilerek enzim
inhibisyonu incelemesi yapilmistir. Test islemine baslamadan 6nce biitiin ¢ozeltiler 20-
25 ‘C’ye getirilmistir. Calismalarda 96 kuyucuklu plaklar kullanilmistir. Her bir hiicrede
140 uL fosfat tamponu, 20 uL enzim soliisyonu, 20 uL inhibitor ¢ozelti, 20 uL DTNB
cozeltisi, 10 uL. ATCI/BTCI ¢ozeltisi olacak sekilde toplam 210 L hacme ulagilmistir.
Cozeltiler, 96 kuyucuga yetecek miktarlarda iki farkli test ¢ozeltisi meydana getirecek
sekilde karistirilmistir. Birinci test ¢ozeltisi; 1 kuyucuk i¢cin 70 uL fosfat tamponu, 20
1L enzim ¢ozeltisi ve 20 uL. DTNB ¢ozeltisi, ikinci ¢ozelti ise; 1 kuyucuk icin 70 uL
fosfat tamponu ve 10 uL ATCI/BTCI ¢ozeltisi icerecek sekilde hazirlanmigtir.

Oncelikle birinci test ¢dzeltisi ve farkli konsantrasyonlardaki inhibitor bilesigi
cozeltileri (20 uL), 96 kuyucuklu plakalara Biotek Precision XS robotik sistemi
kullanilarak eklenmistir. Inhibitér bilesiklerinin her konsantrasyonu plaklara 4 tekrarli
olarak uygulanmistir. Plakalar, BioTek-Synergy H1 mikroplaka okuyucusuna konarak
once 5 dakika siireyle karistirilmis daha sonra 25 °C’de 15 dakika inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon siiresi bitiminde mikroplaka okuyucusu dispenser haznesinde
bulunan ikinci test ¢ozeltisinin her bir kuyucuga 80 uL olacak sekilde ilavesi
saglanmistir. Ikinci test ¢ozeltisi eklendikten sonra 30 saniyelik hizli bir karistirma
islemi  yapilmistir. Bu asamada 412 nm’de birinci absorbans okumasi
gerceklestirilmistir. Mikroplakalar, reaksiyonun siirmesi i¢in 5 dakika daha karigmaya
birakilmis ve bu siire sonunda ikinci absorbans okumasi yapilmistir.

Iki okuma arasindaki absorbans farklari almarak asagidaki formiile gore %

inhibisyon oranlar1 hesaplanmistir:

[(A(K) —A(B)) — (A(D) — A(B))]

(A(K) — A(B)) X100

% Inhibisyon =

B: Blank (Inhibitér bilesik ve substratin eklenmedigi kuyucuk)
K: Kontrol (Sadece inhibitor bilesigin eklenmedigi kuyucuk)
A(B): Blank kuyucuguna ait absorbans okuma farki

A(K): Kontrol kuyucuguna ait absorbans okuma farki

A(D): Inhibitér maddelere ait absorbans okuma farki
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Bilesiklerin ICsy degerleri Graphad Prism (Graphad Software, San Diego, CA,
USA) programinda non-lineer regresyon analizinin sigmoid doz-yanit modeli
kullanilarak ¢izilen inhibisyon egrilerinden hesaplanmaistir.

Antikolinesteraz Aktivite Sonuclarinin Degerlendirilmesi: Tez kapsaminda
sentezi yapilan bilesiklerin kolinesteraz inhibisyon aktiviteleri, 1961 yilinda Ellman ve
arkadaslar1 tarafindan gelistirilen kolorimetrik metot ile incelenmistir (Ellman vd.,
1961, s. 88). Bu metot gergeklesen kimyasal reaksiyonla meydana gelen absorbans
degisiminin Olglilmesi temeline dayanmaktadir. Ellman yonteminde AChE enzimi,
asetiltiyokolin iyodiir substratin1 asetat ve tiyokolin olusturarak hidroliz etmektedir.
Meydana gelen tiyokolin, spesifik kromojrnik belirteci olan DTNB’yi, 412 nm’de

absorbans veren nitrobenzoata doniistiirmektedir.

i | -
)J\s A~_N_  + HO
Asetiltiyokolin
‘ AChE
O e

Asetat Tiyokolin
<
N\/\S + OoN S—S NO
DTNB

N
NN 34<j%—No2 + ozN@— -

Sekil 4.5. Ellman metodu reaksiyon mekanizmasi
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Tablo 4.3. Asetilkolinesteraz inhibisyonu sonuglar

Test numunesi AChE % Inhibisyon
250 ug/mL
M1 27,72 + 0,83
M2 30,63 +0,76
Matrin 34,16 +£ 0,78
Oksimatrin 23,68 £ 0,40
Donepezil 96,85 + 1,07
Takrin 98,07 £ 1,18
Galantamin 83,47 £ 1,08

Tablo 4.4. Butirilkolinesteraz inhibisyonu sonuglari

Test numunesi BChE % Inhibisyon
250 ug/mL
M1 22,05 +0,43
M2 23,98 £0,48
Matrin 20,49 + 0,47
Oksimatrin 22,76 £ 0,68
Donepezil 78,62 = 1,06
Takrin 97,30 £ 1,23
Galantamin 62,37 £ 1,02

4.2.3. Antienflamatuvar aktivitenin belirlenmesi

In Vitro Lipoksijenaz (LOX) Enzim inhibisyon aktivitesi: Aktivite Baylac ve

Racine tarafindan gelistirilen modifiye spektrofotometrik metot ile uygulanmstir.

Lipoksijenaz enzimi (1.13.11.12, type I-B, Soybean), linoleik asit ve test
maddeleri Sigma (St. Louis, MO, USA)’dan alinmistir. Potasyum fosfat tampon (1.94
mL; 100 mM; pH 9,0), 40 uL test maddesi soliisyonu ve 20 uL lipoksijenaz enzim
soliisyonu hazirlanarak ve 25 °C’de 10 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra reaksiyona

50 uL linoleik asit soliisyonu eklenerek 243 nm’de 20. dakikadaki absorbans degisimi
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Ol¢lilmiistiir. Test maddeleri ve pozitif kontrol olarak kullanilan Nordihidroguairatik asit
(NDGA) metanolde ¢oziilmiistiir. Biitlin kinetik ¢alismalar kuvars kiivetler kullanilarak

yapilmistir. Test maddelerinin % 50 inhibisyon (ICsp) degerleri hesaplanmustir.

Tablo 4.5. Numunelerin % inhibisyon degerleri (mg/mL) (Lipoksijenez enzim
inhibisyonu aktivitesi standart madde (NDGA) konsantrasyon araligi: 1 mg/mL — 0,05

mg/mL, test numenelerinin konsantrasyonu: 4 mg/mlL)

NUMUNELER % INHIBISYON
Oksimatrin (2) 21.11
Matrin (1) 10.47
NDGA (st) 96.35
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5. TARTISMA, SONUC VE ONERILER

Yapilan kaynak taramalar1 sonucunda daha once herhangi bir mikrobiyal
transformasyon c¢aligmasinda substrat olarak kullanilmayan ve antimikrobiyal,
antienflamatuar, kolinesteraz inhibisyonu aktivite gibi biyolojik etkileri arastiritlmamis
olan matrin (1) ve oksimatrin (2) in Tablo 3.1.’deki 30 farkli mikroorganizma ile
biyotransformasyonu denenmis, olusan metabolitler ITK ydntemiyle izlenmis ve SK/KS
sistemiyle tanimlanmistir. Biyotransformasyon siirecleri sonunda olusan toplam 3

metabolit, Tablo 4.1.”de, S1vi Kromatograsifi Sonuglar1 Ekler kisminda verilmistir.

On tarama deneyleri sonucunda Mucor rammanianus ve Enterecoccus faecalis
mikroorganizmalarinin digerlerine oranla daha verimli doniisiimlerle M1 ve M2
metabolitlerini irettigi belirlenmistir. Mucor rammanianus mikroorganizmasi substrat
maddesi olan matrini hidroksilasyona ugratmis ve D halkasini aromatize etmistir.
Enterecoccus faecalis ise matrinde yalnizca hidroksilasyona neden olarak M2
metabolitini olusturmustur.

Mucor rammanianus ile matrin (1) in preparatif Ol¢ekli biyotransformasyonu
gerceklestirilmig, olusan M1 metaboliti pastdr pipetiyle olusturulan kolon ile
saflagtirilmistir. Ayrica daha sonraki asamada in vitro olarak matrin (1), oksimatrin (2)
ve metabolitlerinin antimikrobiyal (antibakteriyel, antikandidal, anti helikobakter,
antitiiberkiiloz), antienflamatuar (LOX inhibisyonu) ve kolinesteraz inhibisyonu
biyoaktivite testleri gergeklestirilmistir.

Sonuglar literatiirle karsilastirildiginda matrin (1)  ile ilgili herhangi bir
biyotransformasyon verisine rastlanmazken, oksimatrin (2) in yapilan bir tez
calismasinda bizim de gergeklestirdigiz oksimatrin (2) -matrin (1) doniisiimiiniin
olustugu goriilmiistiir.

Mikrodilusyon yontemi ile matrin (1) , oksimatrin (2) ve metabolitlerinin belirli
mikroorganizmalar i¢in antikandidal ve antimikrobiyal aktiviteye sahip olmadigi
belirlenmistir (Tablo 4.2.).

LOX-5 enzimi inhibisyon deneyinde ise standart madde olan NDGA ile
karsilagtirildiginda matrin ve oksimatrinin ¢ok anlamli bir inhibisyon yapmadigi
goriilmistiir (Tablo 4.5.).

Ellman metodu ile gergeklestirilen kolinesteraz inhibisyonu deneylerinde
substratimiz matrin ve oksimatrinin biyotransformasyon sonucu olusan metabolitleri ile

butirilkolinesteraz ve asetilkolinesteraz inhibisyonlar1 kiyaslamali olarak incelenmistir.
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Bu deneyler sonucunda substratlar ile metabolitlerin kolinesteraz inhibisyonlar1 arasinda
ciddi bir fark olmadigi, ancak metabolitlerin substratlara gore ¢ok az daha yliksek
inhibisyona yol actig1 goriilmiistiir (Tablo 4.3., Tablo 4.4.).

Kaynak taramalari sonucu MI1 ve M2 metabolitlerinin herhangi bir
biyotransformasyon ya da sentez sonucunda elde edilmedigi goriilmiistir. M3
metabolitinin ise oksimatrin (2) in yaygin bir metaboliti olan matrin (1) oldugu ortaya
konulmustur. Ancak elde edilen bu veriler disinda kayda deger herhangi bir sonug
almamamistir. Bu anlamda matrin (1) ve oksimatrin (2) in bu calismada segilen
mikroorganizmalar disinda farkli  mikroorganizmalarla biyotransformasyonunun
denenmesi, yeni matrin (1) ve oksimatrin (2) tiirevlerinin  olusturulmasini
saglayabilecek enzimlerle ilgili caligmalarin siirdiiriilmesi ve diger biyolojik
ozelliklerinin ortaya konmasi i¢in farkli biyoaktivite testleri uygulanmasi farkli sonuglar
ortaya ¢ikarabilir.

Sonug olarak tanimlanan metabolitler, bu ¢aligmada belirlenen mikroorganizmalar
yardimiyla matrin (1) ve oksimatrin (2) den hareketle elde edilerek biyoaktiviteleri
acisindan degerlendirilebilmistir. Su an elde edilen veriler dogrultusunda substratlarin
ve elde edilen metaboitlerin biyolojik olarak umulan in vitro biyolojik aktivite
seviyesinde olmadig1 sdylenebilir. Izolasyonu gergeklestirilen ve gesitli biyoaktivite
caligmalar1 yapilan matrin (1), oksimatrin (2) ve metabolitlerinin farklh
biyoaktivitelerinin ortaya konabilmesi i¢in daha ileri ve detayli ¢aligmalara ihtiyag

vardir.
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