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KISALTMALAR

AF . Aurantii Fruktus

AFI - Aurantii Fruktus Immaturus
AKT : Protein Kinaz B

APT . Attached Proton Test
CDsOD : Détorometanol

CRP : Citri Reticulatae Pericarpium
CYP : Cytochromes P450

DCM : Diklorometan

DM : Diabetes mellitus

DMSO : Dimetilstilfoksit

EA . Etil Asetat

GSK-3 : Glikojen sentaz kinaz-3
HPLC . Yiiksek basin¢li s1vi kromatografisi
H6H : Hiyosiyamin 6B3- hidroksilaz
ITK : Ince tabaka kromatografisi

LC-HRMS : Sivi kromatografisi- kiitle spektrometresi
UHPLC-MS : Ultra Yiiksek basingh sivi kromatografisi-kiitle spektrometresi

NMR - Niikleer manyetik rezonans

M* : Molekiiler iyon piki

MIiK : Minimum inhibitdr konsantrasyonu
Prep ITK  : Preparatif ince tabaka kromatografisi
MS : Kiitle spektroskopisi

RF : Retansiyon faktorii

RT . Retention time

TURDEP-II : Tiirkiye, Diyabet, Hipertansiyon, Obezite ve Endokrinolojik
Hastaliklar Prevelans Calismasi-I
uv : Ultraviyole
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p-SINEFRIN ALKALOITININ MIKROBIYAL BIYOTRANSFORMASYONU
ILE OLUSAN YENI METABOLITLERIN ANALITiK YONTEMLERLE
TAYINI, iZOLASYONU, ANTIDIYABETIK VE ANTIMIKROBIYAL
AKTIVITELERININ BELIRLENMESI

OZET

Mikrobiyota gelisiminde, beslenme, fizyolojik ve hastalik durumu, antibiyotik
kullanimi, hijyen kosullar1 gibi birtakim faktdrler rol oynamaktadir. Epidemiyolojik
ve metagenomik calismalarin gbzlemleri sonucunda ve farkli deneysel hayvan
modellerinden elde edilen verilerle birlikte alerjik hastaliklar, kolorektal kanser,
diyabet, obezite gibi yaygin hastaliklarin gelismesini bagirsak mikrobiyotasinin
degisimi ile iliskilendirildigi gosterilmistir. Lactobacillus veya Bifidobacterium tiirleri
gibi probiyotiklerle 4-12 hafta siiren tedaviler, bireylerde viicut yag kitlesinde ve
insiilin duyarliliginda olumlu yonde ciddi gelismeler oldugunu gostermistir. Cevre
dostu olan mikrobiyal biyotransformasyon reaksiyonlari ile yliksek stereospesifiklik
ve regiosecicilik gibi fizikokimyasal 6zelliklere sahip kimyasal tiirevler elde etmek
miimkiindiir. Biyotransormasyonda bakteri ile etkin 6zellik gosterebilecek Citrus
aurantium var. Amara’'da bulunan ve genelde diyet takviyelerinde kullanilan bir
alkaloit olan p-sinefrin bilesigi kullanilmistir. Alkaloitlerin biyotransformasyonlari ile
ilgili ¢aligmalara bakildiginda ¢ok fazla bilimsel veriye rastlanmamaktadir. 2016
yilinda Cin’de yapilmis bir ¢aligmada, 4,5-dimetoksi-kantin-6-on alkaloit tipli bilesik,
Cunninghamella  blakesleeana ~ CGMCC 3,970  mantarn1  araciligiyla
biyotransformasyona tabi tutulmus ve 1’1 yeni olmak {izere toplam 6 tane bilesik elde
edilmistir.

Bu tez calismasinda, p-sinefrin alkaloidinin in vitro mikrobiyal biyotransformasyonu
Lactobacillus acidophilus ATCCasse bakteri susu kullanilarak ilk kez gerceklestirildi.
Biyotransformasyon reaksiyonu sonucunda elde edilen biitanol ve sulu faz ekstreleri
kromatografik analizlerle ayirma islemlerine tabi tutuldu. Ardindan elde edilen saf
maddelerin yap1 tayinleri H-NMR, APT ve MS gibi spektroskopik yd&ntemler
kullanilarak yapilar1 aydinlatildi. Bdylece sinefrinden yola c¢ikarak tiramin ve
oktopamin maddeleri elde edilmis oldu. Elde edilen bilesiklerin antidiyabetik
aktiviteleri incelendiginde tiramin (SLS-39-1) bilesiginin 1Cso degeri 484,909 ug/mL,
oktopamin (SLM-21-30-1) bilesiginin ICso degeri >500 pg/mL ve SLS-1-22 (tiramin,
sinefrin) ~ fraksiyonunun I1Cso degeri 109,7 upg/mL bulundu. Boylelikle
biyotransformasyon sonucunda elde edilen maddelerin a-glukozidaz inhibisyon
aktiviteleri aragtirilmig oldu. Tiramin (SLS-39-1) en yiiksek antimikrobiyal aktiviteyi
gosterdi.

Bu tez caligmasi ile, sinefrin alkaloidinin biyotransformasyonuyla, molekiillere yeni
biyolojik aktiviteler kazandirilabilmesinin yani sira, yeni bilesiklerin olusmasina, tek
bir maddeden yola ¢ikarak yeni metabolitlerin (HPLC ve OrbiTRAP LC/MS gibi
metotlar destegi ile) elde edilmesine ve elde edilen bu metabolitlerin antidiyabetik ve
antimikrobiyal aktivitelerinin degerlendirilmesine olanak saglandi.
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THE MiCROBIAL BIOTRANSFORMATION OF p-SYNEPHRINE AND
ISOLATION OF ITS METABOLITES BY USING ANALYTiICAL METHODS
WITH THEIR ANTIiDIiABETIC AND ANTIMiICROBIAL ACTIVITIES

SUMMARY

A number of factors such as nutrition, physiological and disease status, antibiotic use
and hygiene conditions play a role in the development of microbiota. As a result of the
observations of epidemiological and metagenomic studies and with the data obtained
from different experimental animal models, it has been shown that the development of
common diseases such as allergic diseases, colorectal cancer, diabetes, obesity is
associated with the change of intestinal microbiota. Treatment with probiotics such as
Lactobacillus or Bifidobacterium species lasting 4-12 weeks has shown significant
improvements in body fat mass and insulin sensitivity in individuals. It is possible to
obtain chemical derivatives with physicochemical properties such as high
stereospecificity and regioselectivity with environmentally friendly microbial
biotransformation reactions. p-Synephrine, which is an alkaloid found in Citrus
aurantium var. Amara, can show effective properties with bacteria in biotransorption
and is generally used in dietary supplements. When we look at the studies on the
biotransformation of alkaloids, there is not much scientific data. In a study conducted
in China in 2016, 4,5-dimethoxy-canthen-6-one alkaloid type compound was
biotransformed by Cunninghamella blakesleeana CGMCC 3,970 mushroom and a
total of 6 compounds were obtained, 1 of which was new.

In this thesis, in vitro microbial biotransformation of p-synephrine was performed for
the first time using Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 bacterial strain. The butanol
and aqueous phase extracts obtained and they were subjected to separation processes
by chromatographic analysis. Then, the structures of the pure compounds obtained
were clarified using spectroscopic methods such as *H-NMR, APT and MS. Thus,
tyramine and octopamine substances were obtained based on synephrine. Antidiabetic
activities of the compounds were investigated and the I1Cso value of the tyramine (SLS-
39-1) was found to be 484,909 ug/mL, the ICso value of the octopamine (SLM-21-30-
1) was found to be > 500 pg/mL and the 1Cso value of SLS-1-22 (tyramine, synephrine)
fraction was found to be 109,7 ug/mL. The a-glucosidase inhibition activities of
biotransformed compounds were investigated. Tyramine (SLS-39-1) showed the
highest antimicrobial activity.

With this thesis, besides the biotransformation of the synephrine, new biological
activities can be brought to the molecules, the formation of new compounds, the
production of new metabolites based on a single substance (with the support of
methods such as HPLC and OrbiTRAP L/MS) and the anti-diabetic properties of these
metabolites. Activities were enabled to be evaluated.

Keywords: Lactobacillus acidophilus p-synephrine, biotransformation, alkaloid,
isolation, octopamine, tyramine, antidiabetic activity, antifungal activity,
chromatography, spectroscopy
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1. GIRIS

Hastaliklar ytizyillar boyunca insanlik igin tehlike olusturmus ve insanlar hastaliklarla
bas etmenin yollarini arastirmiglardir. Hastaliklar1 tedavi etmek amaciyla bagvurulan
ilk kaynaklar ise insanlarin kolay sekilde ulasabilecekleri dogal kaynakli iiriinler
olmustur. Dogal kaynakli liriinler arasinda yer alan bitkilerin alternatif ve tamamlayici
tipta tedavi amagli kullanildigini insanligin varolusundan bu yana goérmek

mumkindiir.

Bitkilerden elde edilen sekonder metabolitler olan alkaloitler bir¢ok hastalikta tedavi
amacli kullanilmaktadir. 21,000 bitki tiirlinden 27,000°den fazla farkli yapidaki
alkaloit karakterize edilmistir. Tipta alkaloitlerin kullanimi yaygin olup alkaloit
tirlerinin antidiyabetik, antifungal, antimikrobiyal gibi biyolojik etkileri mevcuttur
[1].

Diabetes mellitus (diyabet)’un tedavisinde olumlu etkileri olan alkaloit tiirleri
(berberin, hordenin, efedrin, vb.) mevcuttur [2]. Bu hastaligin tedavisinde saglikli
beslenme, diizenli egzersiz ve fiziksel aktivite, ilag ve insiilin gibi tedavi yontemleri
yer almaktadir. Yiizyillar boyu hastaliginin etkisinin azaltilmasi i¢in ilag, instilin gibi
bircok tedavi yontemi gelistirilmistir. Diyabet hastaligi i¢in gelistirilen bu ilaglarin bir
kism1 sentetik ilag olarak tedavide yer almaktadir. Ancak sentetik ilaglarla tedavi

maliyetlidir ve sentetik ilag¢ kullaniminin yan etki gdsterme olasilig1 ytiksektir.

Caligmalarda, diyabete ve diyabete bagli komplikasyonlara kars1 etkili olan ve dogal
olarak olusan alkaloitler hakkinda birgok arastirma yapilmistir. 2019 yilinda 800 kadar
tibbi bitki tiiriiniin antidiyabetik etki gosterdigi rapor edilmistir. Alkaloitlerin de yer
aldig1 bitkilerden elde edilen aktif bilesenlerin bazilarinin diyabete karsi etkili oldugu
raporda bildirilmistir [2]. Yapilan bir in vivo ¢alismada, diyabet olan farelere tedavi
yontemi olarak hordenin ve insiilin birlikte verilmistir. Hordenin ve insiilinin birlikte
verildigi tedavi sonrasinda farelerde diyabete bagl yiiksek olan aglik kan sekeri ve

tokluk kan sekeri seviyelerinin 6nemli 6l¢iide diistiigli gézlemlenmistir [3].



Sentetik ilag liretiminin gergeklestirilmesi i¢in oldukca ciddi bir biit¢e gerekmektedir.
Iag iiretimi igin biitce kisitlamasinin yapilabildigi ve daha az kimyasaln kullanildig
biyotransformasyon yontemi son zamanlarda tercih edilen bir yOntemdir.
Biyotransformasyon  belirli  bir  bilesigin, mantarlar, bakteriler gibi
mikroorganizmalari iceren biyolojik katalizorlerin kullanilmasiyla, yapisal benzerligi

olan farkli bir iiriine doniisiimii olarak tanimlanmaktadir [4].

Bu tez calismasinda sinefrin bilesiginin biyotransformasyonuyla, molekiillere yeni
biyolojik aktiviteler kazandirilabilmesinin yani sira, yeni bilesiklerin olusmasina, tek
bir maddeden yola ¢ikarak yeni metabolitlerin elde edilmesi ve elde edilen bu
metabolitlerin  antidiyabetik ve antimikrobiyal aktivitelerinin  arastirilmasi

amagclanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Alkaloitler

Alkaloitler bitkiler, hayvanlar, bakteriler ve mantarlar gibi dogal kaynaklardan elde
edilen ve dogal yollarla olusan sekonder metabolitlerdir [2]. Temelde bir veya daha
fazla azot atomu igeren siklik yapida organik bilesiklerdir. Genellikle insan ve
hayvanlarin sinir sisteminde uyarici etkiye sahip 6zellikleri ile bilinmektedirler [5].
Alkaloitler genellikle bitkisel kaynakli olup ortak kimyasal o6zellikler
gostermektedirler. Alkaloitler ¢ok az dozlarda dahi 6nemli derecede farmakodinamik
aktiviteye sahip olan organik bilesiklerdir. Apocynaceae, Rutaceae, Berberidaceae,
Papaveraceae, Solanaceae, Lauraceae, Chenopodiaceae,  Ranunculaceae,
Boraginaceae familyalari alkaloitlerce zengin familyalardir. Alkaloitler genellikle azot
iceren yapinin ¢esidine gore siniflandirilir ( Sekil 2.1, 6rn. Pirolidin, piperidin, kinolin,
izokinolin). Biyosentetik esasa gore siniflandirilan alkaloitler ise bitkilerin sekonder
metabolitleri {tretirken kullandig1 baslangic maddesine (amino asitlere) gore
yapilmaktadir. Ornitinden tlireyenlere tropan alkaloitleri denilmesi bu duruma 6rnek

verilebilir [1].

Pirolidin, Piridin, tropan, piperidin, kinolin, izokinolin
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Sekil 2.1 : Alkaloitlerin azot igerme durumuna gore siiflandirilmasina drnekler.

Alkaloitler i¢in ayrica gercek alkaloitler, protoalkoloitler ve psddoalkaloitler seklinde

biyogenetik siiflandirma da yapilmaktadir. Protoalkaloitlerin ve gercek alkaloitlerin
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oncii maddeleri direkt olarak aminoasitlerdir ve her iki gruptaki alkaloit de esas olarak
aromatik amino asit olan fenilalanin, tirozin (izokinolin alkaloitler) ve triptofan (indol
alkaloitler) aminoasitlerinden sentezlenir. Gergek olmayan (psddoalkaloitler)
alkaloitler, ¢cogunlukla gercek alkaloitlerin karakteristik ozelliklerini tagimaktadir.
Kisaca alkaloitlerin kimyas1 dogrudan veya farkli yollarla protein aminoasitleri,
aminoasitlerin 6ncli maddeleri veya onlara bagli olusan son maddeler ile baglantilidir

(Tablo 2.1) [6].

Tablo 2.1 : Amino asitlerin alkaloit sentezine katilim tablosu.

Amino Alkaloit Tiirii Alkaloit sentezine katilmasi
Asitler Gruplar /

Amino asitler

Protein amino asitleri

L-alanin
L-arginin Arginin tiirevi alkaloitler Gergek alkaloitler
L-asparagin Deniz alkaloitleri
L-sistein
L-glutamin
L-glutamik asit
L-glisin
L-histidin Histidin tiirevi alkaloitler Imidazol alkaloitleri
Manzamin alkaloitleri
L-izolosin
L-16sin
L-lizin Lizin tiirevi alkaloitler Gergek alkaloitler
Piperidin alkaloitler
Kinolizdin alkaloitler
Indolizidin alkaloitler
L-metiyonin
L-fenilalanin Fenilalaninden tiiretilmig Gergek alkaloitler
alkaloitler Feniletil Amino alkaloitler
Fenil izokinolin alkaloitler
Amaryllidaceae alkaloitleri
L-prolin
L-serin
L-treonin
L-triptofan Triptofan tiirevi alkaloitler Gergek alkaloitler

Indol alkaloitleri
Kinolin alkaloitleri
Piroloindol alkaloitleri
Ergot alkaloitleri
Iboga alkaloitleri
Corynanthe alkaloitleri
Aspidosperma alkaloitleri
Protoalkaloitler
Terpenoid indol alkaloitleri




Tablo 2.1 (devam) : Amino asitlerin alkaloit sentezine katilim tablosu.

Amino AlKkaloit Tiirii AlKkaloit sentezine katilmasi

Asitler Gruplar /

Amino asitler

L-tirosin Tirosinden tiiretilmis Gergek alkaloitler
alkaloitler Feniletilamino alkaloitleri

Basit tetrahidrhidroiso
Kinolin alkaloitleri

L-valin
Protein olmayan
aminoasitler
L-ornitin Ornitin tiirevi alkaloitler Gergek alkaloitler
Pirolidin alkaloitleri
Tropan alkaloitler
Pirolizidin alkaloitleri
Antranilik asit Antranilik asid tiirevi Gergek alkaloitler
alkaloitler Kinazolin alkaloitleri
Kinolin alkaloitleri
Akridin alkaloitleri
Nikotinik asit Nikotik-asid tiirevi Gergek alkaloitler

alkaloitler Piridin alkaloitleri
Sekiterpen piridin alkaloitler

Bir baska kimyasal smiflandirma ise alkaloitlerde aromatik halkada azot tagima
durumuna gore heterosiklik olmayan alkaloitler ve heterosiklik yapidaki alkaloitler
seklinde yapilmaktadir. Halka yapisinda karbon disinda atom bulunduran aromatik
molekiillere heterosiklik adi verilmektedir. Heterosiklik olmayan alkaloitlerin halka
yapisinda heterosiklik halka yoktur. Hordenin, efedrin, kolsisin, sinefrin, oktopamin
gibi protoalkaloitler (aminoalkaloitler) halka disinda azot tasirlar. Heterosiklik
yapidaki alkaloitlere ise Ornek olarak tropan alkaloitlerinden hiyosiyamin; pridin
grubundan nikotin, izokinolin alkaloitlerden papaverin, kodein, morfin, berberin gibi
aromatik halka yapisinda nitrojen atomu bulunduran alkaloit tiirleri verilebilir. Farkli
yapidaki alkaloitlerin farkli sekonder metabolit metabolizmasindan veya farkli bir
biyosentez mekanizmasindan tiireyebilecegi, isim ve yap1 olarak farkli

adlandirlabildigi Sekil 2.2°de gosterilmistir [6].
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Sekil 2.2 : Biitiin alkaloit siniflarinin genel biyosentez semasi.

Sikimat biyosentezi insanlarda ve hayvanlarda dogal olarak gerceklesen bir
biyosentetik evre degildir. Sikimat biyosentezi mantarlar, bitkiler ve diger
mikroorganizmalarin yani sira aromatik amino asitler (L-fenilalanin, L-tirosin ve L-
triptofan) icin Onemli bir biyosentezdir. Sikimat biyosentezi sonucu olusan
aminoasitler (Sekil 2.3, tirozin, triptofan gibi) insanlar igin esansiyel aminoasit
sinifinda yer almaktadir [1]. Ozetle sekonder metabolit grubunda yer alan alkaloitlerin

bazilarinin (sinefrin gibi) sentezi sikimat biyosentezi iizerinden gergeklesmektedir.

[6].
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Sekil 2.3 : Sekonder metabolitlerden alkaloitin baslica biyosentez metabolizmasi.
---Sinefrin

Sinefrin veya p-sinefrin, Citrus aurantium’da bulunan ve genelde diyet iiriinlerinde
veya spor takviyelerinde sporcu performansini yiikseltmek veya kilo kaybina yardimei
olmak i¢in kullanilan bir alkaloittir [7-9]. Citrus aurantium ekstresi, genel olarak aci,
olgunlasmamis (yesil) meyvelerden “Sevilla portakali” olarak adlandirilan
turunglardan elde edilir [10]. Stewart ve arkadaslar tarafindan turunggillerde sinefrin
varhigt ilk olarak 1964'te rapor edilmistir [11, 12]. Ayrica sinefrin (oksedrin) adrenerjik
bir agonisttir ve orto, meta, para izomerik yapilari olabilmektedir. Sinefrin molekiilii
(Sekil 2.4), benzen halkasi lizerindeki para pozisyonunda hidroksil grubu ile bir
feniletilamin tiirevidir [10]. Sinefrinin kimyasal formiiliit CoH13NO2 olup kimyasal ismi
ise 1-[4-hidroksifenil]-2-metil-aminoetanoldiir. Sinefrin maddesinin molekiil agirlig
ise 167.21g/mol’diir [9]. Sinefrinin ve bazi alkaloitlerin Oncli aminoasitlerinin

biyosentez mekanizmasi Sekil 2.5’te gosterilmistir.

Turunctan elde edilen ekstreler ile p-sinefrin de genelde kilo kontrolii ve spor
performansinda kullaniminin yani sira, aghigi bastirmak ve bazal metabolizmay1
hizlandirmak igin kullanilan iriinler arasindadir [13]. p-Sinefrin turunggillerden en

cok mandalina, klementin mandalina, portakal gibi diger turung tiirlerinin de yer aldig1



tirtinlerden elde edilmektedir [8]. Sinefrin, yaprak ve meyve hiicrelerinde {iretilirken,
magnezyum eksikligi olan C. paradisi (greyfurt ) veya C. grandis gibi bitkilerde
bulunmaz [11]. p-Sinefrin Kuzey Avrupa ve Almanya'daki farmakopelerde adrejenik
agonistlerin ana bileseni olarak rapor edilmistir. Ayrica sinefrin bronglar1 genisletme,
kan basincini artirma 6zellikleri ile uyarici etkiye de sahiptir. Bu nedenlerin sonucunda
ise sinefrin astim ve hipotansiyon tedavisinde kullanilabilmektedir. Ayrica sinefrin
maddesi metabolizmay1 iyilestirme, hazimsizlik gibi sindirim problemlerinde de

kullanilan iiriinler arasinda yer almaktadir [14].
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---Sinefrinin adipogenezis ile iligkisi ve diyabet iizerinde olusabilecek etkileri

Sinefrinin viicut yag kitlesi tizerindeki etkileri galismalarda mevcuttur. p-Sinefrin -3
adrenoreseptorlerine baglanir ve aktive ederse, termojenez ile lipolizde bir artis
beklenir ve bunun sonucunda viicut yag kitlesinde azalmaya sebep olabilmektedir.
Cesitli hayvan caligmalar1 p-sinefrinin agizdan veya aci portakal 6zii seklinde
uygulanmasinin, kilo kayb1 veya azalmis agirlik artis1 ile sonuglandigini gostermistir
[8, 15, 16]. Citrus ekstrelerinin antidiyabetik aktivite gosterdigine iliskin ¢alismalar
bulunmaktadir ve antidiyabetik aktivite etkisinin sinefrinden ileri gelebilecegi
diistiniilmektedir [17]. Yapilan bir bagka ¢alismada p-sinefrinin, akt (protein kinaz B),
sinyal biyosentezinin diizenlenmesi ve adipogenez ile ilgili proteinlerin baskilanmasi
yoluyla antiadipojenik etkili oldugu ve GSK-3f aktivitesinin ayni1 zamanda p-sinefrin
tarafindan da inhibe edildigi gézlemlenmistir [18]. Serin/treonin kinaz familyasindan
olan akt, hiicre igerisinde diizenleyici etkide sinyallerin iletiminde gorev alir ve glikoz
metabolizmasina da etkisinin mevcut oldugu literatiirde yer almaktadir [19]. Ote
yandan GSK-3 (glikojen sentaz kinaz-3) inhibitorlerinin etkin oldugu hastaliklarin
basinda tip-2 diyabet ve norolojik hastaliklar yer almaktadir [18, 19]. Ayrica bir¢ok
calismada GSK-3’ iin asir1 aktif olmasi tip-2 diyabet ve obezite gibi metabolik kokenli
hastaliklarla iligskilendirilmistir [20].

2.2 Diyabet

Diyabet pankreas beta hiicreleri tarafindan salgilanan insiilin hormonunun hig
salgilanmamasi veya kismen azalmasi durumunda glikozun kanda yiikselme durumu
(hiperglisemi) ile iliskili endokrin bir hastaliktir. Kisaca insiilin salinimindaki
yetersizlik veya insiilinin olmamasi durumudur [21]. Diyabet hastaliginin kiiresel
prevalansiin 2030 yilinda %7,7'ye ylikselmesi beklenmektedir. TURDEP-II’ye gore
Tiirkiye’de eriskin toplumda diyabet hastaliginin oran1 %13,7’ye ulagsmistir [21-23].

---Diyabet hastaliginin siniflandirilmasi
(1) Tip 1 Diyabet
(2) Tip 2 Diyabet
(3) Gestasyonel Diyabet

(4) Diger Spesifik Tipler



-B hiicre fonksiyonunda genetik defektler
-Insiilin fonksiyonunda genetik defektler
-Egzokrin pankreas hastaliklari
-Enfeksiyonlar

-Nadir goriilen immiin durumlar
-Endokrinopatiler

-Ila¢ ve kimyasal maddeler gibi nedenlerin sebep oldugu diyabet tipleri

2.2.1 Tip 1 diyabet

Viicudun bagisiklik sisteminin pankreasta yer alan beta hiicrelerini yok etmesine veya
zedelemesine bagli olarak insiilin eksikligi ile sonuglanan diyabet tiriidiir.

Pankreastaki beta hiicrelerinin yoklugunda ise insiilin tiretimi miimkiin olamamaktadir

[21].

30 yasin altinda bu diyabet tipinde otoimmiin bozukluk, hizli kilo kaybi ve insiilin
eksikligi sik goriilen durumlar arasinda yer almaktadir. Bu durumlara bagli olarak

yasam boyunca insiiline bagimli bir tedavi uygulanmaktadir.

2.2.2 Tip 2 diyabet

Pankreastaki beta hiicre metabolizmasinda olusan bozukluga bagli insiilin saliniminda
azalma ve buna bagli olusan insiilin direnci ile belirtilen diyabet tipidir. Asir1 agirlik
artisi, genetik faktorler, yasanan travmalar, ila¢ kullamimi (ditliretik ilaglar,
kortikosteroid vb.), pankreasta olusabilen anormallikler tip 2 DM’nin olusumunda
baslica etmenler arasinda yer almaktadir. Tip 2 diyabette obezite daha ¢ok insiilin
direncine sebep olurken, zayif bireylerde ise bu durum yetersiz insiilin salinimi

seklinde goriilmektedir [21].

---Obezite- Insiilin Direnci

Karaciger insiilin klirensinin diismesinde temel sebeplerden biri plazmada serbest yag
asitlerinin artigidir. Karin boélgesinde olusan yag kitlesi lipolitik etkinlige fazla egilim
gostermektedir. Lipolitik etkinligin artmasi plazmada bulunan serbest yag asitlerinin
artisina sebep olmaktadir. Plazmada artan yag asitleri kas dokuda glikoz oksidayon

bozukluguna neden olup buna bagl lipit oksidasyonu da anormal bir sekilde
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diismektedir. Sonug olarak insiilin hassasiyetinde azalma ve kan insiilin diizeyinde

artiga bagli insiilin direnci olugmaktadir [21].

2.2.3 Gestasyonel diyabet

Gestasyonel diyabet gebelik esnasinda teshis edilen diyabet tipidir. Anne ve bebek igin
saglik riski tagiyan ve insiilin tedavisi gerektirebilen bir tiptir. Genelde dogum sonrasi
bu durum ortadan kalkmaktadir. Ancak hem anne hem de bebek i¢in ilerleyen

zamanlarda 6zellikle de dikkat edilmediginde Tip 2 diyabet riski olusmaktadir [21].

---Diyabet tedavisinde baslica etmenler
-Saglikli beslenme

-Egzersiz-Fiziksel aktivite
-Diizenli kontrol
-Ilag / Insiilin

-Multidisipliner ¢alisma ekibi

2.3 Mikrobiyota

Insan viicudunda ¢ogunlugunun kolonda yer aldig1 ve viicudun hem dis kisminda hem
de i¢ kisminda hayat siiren mikroorganizmalarin tamami mikrobiyotay1
olugturmaktadir. Yetigkin bir insan bagirsaginda yaklasik olarak 10-100 trilyon kadar
mikroorganizma bulunmaktadir. Mikrobiyotanin ¢ogunlugunu bakteriler olustururken
diisiik oranda viriis, mantar ve 6karyot hiicreler de olusturmaktadir [24]. Son yillarda
yapilan bir¢ok caligsma alerjik hastaliklar, kolorektal kanser, aterosklerosis, diyabet,
obezite gibi yaygin hastaliklarin gelismesini bagirsak mikrobiyotasinin degisimi ile

iliskilendirmistir [24, 25].

Dogdugumuz andan itibaren mikroorganizmalarin viicudumuzda kolonize bir sekilde
bulundugu bilinmektedir. Viicudumuzda yasayan ve insan hiicresi olmayan,
bedenimizi konak olarak kullanan kommensal, simbiyotik ve patojenik
mikroorganizmalarin (bakteri, viriis, mantar, protozoa) olusturdugu bu ekolojik
topluluga mikrobiyota, bu ¢evrede yasayan mikroorganizmalarin toplam genomuna ise

mikrobiyom denilmektedir. Mikrobiyota gelisiminde beslenme, fizyolojik ve hastalik
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durumu, ¢evresel ve kiiltiirel faktorler, antibiyotik kullanimi, hijyen kosullar1 gibi bir

takim faktorler rol oynamaktadir [26].

Intestinal ekosistemde trilyonlarca mikroorganizma ve 1000’e yakin mikroorganizma
tiri mevcuttur. Bu mikroorganizmalarin ¢ogunlugunu bakteriler olustururken, bu
bakterilerin de %9011k kismini anaerobik bakteriler olusturmaktadir. Bifidobakteriler,
bagirsak mikrobiyotasinda en fazla bulunan mikroorganizma gruplarindan biri olup,
diskida bulunan hiicre sayilari, mikrobiyotada yogun bulunan diger bir bakteri olan
laktobasillere oranla 3-4 log daha yiiksektir. Bunlarin disinda daha az oranlarda gram
negatif ve gram pozitif basiller bulunmaktadir. Normal sartlarda dengede olan bu
mikroorganizmalar beslenme ve c¢evresel etkilerle degisim gostermektedir ve
beslenme bu dengeyi etkileyen en 6nemli faktordiir. Saghigimiz, davranislarimiz ve
ruh halimiz sadece ne yedigimize veya ne yaptigimiza degil, ayn1 zamanda neye konak
oldugumuza da baglidir [27]. Epidemiyolojik ve metagenomik ¢alismalarin gézlemleri
sonucunda ve farkli deneysel hayvan modellerinden elde edilen verilerle birlikte
alerjik hastaliklar, kolorektal kanser, aterosklerosis, diyabet, obezite gibi yaygin
hastaliklarin gelismesini bagirsak mikrobiyotasinin degisimi ile iliskilendirildigi

gosterilmistir [28].

2.4 Mikrobiyota ve Diyabet iliskisi

Bagirsak mikrobiyotasinin miktarinin ve ¢esitliliginin degisim gdstermesinin bir¢ok
metabolik bozukluga énemli derecede sebep oldugu bilinmektedir. Insan bagirsak
mikrobiyotasindaki bakteriyel bozulma (disbiyoz) obezite ve diyabet ile de iliskilidir
[29]. Cin’de yapilmis bir ¢alismada 345 kisinin tip-2 diyabet ile iliskili parametrelerine
ve mikrobiyata bakterilerinin miktarlarina bakilarak bir degerlendirme yapilmigtir.
Degerlendirmeler sonrasinda tip-2 diyabet hastasi olan bireylerde mikrobiyotanin
olumsuz bir sekilde degistigi ve butirat iireten Roseburia tiirleri gibi bakterilerin
azaldig1 gorilmistiir [30]. Basgka bir ¢alisma, obezitenin bagirsak mikrobiyotasinin
Ozellikle Bacteriodetes tiirinde azalma gibi degisimler ile iligskili oldugunu
gostermistir. Kilo kontroliinde ise Lactobacillus ve Bifidobacterium cinslerinin ciddi
roller aldig1 ¢calismalarda raporlanmistir [31]. Ayrica bagirsak mikrobiyota profilinin
yasamin farkli asamalarinda degisiklik gostermesi yas, beslenme aliskanligi, cevresel

faktorler ve ilag gibi faktorlere de baghdir. Hayvansal kaynakli gidalardan zengin bir

diyetle beslenen kisilerde Bacteriodes cinsi, bitkisel igerigi zengin gidalar ile beslenen
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kisilerde ise Prevotella bakterilerinin daha yaygin olarak bagirsaklarinda bulundugu
gozlemlenmistir [30]. Giintimiizde probiyotik 6zelliklere sahip Laktobacillus suslari (
L. acidaphilus, L. fermentum, L. casei, L. lactis vb. ) siklikla diyet ve saglikla iliskili
rtinlerde, ayrica probiyotik yogurt yapiminda da kullanilmaktadir [32, 33].
Lactobacillus cinsi bakteriler, giinliik yasamda genis bir alan kaplayan ve birgok
calismada yer almis bakterilerdir. Bu bakteri cinsinin tiimii gram pozitif, ¢ogunlugu
fakiiltatif anaerobik, sitokrom igermeyen ve katalaz negatif 6zellikte olup neredeyse
biitiin  tiirlerinin ¢ubuk ve kok seklinde oldugu bakterilerdir. Bagirsak
mikrobiyotasinda, ¢iiriimiis olan bitkilerde, siit ve siit iiriinlerinde kisacasi giindelik
yasamda denk gelebilecegimiz probiyotik etkide mikroorganizmalardir [34].
Probiyotikler bagirsak mikrobiyotasinin dengesini olumlu yonde gelistiren aktif
mikroorganizmalardir [32]. Saglik i¢in yarar saglayan dnemli probiyotik cinslerin ikisi
Lactobacillus ve Bifidobakterium cinsleridir. Tip-2 diyabet ile iligkilendirilmis
bagirsak florasindaki bakteri degisimi Firmicutes bakteri tiirlerinin prevalansinin
diismesi ve Bacteriodetes ile Proteobakterilerinin ortamda zenginlesmesi olarak
degerlendirilmis ve bu bakteri degerlerinin normal degerlere gelmesi i¢in probiyotik
bakteri tedavisinin etkinligi ¢calisilmis ve ¢alismada Bifidobakterium ile Lactobacillus
cinslerinden bazilarinin bagirsak florast dengesini diizelten major bakteriler oldugu
belirtilmistir [35]. Baska bir ¢alismada, mikrobiyota transferi tizerine ¢alisilmis ve
kilolu olmayan (yag oranmi diisiik) bir bireyden metabolik sendromu olan bir bireye
bagirsak mikrobiyota transfer edildiginde, alicinin insiilin duyarliligi hem periferik
dokularda hem de hepatik dokularda anlamli sekilde artmistir. Metabolik sendromlu
bu kisilerde bagirsak mikrobiyomunun otolog transferi yapildiginda insiilin
duyarhiliklarinda bir degisiklige rastlanilmamistir [36]. Probiyotik bakterilerin
antimikrobiyal etkinliklerde galismalarda mevcuttur. Yapilan bir in vitro ¢alismasinda
yara enfeksiyonlarinin 6nlenmesinde mikrobiyotada bulunan bakterilerin probiyotik
bir karigimla (Lactobacillus rhamnous IMC 501 ve Lactobacillus paracasei IMC 502)
olan etkinligi degerlendirilmis ve sonug olarak probiyotiklerin ¢ok iyi antimikrobiyal
etki gosterdigi ayrica kronik ilseratif lezyonlarn iyilestirilmesinde alternatif tedavi

olarak kullanilabilme sansi1 verdigine dair sonuglar gosterilmistir [35].

Mikroorganizmalarin goz ardi edilmeyecek bir yiizeye sahip oldugu ve yasamimizda
onemli hastaliklarda bu mikroorganizmalarin da yer aldigi yapilan arastirmalarda

mevcuttur. Ek olarak insan bagirsak mikrobiyotasinin yas, ¢evresel faktor ilag gibi
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bircok etmene bagli olarak degisebilecegi ve degisen bu mikrobiyotanin tip-2 diyabet
ve tip-2 diyabetle iliskilendirilebilen obezite ve metabolik sendrom iizerinde etkili

oldugu birgok ¢alismada yer almaktadir [34-36].

2.5 Mikrobiyal Biyotransformasyon

Mikrobiyal biyotransformasyon teknigi, bir molekiiliin bakteri ya da funguslar
tarafindan baska bir molekiile doniistiiriilmesidir. Bu teknik hem yeni molekiillerin
kesfi hem de biyolojik aktivitesi yiiksek bilesiklerin olusumu i¢in 6nemli bir tekniktir.
Biyotransformasyon reaksiyonlari ile yiiksek stereospesifiklik ve regiose¢icilik gibi
fizikokimyasal oOzelliklere sahip kimyasal tiirevler elde etmek miimkiindiir [37].
Mikrobiyal donlismede reaksiyonlar genellikle oksidasyon, rediiksiyon, hidroliz,
karbon-karbon bag olusumu, eliminasyon, glikoz transferi, halojenizasyon ya da
dehalojenizasyon tizerinden gergeklesir. Mikroorganizmalar, yapilarindaki spesifik
olmayan enzim sistemleri sayesinde hem dogal hem de sentetik ¢ok sayidaki farkli

substrat lizerinde bir¢ok farkli kimyasal reaksiyonu gerceklestirebilir [38].

Mikrobiyal biyotransformasyonlar, klasik kimyasal metotlara gore, ¢cok daha 1liman
sartlarda gerceklesir. Pek cok mikrobiyal biyotransformasyon oda sicakliginda ve 1
atmosfer basing altinda ger¢eklesmektedir. Klasik kimyasal metotlara gére daha ucuza
mal olur ve daha kisa siirede gergeklestirilir. Hedef bilesikler daha kisa siireler
icerisinde ve genellikle daha yiiksek verimlerde, kimyasal reaktiflere gore ¢ok ucuza

mal edilen besi yeri bilesenleri ve mikroorganizmalar kullanilarak elde edilmektedir
[39].

Mikrobiyal biyotransformasyonlar ¢evre dostudur. Klasik kimyasal sentez
metotlarinda kullanilan ¢ogu reaktif, cevreye c¢ok biiyiik zararlar vermektedir.
Reaksiyonlar1 enantiosegicidir. Klasik kimyasal sentez yontemleri ile genel olarak
hedef molekiiller, ayrilmalari cok zor olan rasemik karigimlar olarak elde edilmektedir.
Ozellikle ilag etkin maddelerinin sentezinde tek enantiyomer iiretmek oldukca
onemlidir. Tek enantiyomerin se¢imli liretimi i¢in mikroorganizmalarin kullanilmalar

giinlimiizde gittik¢e yaygimlagmistir [40].

Klasik kimyasal sentez yOntemlerinin aksine mikrobiyal biyotransformasyonlar
esnasinda substratlar lizerindeki diger fonksiyonel gruplarin korunmasi gerekmez. Bu

tistiinliik enzimlerin bdlgesel segicilikleri sebebi ile ortaya ¢ikar.[37].

14



2.6 Alkaloitlerin Biyotransformasyon Calismalar:

Alkaloitlerin biyotransformasyonlari, ¢ok ¢esitli substrat ve enzimlerle yapilmaktadir.
Yeni alkaloit biyosentezleri ve katabolik biyosentezlerin aydinlatilmasi, sentetik
organik kimyacilar igin yeni biyokatalizorler elde edilmesine imkan saglamaktadir.
Ayrica, metabolik biyosentezlerin genetik ve biyokimyasal temelinin daha iyi
anlasilmasi, terapotik olarak 6nemli alkaloitlerin {iretimi i¢in miimkiindiir. Artan ticari
ilgi ve molekiiler biyolojideki ilerlemeler, alkaloit bazli terapotik maddelerin {iretimi

icin On sart olan biyokatalizorlerin eldesini kolaylastiracaktir.

Alkaloitlerin biyotransformasyonlar1 ile ilgili caligmalara bakildiginda ¢ok fazla
bilimsel veriye rastlanmamaktadir. 2019 yilinda yapilan bir ¢alismada, erkek SD sigan
modeli kullanilarak temsili prolizidin N-oksitlerin hem gastrointestinal kanaldaki hem
de karacigerdeki ilgili prolizidin alkaloitlere biyotransformasyonunu ve tiim biyolojik
numunelerdeki prolizidin alkaloit ve prolizidin alkaloit N-oksitlerin farmakokinetigi
UHPLC-MS analizi ile aragtirilmistir. Bu arastirma sonuglarina gore prolizidin alkaloit
N-oksitlerin prolizidin alkaloitlere biyotransformasyonuna Oncelikle bagirsak
mikrobiyotasinin ve ayrica hepatik CYP'lerin aracilik ettigini gostermistir [41]. 2017
yilinda Cardillo ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada, hiyosiyamin alkaloit bilesigi
hiyosiyamin 6f- hidroksilaz (H6H) enzimi biyokatalizériinde Escherichia coli
bakterisi kullanilarak biyotransformasyona ugratilmis, 6f-hidroksihiyosiyamin ve
skopolamin bilesikleri elde edilmistir (Sekil 2.6) [42].

(]“'E
N
| He (CHOH
0
Hivosivami 6b-hidroksthiyosiyamin Skopolamin
fyosiyamin

Sekil 2.6 : Hiyosiyamin bilesiginin H6H enzimi katalizorliigiinde biyotransformasyonu.
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2016 yilinda yapilan bir diger ¢alismada, entomojen fungus olan Paecilomyces gunnii,
Cin Oolong cay ortaminda kiiltiirlenerek kafeini teofiline ve 1,7-dimetilksantinlere
indirgemek i¢in N-demetilasyon mekanizmas1 iizerinden bir biyoreaksiyon
gerceklestirilmis ve olusan metabolitler ince tabaka kromatografi (ITK) ve yiiksek
basingli s1vi kromatografisi teknikleri ile tayin edilmislerdir. Olusan reaksiyon Sekil
2.7°de gosterilmektedir [43].

2016 yilinda Cin’de yapilmis bir baska ¢alismada, 4,5-dimetoksil-kantin-6-on alkaloit
tipli bilesik, Cunninghamella blakesleeana CGMCC 3,970 mantar1 aracilifiyla

biyotransformasyona tabi tutulmus ve 1’1 yeni olmak iizere toplam 6 tane bilesik elde

edilmistir (Sekil 2.8) [44].
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| | N N
N O " 0
N 3
\ ¢ Y I'NJ-demetllasyon.< teofilin

N Paecilosmyces
| 0 gunni

H
N0
kafein \ </'\ | \f
N N
| o

1,7-dimetilksantin

Sekil 2.7 : Kafeinin Paecilomyces gunnii ile biyotransformasyonu.
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Sekil 2.8 : 4,5-dimetoksil-kantin-6-one’un biyotransfomasyonu.

Literatiirde p-sinefrinin biyotransformasyonu ile ilgili yapilmis olan tek ¢aligma, 2016
yilinda Silva-Pereira ve arkadaslarinin gergeklestirdigi calismadir. Ancak bu calisma,
in vitro mikrobiyal biyotransformasyon ¢alismasi degildir. p-sinefrinin mide-bagirsak
mikro floras1 tarafindan metabolize edilebildigine iliskin yapilmig in vivo bir
calismadir. Silva-Pereira’nin ¢alismasinda, sinefrinin biyotransformasyonu sonucu
olusan metabolitlerin tayini, perfiizyonlu karacigerden izole edilerek yapilmistir [45]
3-feniletilamin tiirevi adrenerjik reseptorler (AR) (N-metiltramin, sinefrin ve
hordenin) Citri Reticulatae Pericarpium (CRP), Aurantii Fructus immaturus (AFI) ve
Aurantii fructus (AF) tiirlerinden karakterize edilerek yapilan bir ¢alismada; CRP, AFI
ve AF’nin aktif bilesenlerini ve etki mekanizmalarin1 AR'lere bagli gastrointestinal
bozukluklarin  tedavisinde  belirlemesi  amaglamis ve  enzimler ile
biyotransformasyonlar1 incelenmistir. Sonu¢ olarak N-metiltiraminin epinefrin
sentezini diizenledigi 6ngoriilmiis ve biyotransformasyon sonucu benzer yapilarin

birbirlerine dontisebildigi goriilmiistiir. Bu doniisiim esnasinda da bu CRP, AFI ve
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AF'nin gastrointestinal bozukluklarinin tedavi edilmesinin etkisinin AR'lerin
diizenlenmesi yoluyla N-metiltramin ile iligskili oldugu ve N-metiltraminin etki
mekanizmasinin epinefrin sentezinin bir dizi enzim kataliz reaksiyonu araciligi ile

iliskili oldugu bulunmustur. (Sekil 2.9) [46].
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>: —NH
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Sekil 2.9 : N-metiltiramin bilesiginin enzimler katalizorliigiinde biyotransformasyonu.
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3. MATERYAL METOD

Bu tez galismasi, Bezmialem Vakif Universitesi, Eczacilik Fakultesi, Analitik Kimya

Laboratuvari’nda gerceklestirilmistir.

3.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Coziiciiler

(+/-) Sinefrin (Sigma Aldrich, Darmstadt, Almanya)

Sorbent C18, 100 G (Macherey Nagel, Chromab)

Brain Heart Broth, For Microbiology (Sigma Aldrich)

Brain Heart Agar, For Microbiology (Merck, Darmstadt, Almanya)

1. 07734, Silika jel 60 (0,063-0,200mm), Kolon Kromatografisi i¢in, 70-230 MESH
(Merck, Darmstadt, Almanya)

1.05554.0001 ITK Silika jel 60 F2s4 (Merck, Darmstadt, Almanya)
n-Biitanol > 99,5% (Tekim, Bursa, Tiirkiye)

Asetik Asit (Glacial) 100% (Merck, Darmstadt, Almanya)

25% Amonyak (Merck, Darmstadt, Almanya)

Sodyum Dihidrojen Fosfat (NaH2PO4) (Merck, Darmstadt, Almanya)
Metanol> 99,9% (Isolab Kimyasallar, Eschau, Almanya)

Etanol > 99,9% (Isolab Kimyasallar, Wertheim, Almanya)
Diklorometan > 99,8% (Merck, Darmstadt, Almanya)

Etil Asetat > 99,5% (Isolab Kimyasallar, Wertheim, Almanya)
Déterometanol (CD3OD) (Eurisotop)

Déterodimetilsulfoksit (Eurisotop)

Sitrik Asit (Sigma Aldrich, St. Louis, ABD)
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Potasyum Iyodiir (Merck, Darmstadt, Almanya)
a-Glukozidaz (pNGP, Sigma, N1377)

> 98%, Ninhidrin (Fluka)

Staphylococcus aureus ATCCazs923

Escherichia coli ATCCass218 Candida albicans ATCCaoo2s

Lactobacillus acidophilus ATCCaase

3.2 Kullamilan Cihazlar ve Materyaller

UV Kabin (0,40-2000) (Camag UV)

Ultrasonik Su Banyosu (VWR mmx1000)

Vorteks ZX Vorteks (Velp Scientifica)

ITK Tanki (Camag)

Hassas Terazi (Ohaus Adventurer-Pro ve Shimadzu AUW220D)

Doner Buharlastirici, BFC S2500 Pompali Vakum Filtre Seti, (Stuart RE300 DB

Evaporator)

Calkalamali Inkiibator (N-Biotek, US)

Flash Kromatografisi (Buchi, Isvicre, Reveleris X2)
pH-metre (Mettler Toledo, Seven Compact)

HPLC (SHIMADZU, CTO-10-AS VP)

Giivenlik Kabini (Microtest, Class2A2)

Santrifiij (Niive, NF8OOR)

Manyetik Karistirict ve Isitict (Gen Biotek)

BioTek, ABD, Synergy H1 Olgiim cihaz1

Ultra Saf su Cihazi (Human Corporation)

Novatek, Etiiv-Sterilizator (Binder redLINE RF Serisi)
LC-MS Cihazi (Thermo Scientific Qexactive-1007SL)

NMR Cihaz1 (Bruker Biospin AGZ115311/MSC100022)
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3.3 Lactobacillus acidophilus ATCCasse

Yaptigimiz ¢alismada sinefrinin biyotransformasyonu i¢in Lactobacillus acidophilus
ATCCus356 susu ticari olarak temin edilmistir. Biyotransformasyon tekniginde bu
bakterilerin sec¢ilmesinin ve kullanilmasinin nedeni viicutta sinefrinin metabolize
edildigi yer olan gastrointestinal sistemimizde bulunan bakteriler olmalar1 ve bu
bakterilerin patojenitelerinin diisiik olusu, bulunduklar1 ¢cevreye adaptasyonlarinin iyi

olmasi, kiiltiir ortaminda ¢ok rahat {ireyebilmeleridir.

3.4 Agar Besi Yerinin Hazirlanmasi

Beyin kalp inflizyonu [Brain Heart Infusion (BHI)] agar medya tartilarak 150 mL saf
su icerisinde ¢oziindiiriilerek hazirlandi. Hazirlanan besi yeri sogumadan 15 adet 22
mL’lik patolojik cam siselerin yarilarina kadar ilave edilip ve otoklav igerisinde 120
°C’de 60 dakika sterilize edildi. Sterilizasyondan sonra siseler i¢erisindeki besi yerleri,
45°C’lik agryla bir egim olusturacak sekilde sogumaya birakilmak suretiyle yatik agar
besi yerleri elde edildi.

Stok bakteri kiiltiiriindeki bakterilerin bir kism1 yatik agar besi yerlerinin 3 tanesine
steril sartlarda aktarilip oda sicakliginda 15 giin siiresince ¢ogalmaya birakildi.
Cogalan bakteriler hazirlanan yeni yatik agar kiiltiirlerinden ayda 1 kez 3 yeni yatik
agar besi yerine steril sartlarda aktarildi. Bu aktarma islemi 2 kez tekrarlandiktan sonra
elde edilen en taze ve en gelismis yatik agar kiiltiiriindeki bakteriler

biyotransformasyon ¢aligmalarinda kullanildi.

3.5 Sinefrin Metabolitlerinin Ekstraksiyonu

Sinefrinin biyotransformasyon ortami igin besi yeri hazirlandi. 7 adet erlen ve 3 adet
cam sige sterilizasyonu i¢in otoklavda 120°C’de 60 dk. kadar bekletildikten sonra
kontaminasyonu 6nlemek i¢in giivenlik kabinine (Microtest, Class2A2) birakildi. Toz
halinde satin alinan Brain Heart Infusion Broth ((Merck, Darmstadt) medya 37 ¢
tartilarak 1,5 L distile suda ¢oziildii. Hazirlanan 1,5 L besi yeri, 500 mL lik 3 adet cam
siseye paylastirildiktan sonra otoklavda 120°C’de 60 dk. sterilize edildi. Daha sonra
otoklavdan alinan sivi besi yerler (3 cam sise) giivenlik kabininde erlenlere 200 mL
olacak sekilde dagitildi. Daha Once hazirlanan en taze alt kiiltiirdeki bakteriler

(Lactobacillus acidophillus ATCCaase), erlenlerden her birine steril sartlar altinda
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inokule edilmek i¢in hazirlandi. Bu erlenlerde yeterli miktarda bakteri lireyebilmesi
icin 3 gilin boyunca 37°C’de ¢alkalamali inkiibatorde (N-Biotek, US) inkiibasyona
(200 rpm) birakildi. Her bir erlen igin (1 erlen kontrol amagli birakildi) 100 mg sinefrin
(Sigma Aldrich, Darmstadf, Almanya), 1uL dimetilsiilfoksit (DMSO) igerisinde
coziinerek yeterli miktarda bakteri iceren erlenlere esit hacimlerde, steril kosullar
altinda ilave ettikten sonra 3 giin siiresince 37°C’ de c¢alkalamali inkiibatorde

inkiibasyona (200 rpm) birakildi.

Kontrol gruplari asagidaki gibi olusturuldu:

e Grup-1: besi yeri + sinefrin
e Grup-2: besi yeri + bakteri

e Grup-2: besi yeri + bakteri + sinefrin

Biyotransformasyon calismasinin kontrolii i¢in sadece steril besi yeri ve substrati
iceren bir erlen, steril besi yeri ve bakteriyi igeren baska bir erlen ve besi yeri, bakteri,
sinefrin iceren erlen ayn1 sartlarda 3 giin boyunca inkiibe edildi. inkiibasyon islemi
tamamlandiktan sonra, bakteriyi, besi yerini ve sinefrin maddesini igeren erlenler
falkon tiiplerine alinip 5 dakika boyunca 25°C’de santrifiij edildi. Santrifiij isleminden
sonra besi yeri bir Buchner hunisi yardimiyla filtrasyon islemine tabi tutulup besi yeri
bakteri kiiltiiriine ait misellerden siiziilerek ayrildi. Buchner hunisinde kalan iiriinler
(sulu faz) i¢in n-biitanol kullanilarak ekstraksiyon iglemi yapildi. Filtre edilen besi yeri
her seferinde 1 L n-biitanol (Tekim, Bursa, Tiirkiye) kullanilarak 4 ayri ekstraksiyon
yapildi. Daha sonra toplanan ekstraktlar n-biitanol ve sulu faz ekstreleri doner
buharlastiricida ¢6ziiciilerinden uzaklastirildi. Sekil 3.1’da bakteri ekimi, sinefrin
maddesinin biyotransformasyonu, santrifiij ve ekstraksiyon islemlerinin uygulanmasi

esnasinda ¢ekilmis gorseller mevcuttur.
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Sekil 3.1 : Bakteri ekimi, sinefrin maddesinin biyotransformasyonu, santrifiij ve
ekstraksiyon islemi.

3.6 Kromatografik Yontemler

Sekonder metabolitlerin aydinlatilmasini ve karakterizasyonunu kolaylastirmak i¢in
metabolitlerin ve/veya bilesenlerin izole edilmesi gerekmektedir. Izolasyon igin en
uygun ve en cok tercih edilen yontemler ise kromatografi teknikleridir. Diisiik
molekiiler agirlikli bilesikler icin en verimli kromatografik teknikler; yiiksek
performansli sivi kromatografisi (HPLC) ve gaz kromatografisi (GC) analitik
teknikleridir. GC analitik teknigi i¢in helyum gibi inert gazlar kullanilirken, HPLC’de

mobil faz olarak siv1 bir ¢6ziicti kullanilmaktadir [5].
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Bu ¢alismada preparatif ince tabaka kromatografisi, ince tabaka kromatografi (ITK)

ve kolon kromatografisi teknikleri madde izolasyonu igin tercih edilmistir.

Sinefrin maddesinin biyotransformasyon reaksiyonundan elde edilen kuru ekstrenin,
reaksiyon triinlerini saflastirmak ve ayirmak i¢in adsorban olarak silikajel 60 (Merck.
1. 07734) iceren kolon kromatografisi teknigi gerceklestirilip toplanan fraksiyonlarin

icerikleri ince tabaka kromatografi ile incelendi [47].

3.6.1 Ince tabaka kromatografisi (ITK)

Ince tabaka kromatografisi teknigi, numuneden alinan maddeleri saflastirmak ve
maddelerin yapisim1 aydinlatmak igin siklikla tercih edilen bir analitik adsorpsiyon
kromatografi teknigidir. Ince tabaka kromatografisinde sabit faz ve hareketli faz
bulunmaktadir. Sabit fazda genelde plaklar (aliminyum plak gibi) lizerinde kati
adsorbanlar (silika jel, Al>Ozs, seliilloz tozu, magnezyum silikat, poliamid tozu vb.)
bulunmaktadir. Bu galismada adsorban olarak silika jel kullanilmistir. Hareketli faz ise

stv1 ¢Ozlicii veya ¢oziiciilerden olusmaktadir.

Izolasyon iglemi yapilan bir madde, maddenin polaritesine yakin bir ¢dziiciide
¢oziindiiriildiikten sonra 10pL pipetler veya kapiler tiipler yardimiyla ITK plaga tatbik
edilmektedir. Tatbik islemi tamamlanan ITK plagi, icerisinde hareketli fazin
bulundugu ITK tankma birakilip hareketli fazin adsorban iizerinde ilerlemesi
beklenmektedir. Hareketli faz yardimiyla ilerleyen maddelerin yer aldigi ITK plak
tanktan ¢ikarildiktan sonra plaklar iizerindeki lekeler Ultraviyole (UV) 1sik altinda
¢izilip maddeye uygun belirteclerin kullanimiyla degerlendirilmektedir.

Ince tabaka kromatografisine tatbik edilmis olan bilesigin veya maddenin kullanilan
¢oziiciiniin polaritesine gore ilerledigi mesafe goz online alinarak Ry (Retansiyon
faktorii ) degeri hesaplanmaktadir (3.1) [48].

R¢= Tatbik noktasinin ¢dziicii sinirina olan mesafesi/ Maddenin tatbik noktasindan
stirtiklendigi yere mesafesi

(3.1)

Izolasyon igin analiz edilen maddenin Rt degeri, ayn1 kosullarda kromatografi yapilan
standart maddelerin Rs degerleri ile karsilastirilmaktadir. Farkli ¢oziicli sistemlerinde

ayn1 Rfdegeri hesaplanan ve st iiste uygulandiklarinda tek bir leke seklinde yiiriiyen
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veya yan yana tatbik edildiginde ayni1 Rf degeri hesaplanan maddelerin ayn1 madde

olduklar1 tizerinde durulmaktadir.

Bu tez calismasi sirasinda benzer fraksiyonlar1 birlestirmek ve saf maddeleri elde

etmek i¢in ince tabaka kromatografisi kullanilmistir.

---Ince tabaka kromatografisinde kullanilan belirte¢

---Ninhidrin belirtecinin hazirlanmast

0,2 gram ninhidrin, 100 mL n-biitanol igerisinde ¢ozlindiiriildii. Daha sonra manyetik
Karistiric1 yardimiyla iyice karistirilip 2 saat bekletildikten sonra ITK plaklarmda
belirtec olarak bu tez calismasinda kullanildi. ITK analizlerinde sinefrin ve

metabolitleri ninhidrinle pembe-mor renk verdi.

3.6.2 Kolon kromatografisi

Kolon kromatografisi karisim halinde bulunan maddelerin ayrilmasi igin yapilan
yaygin bir analitik kromatografi teknigidir. Kolon kromatografisinde sabit faz olarak
silika jel, Al2O3, poliamit tozu, magnezyum silikat gibi bir adsorban madde, kolona
doldurulmaktadir. Kolona adsorban madde ekleme islemini miiteakiben karigim
halindeki maddeleri iceren numune kolonda sabit faz iizerinden hareketli fazin
(metanol, aseton, kloroform vb.) elie edilme islemiyle ayirma islemi

gerceklestirilmektedir [48].

Bu tez calismasinda hazirlanmis olan ekstrelerin fraksiyonlandirilmasi igin kolon

kromatografisi teknigi kullanilmistir.

Ekstraksiyon sonucu elde edilen sulu ekstre ve biitanol ekstresi sirasiyla biiyiiklikleri
farkli cam kolonlar vasitasiyla ve uygun ¢oziiciiler (metanol, etil asetat (EA),
diklorometan (DCM) vs.) kullanilarak ayirma islemi yapildi. Ayirma i¢in uygulanan

islemler sirasiyla asagidaki gibidir:

Ekstre az miktarda metanol i¢inde ¢oziilerek yeterli miktarda silikajel 60 (Merck. 1,

07734) ile karistirtlip geker ocakta kurumaya birakildi.

Coziicliniin tamamen buharlastirildigi kuru silikajel igerikli ekstre ¢eker ocaktan
alindi. Kolona silika jel (Merck. 1, 07734) doldurulduktan sonra son olarak kuru ekstre
tatbik edildi. N-biitanol ekstresinin ayrilmasi i¢in mobil faz olarak %2100 kloroform ile

baslanip, kloroformun yiizdesi diisiiriiliip %100 asetona dogru, daha sonra da ayni
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sekilde aseton yiizdesi diisliriiliip %100 metanole dogru ¢oziicii oranlart degistirilip

kromatografi islemi sonlandirildi.

Sulu faz ekstresi ise kolon kromatografisinde %50-%50 DCM: EA ile baslatilip EA
yiizdesi artirilarak daha polar hale getirilerek devam ettirilip %100 metanol ile

kromatografi islemi sonlandirildi.

Ekstreler i¢in kolon kromatografisinde kullanilan ¢oziiciilerin yiizdesi, kolonda yer
alan ekstrenin kullanilan ¢oziiciilerde ¢6ziiniip ilerlemesi ile yapilan ince tabaka
kromatografi teknigi (Merk, 1,05554,0001) sonuglarina bagli olarak degistirildi.
Kolondan 100 mL’lik balonlar yardimiyla toplanan fraksiyonlar déner buharlastiric
(Stuart RE300 DB Evaporator) ile ¢oziicii ve ¢oOziicii karisimlarinin ugurulmasi

saglandi.

Toplanan fraksiyonlar ITK plagma tatbik edilip maddeler incelendikten sonra,
lekelerin plak tizerindeki yerleri UV kabin altinda ve ninhidrin belirtecler yardimiyla
belirlendi. ITK sonuclarina gére benzer fraksiyonlar birlestirilip preparatif ince tabaka
kromatografisi ve/veya flas kromatografisi teknikleri ile saflastirllma islemleri

stirdiirtildii.
3.6.3 Preparatif ince tabaka kromatografisi

Preparatif ince tabaka kromatografisi teknigi i¢in 20X20 cm boyutunda aliiminyum
kapli silika jel 60 Fass (Merk, 1,05554,0001) plaklar kullanildi. Fraksiyonlarin
plaklarda ayrilmasi i¢in plagin baslangic noktasindan 1-2 cm kadar yukarisinda
baslangi¢ ¢izgisi boyunca tatbik edildikten sonra mobil faz olarak amonyak,
kloroform, metanol gibi ¢oziiciilerin kullanildigr ITK tanklarinda yiiriitme islemi
tamamlandi. Farkli polaritelerde gelen maddeler UV 11k altinda gozlemlenip ve
plaklarin bir kismma ninhidrin belirteci piiskiirtiiliip 1siticida yakilmasi sonrasinda

belirlenen maddeler ¢izilip benzer R degerinde olan maddeler toplandi.

3.6.4 Flas kromatografisi

SLM 21-30 fraksiyonunun (667,8 mg) ayrilmas: i¢in flas kolon kromatografisi
kullanid1 (Buchi, Isvicre, Reveleris X2). Sistem asetonitril: H.O (2:98, h / h) gradient
sistemi ile baslatildi ve asetonitril, 7:3'ten 3:7’ye diisiiriilen yiizde ile maddeler
oktadesilsilanize silika jel (ODS) (Buchi, isvicre, Reveleris C18 Ters-Faz 24g kartus
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ile) tizerinde ilerletildi. 30 dk. siiren ayirma islemi sonrasinda toplanan fraksiyonlar

doner buharlastiricida ugurulup ITK plakta incelendi.

3.6.5 Sivi kromatografi- kiitle spektrometresi (OrbiTrap LC-MS)

Kiitle spektrometresi kromatografik sistemlerle birlikte kullanilan, ayn1 zamanda hem
atomik hem de molekiiler tiirlerin kiitlelerinin belirlenmesi ve ayrilmis olan
maddelerin teshisi icin tercih edilen spektroskopik, analitik bir tekniktir [48, 49].
Analiz edilecek maddeye (atomik tiir veya molekiiler tiir) gére atomik veya molekiil
kiitle spektroskopisi olarak adlandirilabilmektedir. Bu spektroskopi sistemleri detektor
icin kullanilacak olan sistemlerin ismini almaktadir [Indiiktatif Eslesmis Plazma-

Kiitle Spektrometresi veya Sivi Kromotografisi-Kiitle Spektrometresi (LC-MS)].

Bu tez calismasinda LC-MS, organik yap1 karekterizasyonu igin tercih edilmistir.
Organik yapida ve saf oldugu diisiiniilen maddelerin yapisini tayin etmek icin *H-
NMR, APT gibi NMR spektrumlarinin kayit isleminden sonra kiitle spektrumundaki
sinyaller incelenerek yapi tayini yapilmustir. Yapi tayini i¢in molekiiler pikin (M*)

degerlendirilmesi yap1 karakterizasyonunda en 6nemli faktordiir [48].

Bu calismada molekiiler bir kiitle spektroskopi cihazi olan OrbiTrap LC-MS
kullanilmigtir. Biyotransformasyon reaksiyonlariyla elde edilen su (SLS) ve n-biitanol
ekstreleri (SLM), OrbiTrap LC-MS cihaz1 ile igerik analizine tabi tutulmustur.
Calismada yer alan maddeler igin uygulanan OrbiTrap LC-MS ¢alisma sartlar1 Tablo
3.1 ve Tablo 3.2°de gosterilmistir.

Tablo 3.1 : HPLC i¢in uygulanan ¢aligma sartlar.

Mobil Faz A %1 Formik Asit- H,O

Mobil Faz B %1 Formik Asit- MeOH

Kolon Troyasil C18 HS — 150 x 3 mm 5 uL

Gradient Zamam  Akis (mL/dk.) % B

0,00 0,35 50
1,00 0,35 50
3,00 0,35 100
6,00 0,35 100
7,00 0,35 50
15,00 0,35 50
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Tablo 3.2 : MS i¢in uygulanan ¢aligma sartlari.

Sistem Thermo ORBITRAP
Q-EXACTIVE

Iyon Kaynag1 ESI

Kiitle Tarama Araligi 100-250 m/z

Sheath gaz akis hiz1 45

Aux gaz akis hiz1 10

Sprey voltaj1 (KV) 3,80

Kapiler sicaklik (°C) 320

Aux gaz sitici sicakligr (°C) 320

S-lens RF level 50,0

Tanimlamalar ILMER Kiitiiphanesi

Cevre Sartlar1

Sicaklik (22.0£5.0) °C

Bagil Nem (50 £ 15) % rh

3.7 Sinefrin Metabolitlerinin Spektroskopik Yontemler ile Yapilarinin Tayini

Elde edilen saf bilesiklerin yapilart NMR (niikleer manyetik rezonans) ve kiitle

spektroskopisi teknikleriyle incelenerek belirlenmistir. [50].

---NMR Spektroskopisi

NMR spektroskopisi, kalitatif amac i¢in kullanilan, manyetik bir alana yerlestirilen
molekiile ait atom ¢ekirdeklerinin radyo dalgalar1 ile elektromanyetik 1sinlar
absorplamas1 teknigine bagli kurulmus yapr karakterizasyon teknigidir. NMR
spektroskopisi molekiilii pargalayan bir teknik olmayip, molekiil iskeleti hakkinda
bilgi veren spektrumlari iceren maliyetli bir tekniktir. NMR tekniginin maliyetli
olmasmin bir baska sebebi ise manyetik alanin sogutulmas: igin sivi azot

kullanilmasidir [48].

NMR tabanli spektroskopiler yap: tayini i¢in 6nemli bir role sahiptir. Ciinkii ayni

zamanda, belirli bilesik smiflarma karsi yiiksek analitik hassasiyetle genis bir
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metabolit yelpazesiyle "yiiksek verimli" spektroskopik / yapisal veriler elde

edilebilmektedir [51].

Bu calismada saflastirilan fraksiyon sonuglar1 Bezmialem Vakif Universitesi, ilag
Uygulama  Arastirma  Merkezindeki ~ Laboratuvarda  Bruker  Biospin
AGZ115311/MSC100022 NMR Cihazi ile analiz edilmistir.

3.8 Aktivite Calismalan

3.8.1 Antidiyabetik aktivite tayini

Gliniimiizde akarboz gibi antidiyabetik ilaglar, potansiyel olarak karin agrisi, ishal ve
siskinlik gibi gastrointestinal yan etkilere neden olabilmektedir. Bu nedenle, o-
glukozidaz ve a-amilaz gibi karbolitik enzimlerin aktivitelerinin inhibe edilmesi dahil
olmak iizere antidiyabetik 6zelliklere sahip diyet bitkilerinden gelen dogal inhibitorler
ozellikle de giinliik diyette katilirlarsa, ticari ilaglara gére minimum yan etkilerle daha
kabul edilebilir alternatifler olabilmektedir [52]. Sinefrin gibi dogal bir bilesikten elde
edilecek metabolitlerin de antidiyabetik aktivitelerinin yiiksek olmasi, minimum yan

etkili antidiyabetik olarak kullanilabilmelerine olanak saglayacagi diigiiniilmektedir.

---a-Glukozidaz Inhibisyonu aktivitesi

Elde edilen saf madde ve fraksiyonlarin a-glukozidaz inhibisyon aktiviteleri, Avci ve
arkadaglarinin ¢alismasina baglh kiigiik degisiklikler yapilarak belirlendi [53]. Bu
amagla maddelerin 1000 pg/mL konsantrasyonundaki stok ¢ozeltileri metanol ile
hazirlandi. Her bir madde yar1 yariya seyreltilerek, metanol ile 1000 mL’ye
tamamlanip 8 ayri konsantrasyon olusturuldu. Enzim olarak a-glukozidaz substrat
olarakta, p-nitrofenil-a-d-glikopiranosid (pNGP, Sigma, N1377) substrati kullanildu.
Standart ilag¢ olarak genistein kullanildi. Enzim ve substrat fosfat tamponu igerisinde
¢ozildi (0,05 M, pH 6,8). Enzimatik reaksiyon karisim1 a-glukozidaz (0,02 U, 20 uL),
substrat (1,25 mM, 30 pl), test edilecek madde bilesikleri (10 uL) ve pH: 6,8
tamponundan (140 pL) olusmus olup 37° C'de 30 dk. inkiibe edildi. 30 dakikalik
inkiibasyondan sonra absorbans degerleri 405 nm'de 96 kuyucuklu mikro plaka
okuyucu olan Synergy HI1 (BioTek, ABD) cihaz1 kullanilarak 6lgiildii. Deney
isleminde okuma siireci 3 kez tekrarlanip kaydedildi. a-Glukozidaz inhibisyonu =
[(Ak- As) / Ak] x 100 formiilii ile hesaplandi. Burada Ak, kontroliin absorbani ve As

29



ornegin absorbansidir. ICso degerlerinin hesaplanmasi Graphpad Yazilimi kullanilarak

gerceklestirildi.

---Fosfat tamponunun hazirlanmasi

0,1M Na2HP0O4.2H20 ve 0,1M NaH2P04.2H20 ¢ozeltileri ana stok olarak hazirlandi.
Daha sonra pH:6,8 tamponunu hazirlamak i¢in NazHPO4’ten 6,1mL, NaH2PO4’ten 3,9
mL aliip kanistirilarak hacim 20 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan tampon ¢ozeltisi pH
metre ile kontrol edilip, gerekli goriildiigiinde NaH2POs eklenerek pH’in 6,8’¢
ayarlandi.

3.8.2 Antibakteriyel aktivite tayini

Elde edilen saf maddelerin ve fraksiyonlarin Staphylococcus aureus ATCC2sg23,
Escherichia coli ATCCas218 standart kokenlerine karsi antibakteriyel aktivitelerinin ve
minimum inhibitér konsantrasyonlarinin (MIK) belirlenmesinde rezasurin (7-
hidroksi-3H- fenoksazin -3-bir-10-oksit) mikroplak yontemi kullanildi. Aktivite tayini
iki tekrar olacak sekilde belirlendi. Standart ilaglar olarak S. aureus i¢in vankomisin
ve E. coli i¢in seftazidim kullanildi. Bilesiklerin 1000 pg/mL konsantrasyonundaki
stok ¢ozeltileri yiizde 0,1°’lik DMSO ile hazirland1 ve 0,22 pm ¢apindaki membran
filtreden gegirilerek steril edildi. ilk olarak her bir kuyucuga 50 pL Miiller Hinton
Broth besi yeri eklendi. Hazirlanan ¢ozeltilerin seyreltilme iglemleri 96 kuyulu mikro
plaklarin ilk kuycuguna 1000 pg/mL ilave edilerek yapild: (bilesiklerin MiK deger
araligt 0,48 —1000 pg/mL). Standart ilaglarin (vankomisin ve seftazidim) son
konsantrasyonlart 30 pg/mL olarak aralanip ilk kuyucuga 50 pL ilave edilerek
seyreltilmeleri yapildi. Plagin bir kolonuna negatif kontrol olarak sadece %0,1’lik
DMSO bir kolonuna da pozitif kontrol olarak sadece standart bakteriler 50’ser uL.
konulup seyreltilme islemleri yapildi. Bakterilerin 1-2 giinliikk kolonilerinden
McFarland 0,5 bulaniklik degerinde siispansiyonu hazirlandi ve daha sonra 1:100
oraninda seyreltildi. Bu hazirlanan son siispansiyonlardan 10 pL plak kuyularina ilave
edildi. Plaklar parafilm ile kapatilarak 37 °C’de normal atmosferde 24 saat inkiibe
edildi. inkiibasyon sonrasi biitiin kuyulara 5 ml distile suda ¢ozdiiriilen 33,75 mg
rezasurin’ den ve %20’lik Tween 80’den 10’ar uL ilave edildi ve plaklar 2-4 saat

inkiibasyona birakilarak sonuglar gorsel olarak degerlendirildi. MIK degeri, maviden
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pembeye renk degisimini engelleyen en diisiik konsantrasyon degeri olarak belirlendi.
Antibakteriyel aktivite i¢in kullanilan 12 farkli fraksiyon ve i¢erdikleri maddeler Tablo
4.3’de gosterilmistir. Staphylococcus aureus ATCCase23, Escherichia coli ATCCas2is

standartlari ile yapilan analiz tayinleri Sekil 3.2 ve Sekil 3.3’te gosterilmistir.

Sekil 3.2 : Escherichia coli i¢in antibakteriyel tayin analizleri.
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Sekil 3.3 : Staphylococcus aureus i¢in yapilan antibakteriyel tayin analizleri.

3.8.3 Antifungal aktivite tayini

Candida albicans ATCCgno2g standart kdkenine karsi antifungal aktivitelerinin ve
minimum inhibitdér konsantrasyonlarmm (MIK) belirlenmesinde rezasurin (7-

hidroksi-3H- fenoksazin -3-bir-10-oksit) mikroplak yontemi kullanildi. Standart ilag
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olarak flukanazol kullanildi. Bilesiklerin 1000 pg/mL konsantrasyonundaki stok
cozeltileri %0,1’1ik DMSO ile hazirlandi ve 0,22 um g¢apindaki membran filtreden
gecirilerek steril edildi. 11k olarak her bir kuyucuga 50 uL Miiller Hinton Broth besi
yeri eklendi. Hazirlanan ¢ozeltilerin seyreltilme islemleri 96 kuyulu mikro plaklarin
ilk kuycuguna 1000 pg/mL ilave edilerek yapild: (bilesiklerin MIK deger aralig1 0,48
—1000 pg/mL). Standart ilacin son konsantrasyonu 30 pg/mL olarak aralanip ilk
kuyucuga 50 uL ilave edilerek seyreltilmeleri yapildi. Plagin bir kolonuna negatif
kontrol olarak sadece %0,1’lik DMSO bir kolonuna da pozitif kontrol olarak sadece
standart koken 50’ser uL konulup seyreltilme islemleri yapildi. Taze C. albicans
kolonilerinden McFarland 0,5 bulaniklik degerinde siispansiyonu hazirlandi ve daha
sonra 1:100 oraninda seyreltildi. Bu hazirlanan son siispansiyonlardan 10 pL plak
kuyularina ilave edildi. Plaklar parafilm ile kapatilarak 37 °C’de normal atmosferde
48 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonras1 biitiin kuyulara 5 ml distile suda ¢dzdiiriilen
33,75 mg rezasurin’ den ve %20’lik Tween 80’den 10’ar pL ilave edildi ve plaklar 12-
24 saat inkiibasyona birakilarak sonuglar gorsel olarak degerlendirildi. MIK degeri,
maviden pembeye renk degisimini engelleyen en diisiik konsantrasyon degeri olarak
belirlendi. Antifungal aktivite i¢in kullanilan 12 farkli fraksiyon ve igerdikleri
maddeler Tablo 4.’de gosterilmistir. Candida albicans mantari ile antifungal aktivite

tayin analizleri Sekil 3.4’te gosterilmistir.
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Sekil 3.4 : Candida albicans mantari ile antifungal aktivite tayin analizleri.

3.9 Istatistiksel Degerlendirme

Bu tez ¢alismasinda istatistiksel degerlendirmeler Grahpad Prism 5 istatistik analiz

programi kullanilarak yapildi.
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4. BULGULAR

Yapilan OrbiTrap LC-MS analizleri sonucunda bazi fraksiyonlarin saf olduklari
bazilariin ise karisim halinde olduklar: tespit edildi. Kromatogram ve spektrumlar

degerlendirildiginde, analizi yapilan fraksiyonlarin igerdikleri maddeler Tablo 4.1’te

verildi.
Tablo 4.1 : OrbiTrap LC-MS analiz sonuglarina gore fraksiyon igerikleri.

Aktivite calismalarinda yer alan fraksiyonlarin kodlamalari
1 SLM-21-30-1 Oktopamin
2 SLS-1-22 Sinefrin, Tiramin
3 SLS- 23-26 Sinefrin, Tiramin+ Safsizliklar
4 SLS-31-38 Sinefrin, Tiramin+ Safsizliklar
5 SLS-39-1 Tiramin
6 SLS-40-46 Sinefrin, Oktopamin
7 SLS-47-50 Tiramin, Oktopamin
8 SLS-55-60 Tiramin, Oktopamin+ Safsizliklar
9 SLS-61-68 Sinefrin, Oktopamin + Safsizliklar
10 SLS-69-73 Tiramin+ Safsizliklar
11 SLS-51-54 Sinefrin, Oktopamin + Safsizliklar
12 Substrat Sinefrin

Sinefrin bilesiginin Lactobacillus acidophilus ATCCasse bakterisi ile mikrobiyal
biyotransformasyonu sonucu olusan metabolitler, analitik yontemlerle saflastirildiktan

sonra yapi tayinleri gergeklestirildi. Elde edilen bilesikler asagida gosterilmektedir.
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4,1 SLM-21-30-1 = Oktopamin
OH

NH,

HO
Sekil 4.1 : Oktopamin.

Biitanol ekstresinin (SLM) kolonundan elde edilen fraksiyonlardan benzer olanlar
birlestirildi ve SLM-21-30 kodlu fraksiyon flas kromatografi teknigi ile saflagtirilda.
Flas kromatografisinde asetonitril: H2O (2:98, h/h) gradient sistemi ile
oktadesilsilanize silika jel kullanilan sistem ile ayirma islemi siirdiiriildii. Flag
kromatografi teknigi ile elde edilen SLM-21-30-1 maddesi 145:3:42:25; kloroform:n-
biitanol:metanol:amonyak ile hazirlanan ¢6zeltide; saf madde olan sinefrin ile birlikte
1000 pL metanolde ayr1 ayr1 ¢dziindiiriilerek ITK plaga tatbik edilip yiiriitiildii (Sekil
4.2) [54]. Ninhidrin belirteci puskirtiiliip 100 °C'de 1siticida yakilan plaklarda Keller
ve arkadaslarinin ¢alismasi referans alinarak fraksiyonda sinefrin ve sinefrine benzer
yapilarm olabilecegi anlasildi ve ayn1 mobil faz sisteminde prep. ITK uyguland: (Sekil
4.2-4.3) [54].

Maddenin détorometanolde alinan *H-NMR spektrumunda, aromatik halka protonlar,
6.81 (d,2H, J=8,5 Hz) ve 7,27 ppm’de (d,2H, J=9 Hz) izlendi. 4,80-4,90 ppm
araliginda NHz ve CH protonlar1 ve 4,81°de -OH protonu izlendi. NH2’ye bagli -CH:
protonlari 3,00 ve 3,15 ppm’lerde triplet olarak izlendi. Bilesigin APT spektrumunda,
115 ve 127 ppm’lerde aromatik halka karbonlari, 131 ppm’de katerner karbon, 157
ppm’de aromatik halkadaki OH’1in bagli oldugu karbon, 70 ppm’de -CH karbonu ve
46 ppm’de -CH; karbonu pikleri izlendi. Bilesigin kiitle spektrumunda [M+ H']
154,085 ve [M-H20] 136,075 pikleri izlendi.

Saflastirilan maddenin 'H-NMR, APT ve MS spektrumlart degerlendirildiginde
maddenin CgH1:NOz kapali formiiliine sahip oktopamin bilesigi oldugu anlasildi (Sekil
4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3,Sekil 4.4, Sekil 4.5,Sekil 4.6, Sekil 4.7).
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Sekil 4.2 : SLM-21-30 fraksiyonundan flas kromatografi teknigiyle elde edilen
fraksiyonlarin ITK s1.

Sekil 4.3 : SLM-21-30-1 fraksiyonunun preparatif iITK sonucunu gosteren plak.
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Sekil 4.4 : SLM-21-30-1 maddesinin LC-HRMS kromatogram sonucu.

1.81 AV: 1 SM: 7G NL: 3.03E8

RT: 1.
T: FTMS + p ESI Full ms [100.0000-250.0000]

Relative Abundance

100 136.07547

95 SLS-21-30-1
90
85
80
75
70
65
60
55
50

10 137.07866

5
o 114.09114 11808597 423 05500 130.15869 134.05978 140.06784 14508030 000 15408586
—_t 0ttt
115 120 125 130 135 140 145 150 155
miz

Sekil 4.5 : SLM-21-30-1 maddesinin pozitif HRMS spektromu.
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Sekil 4.6 : SLM-21-30-1 bilesiginin *H-NMR spektrumu (CD3sOD, 500 MHz).
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Sekil 4.7 : SLM-21-30-1 bilesiginin APT spektrumu (CD30OD, 125 MHz).
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4.2 SLS-39-1 =Tiramin

NH,

HO
Sekil 4.8 : Tiramin.

Sinefrinin biyotransformasyon reaksiyonu sonrasinda elde edilen sulu ekstreye (SLS)
kolon kromatografisi uyguland1 ve bu kolondan SLS-39 numarali fraksiyon elde
edildi. HPLC cihazinda analize tabi tutulan SLS-39, mobil faz: sitrik asit (0,02 M),
sodyum dihidroksi fosfat (0,02 M) (NaH2PQOs), (7:3 h/h) distile su pH: 3,00) olarak
ayarlanip izokrotik sistemde analiz edildi. SLS-39 bilesiginin HPLC analiz sonuglar1
Putzbach ve arkadaglarmin 2007 yilinda yaptigi calisma referans alinarak
degerlendirildi [55]. HPLC analiz sonuglarindan elde edilen kromatogramlar ve
kromatogramlarin alikonma zamanlari; tezde yer alan sinefrin ile kiyaslandiginda
maddelerin; oktopamin, p-sinefrin, tiramin gibi maddelerin olabilecegi saptandi [55].
Maddelerin ayrilmasi igin preparatif ince tabaka kromatografi uygulandiginda (Sekil
4.9, mobil faz: DCM: EA: MeOH; 1:1:0.5) 2 farkli fraksiyon elde edildi. Preparatif
ITK ile ayrilan maddeler SLS- 39-1 ve SLS 39-2 seklinde adlandirilip HPLC cihazinda
tekrar analize tabi tutuldu. SLS-39-1’in SLS-39-2’ye gore daha saf oldugu
kromatogramlar incelenerek tespit edildi ve izolasyon ve yapi tayini islemlerine SLS-
39-1 hilesigi ile devam edildi. SLS-39-1 bilesiginin daha detayli yapi karakterizasyonu
icin LC-HRMS ve NMR spektrumlart alindi.

Maddenin détorometanolde alinan *H-NMR spektrumunda, aromatik halka protonlari
6,75 (d, 2H, J=8,5 Hz) ve 7.10 ppm’de (d 2H, J=9 Hz), metilen pikleri 2.85-3.0
ppm’de izlendi. Bilesigin APT spektrumunda, 115 ve 130 ppm’lerde aromatik halka
karbonlari, 126 ppm’de katerner karbon, 156 ppm’de aromatik halkadaki OH’1n bagh
oldugu karbon, 40 ppm ve 32 ppm’lerde -CH> karbon pikleri izlendi. Bilesigin kiitle
spektrumunda [M+ H*] 138,091°da izlendi.
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Saflagtirilmis maddenin 'H-NMR, APT ve MS spektrumlar1 degerlendirildiginde
maddenin CgH1:NO kapali formiiliine sahip ve tiramin bilesigi oldugu anlasildi (Sekil
4.8, Sekil 4.9, Sekil 4.10, Sekil 4.11,Sekil 4.12, Sekil 4.13).

Sekil 4.9 : SLS-39-1 maddesinin ITK analiz sonucu.

RT: 1.89 NL: 5.03E7
1 miz=
138.09065-
138.09203 F: FTMS
+p ESI Full ms
[100.0000-250.0000]
SLS-39-1 MS mix-250

Relative Abundance
=N

n

n T
Sekil 4.10 : SLS-39-1 maddesinin LC-HRMS kromatogram sonucu.
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SLS-39#205 RT: 1.98 AV: 1 SM: 7G NL: 5.06E5
T: FTMS + p ESI Full ms [100.0000-250.0000]
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Sekil 4.11 : SLS-39-1 maddesinin pozitif HRMS spektrumu.
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Sekil 4.12 : SLS-39-1 bilesiginin *H-NMR spektrumu (CDsOD, 500 MHz).
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Sekil 4.13 : SLS-39-1 bilesiginin APT spektrumu (CD30D, 125 MHz).

-10

Boylece sonug olarak sinefrinin mikrobiyal biyotransformasyon reaksiyonuyla 2 farkl

metabolit olustugu goézlemlendi (Sekil 4.14 ).

(\ NH2
H

Tiramin (SLS-39-1
N ( )

HO OH
p-Sinefrin /@)\/ NH,
HO

Oktopamin (SLM-21-30)

Sekil 4.14 : Sinefrinin biyotransformasyon reaksiyonuyla bulunan metabolitler.
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4.3 0-Glukozidaz Inhibisyonu Sonuclari

Sinefrin biyotransformasyonundan elde edilen fraksiyon ve saf maddelerin o-
glukozidaz inhibisyon aktiviteleri 6l¢iildii ve ICso degerleri hesaplandi. ICso degerleri
olgiilebilen 3 madde ve genisteinin alfa-glukozidaz inhibisyon sonuglar1 Tablo 4.2’da

gosterilmistir.

Tablo 4.2 : a-Glukozidaz inhibisyonu hesaplanabilen fraksiyonlar ve genisteinin 1Csp

degerleri.
Fraksiyonlar/Kontrol ICs0 Degerleri (ug/mL)
Genistein 4,013+0.02
SLS-1-22 (Sinefrin+ Tiramin) 109,7 £ 3.80
SLS-39-1 (Tiramin) 484,909 +£9.43
SLM-21-30-1 (Oktopamin) >500

Tabloda gosterilen sonuglara gore SLS-1-22 (sinefrin+tiramin) ve SLS-39-1 (tiramin)
bilesikleri orta-iyi derecede anti diyabetik aktivite gostermislerdir. SLS-1-22
fraksiyonunun diger fraksiyonlara gore a-glukozidaz enzimini daha iyi inhibe ettigi
gozlemlenmistir. Fraksiyonlarin standart ilag olarak kullanilan genisteine gore diisiik
inhibisyon etkisi gosterdigi tespit edildi.

4.4 Antibakteriyel Aktivite Sonuglari

S. aureus ve E. coli mikroorganizmalarina karsi etkin MiK degerleri Tablo 4.3’te

verilmistir.

Tablo 4.3 : Sinefrin biyotransformasyonu sonucunda elde edilen fraksiyon ve maddelerin S.
aureus ve E. coli mikroorganizmalarina karsi hesaplanan MIK (ug/mL) degerleri.

S.aureus E.coli
ATCCux03  ATCCasns

1 SLM-21-30-1 (Oktopamin) 250 500
2 SLS-1-22 (Sinefrin, Tiramin) 250 1000
3 SLS-23-26 (Sinefrin, Tiramin+ Safsizliklar) 250 500
4 SLS--31-38 (Sinefrin, Tiramin+ Safsizliklar) 15,625 1000
5 SLS-39-1 (Tiramin) 31,25 500
6 SLS-40-46 (Sinefrin, Oktopamin) 1000 1000
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Tablo 4.3 (devam) : Sinefrin biyotransformasyonu sonucunda elde edilen fraksiyon ve
maddelerin S. aureus ve E. coli mikroorganizmalarina kars1 hesaplanan MIK (pg/mL)

degerleri.
S.aureus E.coli
ATCCas03  ATCCssus
7 SLS-47-50 (Tiramin, Oktopamin) 1000 1000
8 SLS-55-60  (Tiramin, Oktopamin + 250 1000
Safsizliklar)
9 SLS-61-68 (Sinefrin, Oktopamin + 62,5 1000
Safsizliklar)
10 SLS-69-73 (Tiramin, Safsizliklar) 62,5 1000
11 SLS-51-54  (Sinefrin, Oktopamin + 250 1000
Safsizliklar)
12 Sinefrin 31,25 500
Standart Vankomisin 15,625
ilac
Seftazidim <0,488

Elde edilen sonuglara gore; SLM-21-30-1, SLS-23-26, SLS-39-1 ve sinefrin
maddelerinin E. coli bakterisine karst minimum inhibisyon konsantrasyonlarinin 500
pug/mL ve tizeri; SLS 1-22, SLS-31-38, SLS-40-46, SLS-47-50, SLS-55-60, SLS-61-
68, SLS-69-73 ve SLS-51-54 maddelerinin ise E. coli bakterisine karst minimum
inhibisyon konsantrasyonlar1 1000 pg/mL olarak hesaplandi.

SLS-31-38, SLS-39-1, sinefrin, S. aureus mikroorganizmasina karsi oldukg¢a etkin
sonug gostermistir. SLS-61-68, SLS-69-73 fraksiyonlar1 S. aureus ’a kars1 iyi derecede
etkin bulunmustur. SLM 21-30-1, SLS 1-22, SLS-23-26, SLS-55-60, SLS-51-54, S.
aureus mikroorganizmasina karsi minimum inhibisyon konsantrasyonlart 250 pg/mL

olarak hesaplandi.

SLS-40-46, SLS-47-50, S. aureus mikroorganizmasina karsi minimum inhibisyon

konsantrasyonlar1 1000 pg/mL olarak hesaplandi.

4.5 Antifungal Aktivite Sonuclari

Sinefrinin biyotransformasyonu sonucu elde edilen fraksiyon ve saf maddelerin C.

albicans mikroorganizmasina kars: etkin MIiK degerleri Tablo 4.4’te gosterilmistir.
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Tablo 4.4 : Sinefrin biyotransformasyonu sonucunda elde edilen fraksiyon ve maddelerin
antifungal aktivite sonuglari

C.albicans ATCCgoo2s --pug/mL.

1 SLM-21-30-1 (Oktopamin) 3,906
2 SLS-1-22 (Sinefrin, Tiramin) 15,625
3 SLS-23-26 (Sinefrin, Tiramin+ Safsizliklar) 31,25
4 SLS--31-38 (Sinefrin, Tiramin+ Safsizliklar) 15,625
5 SLS-39-1 (Tiramin) 3,906
6 SLS-40-46 (Sinefrin, Oktopamin) 15,625
7 SLS-47-50 (Tiramin, Oktopamin) 31,25
8 SLS-55-60 (Tiramin, Oktopamin + Safsizliklar) 31,25
9 SLS-61-68 (Sinefrin, Oktopamin + Safsizliklar) 15,625
10 SLS-69-73 (Tiramin, Safsizliklar) 15,625
11 SLS-51-54 (Sinefrin, Oktopamin + Safsizliklar) 0,488
12 Sinefrin 7,81
Flukanozol 3,906

Standart ilac¢

Antifungal aktivite sonuglarina gére SLM-21-30-1 (3,906 pg/mL), SLS-39-1 (15,625
ng/mL), SLS-51-54 (0,488 pg/mL) ve sinefrin C. albicans’a karsi oldukga aktif
bulunmustur. SLS-1-22 (15,625 pg/mL), SLS-23-26 (31,25 pg/mL), SLS-31-38
(15,625 pg/mL), SLS-40-46 (15,625 pg/mL), SLS-47-50 (31,25 pg/mL), SLS-55-60
(31,25 pg/mL), SLS-61-68 (15,625 pg/mL), SLS-69-73 (15,625 png/mL) fraksiyonlar

da C. albicans ‘a kars1 iyi derecede aktif sonug gostermistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu yiiksek lisans tez ¢alismasinda, p-sinefrin alkaloitinin Lactobacillus acidophilus
ATCCuzse tiirii ile in vitro mikrobiyal biyotransformasyonu ilk kez gerceklestirildi.
Biyotransformasyon sonucu elde edilen karisim biitanol ile ekstre edildi. Ekstraksiyon
sonrasinda biitanol ekstresi ve sulu ekstre elde edilip kromatografik teknikler ile

izolasyon, spektroskopik teknikler ile de yapi tayinleri yapildi.

p-Sinefrinin Lactobacillus acidophilus biyotransformasyon sonrasi elde edilen sulu
ekstreden tiramin bilesigi (SLS-39-1); biitanol ekstresinden ise oktopamin bilesigi
(SLS-21-30), mikrobiyal biyotransformasyon yontemi ile saf olarak elde edildi.

Sinefrin metabolitinin biyotransformasyonu sonucu elde edilen saf maddeler ve iki
farkli ekstreden elde edilen fraksiyonlarin antibakteriyel, antifungal ve antidiyabetik

aktivite testleri yapildi.

2015 yilinda Limonium caspium bitkisinden izole edilen ve aralarinda tiraminin de yer
aldig1 metabolitlerin antibakteriyel (Staphylococcus aureus) ve antifungal (Candida
albicans, Candida glabrata, Candida krusei, Cryptococcus neoformans, ve
Aspergillus fumigatus) aktivite testleri yapilmistir. Yapilan testler sonucunda
calismada tiraminin antifungal ve antibakteriyel aktivite gostermedigi raporlanmistir
[56]. Bu tez calismasinda ise yapilan antibakteriyel aktivite test sonuglarinda saf olarak
elde edilen tiramin bilesigi S. aureus bakteri tiiriine kars1 oldukg¢a aktif bulunmustur.
Diger metabolit olan oktopamin i¢in in vivo ve in vitro antimikrobiyal ve antifungal
testleri yapilmis ve anlamli sonuglar elde edilmistir. Literatiirde oktopaminin yer aldigi
S. aureus ve E. coli bakterileri ile yapilan bir in vitro aktivite calismasina
rastlanmamustir. Bu tez ¢alismasinda saf olarak elde edilen oktopamin maddesinin S.
aureus bakterisine karst minimum inhibisyon konsantrasyonu 250 pg/mL bulundu.
Aktivite testine tabi tutulan sinefrin ve SLS-31-38 fraksiyonunun tiramin ile ayn1 MiK
degerine sahip oldugu anlasildi ve S. aureus mikroorganizmasina karsi oldukg¢a aktif
bulundu. Sinefrinin sitrus ekstreleri ile yer aldig1 antibakteriyel aktvite
arastirmalarinda anlamli sonuglar bulunmustur [57, 58]. Ancak sinefrinin S. aureus ve

E. coli mikroorganizmalar1 ile yapilmis bir aktivite c¢alismasina literatiirde
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rastlanmamistir. Bu ¢alismada SLS-61-68 ve SLS-69-73 fraksiyonlarinin S. aureus ’a
kars1 1yi derecede aktif oldugu gozlenmistir. SLS 1-22, SL.S-55-60 ve SLS-51-54 S.
aureus bakterisine karst minimum inhibisyon konsantrasyonu 250 pg/mL ve lizeri
bulundu. SLS-40-46, SLS-47-50"un S. aureus bakterisine karst minimum inhibisyon
konsantrasyonu 1000 ug/mL bulundu. E. coli’ye kars1 antimikrobiyal aktivite testinde
biitiin maddeler ve fraksiyonlar igin iyi derecede bir etkinlik bulunamamistir. Ancak
saf maddelerin minimum inhibisyon konsantrasyonu degerleri diger fraksiyonlara gore
E. coli bakterisine kars1 daha etkin bulundu. Oktopamin, tiramin, sinefrin ile SLS-23-
26 maddelerinin E. coli bakterisine kars1 mininimum inhibisyon konsantrasyonlar1 500
png/mL; SLS 1-22, SLS-31-38, SLS-40-46, SLS-47-50, SLS-55-60, SLS-61-68, SLS-
69-73 ve SLS-51-54 maddelerinin ise E. coli bakterisine karst minimum inhibisyon

konsantrasyonlar1 1000 pg/mL bulundu.

Yapilan antifungal aktivite testleri sonucunda saf madde olarak elde edilen oktopamin
ve tiramin ile birlikte ana madde olan sinefrin de C. albicans mikroorganizmasina karsi
oldukca etkin bulundu. igerisinde saflastirilamayan maddelerin yani sira saf
maddelerinde yer aldigi SLS-51-54 fraksiyonunda minimum konsantrasyon degerleri
saf maddeler kadar C. albicans’a kars1 etkin degerde bulundu. SLS-1-22, SLS-23-26,
SLS--31-38, SLS-40-46, SLS-47-50, SLS-55-60, SLS-61-68, SLS-69-73 fraksiyonlar1
da C. albicans 'a kars1 oldukga yiiksek antifungal etkili bulundu.

Literatiirde bu ¢alismada saf olarak elde edilen tiramin ve oktopamin maddelerinin o-
glukozidaz enzimi ile yapilmis bir in vitro inhibisyon calismasina rastlanmamustir.
Ancak tiramin tiirevi olan hidroksisinnamik asit aminler ile a- glukozidaz enzimi ile
in vitro inhibisyon ¢alismalari mevcuttur. Zhou ve arkadaslari tarafindan 2015 yilinda
yayimlanan bir ¢aligmada tiraminin tiirevi olan hidroksisinnamik asit aminlerden N-
trans-p kumaroil tiramin ve N-trans-feruloiltramin pozitif kontrol deoksinojirimisine
gore daha giiclii a-glukozidaz inhibit6riine sahip olduklar1 bulunmustur. Zhou ve
arkadaglar1 tarafindan yapilan a-glukozidaz inhibisyon aktivitesinde kullanilan o-
glukozidaz enzim kaynagi Saccharomyces cerevisiae’dir. [59]. Song ve arkadaslar
tarafindan o- glukozidaz enzimi ile yapilan bir in vitro inhibisyon ¢aligmasinda da N-
trans kumaroiltramin, N-trans-kafeoiltramin ve N-trans-feruloiltramin gibi tiraminin
tiirevi olan hidroksisinnamik asit aminlerin pozitif kontrole gore yiiksek inhibisyona
sahip oldugu gozlemlenmistir. [60]. Bu galismada, antidiyabetik aktivite sonuglarina
gore tiramin (SLS-39-1) bilesiginin 1Cso degeri 484,909 pug/mL, oktopamin (SLM-21-
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30-1) bilesiginin 1Cso degeri >500 pg/mL ve SLS-1-22 (tiramin, sinefrin)
fraksiyonunun ICso degeri 109,7 pg/mL bulundu. Bu sonugtan yola ¢ikarak
antidiyabetik aktiviteyi saglamak ig¢in sinefrin ve tiraminin birlikte kullanildig

kombinasyonlar onerilebilir.

Sonug olarak bu tez calismasinda, antidiyabetik ve antifungal aktivite gdstermeyen bir
bilesikten, bu aktivitelere sahip yeni bilesikler elde edilerek, biyotransformasyon
tekniginin avantaji ve énemi kanitlanmis oldu. In vitro deneyler sonucu alinan bu

sonuclarin in vivo ¢alismalara 151k tutmasi beklenmektedir.
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