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TIMOKINONUN MiKROBIYAL BIYOTRANSFORMASYONU

OZET

Bu ¢alisma kapsaminda, ¢orek otu (Nigella sativa L.) tohum ugucu yaginda ana
bilesik olarak bulunan monoterpen kinon yapisindaki timokinon molekiiliiniin 35
farkli mikroorganizma ile biyotransformasyonu gercgeklestirilmistir. Aspergillus
niger ATCC 10549 ile alt1, denenen diger mikroorganizmalar ile ancak bir tane
ayni metabolitin olustugu gdzlenmis, ince tabaka kromatografisi (ITK), gaz
kromatografisi-kiitle spektrometrisi (GK-KS) ve nukleer manyetik rezonans
spektroskopisi (NMR) yontemleri ile yapilar tayin edilmistir. A. niger ile olusan
alt1 metabolitten timohidrokinonun kimyasal yapisi tanimlanabilmistir. Bu calisma
ile ilk defa, timokinonun mikrobiyal transformasyonu arastirilmis ve elde edilen
metabolit timohidrokinon, denenen mikroorganizmalardan 23’nde g6zlenmistir.
Timokinonun A. parasiticus (NRRLY 2999) ile preparatif biyotransformasyonu
sonucu olusan timohidrokinon metaboliti biyolojik aktivite calismalar1 igin
kromatografik olarak saflastirilmistir.

Ayrica in vitro olarak timokinon ve timohidrokinonun antimikrobiyal
(antibakteriyel antikandidal), antioksidan (DPPH ve ABTS radikal stiplricu etki)
ve enzim inhibisyonu [asetilkolin esteraz (AchE), butirilkolin esteraz (BUChE)]
biyoaktivite testleri gerceklestirilmistir.

Sonug olarak elde edilen biyotransformasyon {iriinii timohidrokinonun kullanilan
substrata gore test edilen sistemlerde biyolojik aktivitesinin daha etkin oldugu
gorilmiistiir.

Anahtar kelimeler: timokinon, timohidrokinon, biyotransformasyon, mikrobiyal
transformasyon, in vitro biyolojik aktivite.
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MICROBIAL TRANSFORMATION OF THYMOQUINONE

ABSTRACT

In this present work, thymoquinone a monoterpene quinine, which is the major
constituent of the essential oil of Black Cumin seed (Nigella sativa L.) was
subjected to microbial biotransformation studies by using 35 different
microorganisms. Among the screened strains Aspergillus niger ATCC 10549 was
the most metabolite-yielding species with six metabolites identified by thin layer
chromatography (TLC), gas chromatography/mass spectroscopy (GC-MS) and
nuclear ~ magnetic  resonance  spectroscopy  (NMR), respectivelty.
Thymohydroquinone was the only metabolite characterized for the first time
transformed by 23 of the tested microorganisms among others. The preparative
biotransformation of thymoquinone by the fungus A. parasiticus (NRRLY 2999)
yielded the chromatographically purified thymohydroquinone for bioactivity tests.

The in vitro antimicrobial (antibacterial and anticandidal), antioxidant (DPPH and
ABTS radical scavenging), and enzyme inhibition [Acetylcholineesterase (AchE)
butyrylcholineesterase ~ (BuChE)]  bioactivities of  thymoquinone and
thymohydroquinone were evaluated.

As a result the biotransformation metabolite thymohydroquinone showed better
biological activities when compared with the substrate in the tested bioassays.

Key words. thymoquinone, thymohydroquinone, biotransformation, microbial
transformation, in vitro bioassay.
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GIRIS ve AMAC

Gunumuizde biotransformasyon, dogal ve sentetik organik bilesiklerin
biyokimyasal yap1 degisikliginde ve metabolizma c¢alismalarinda 6nemli bir
deneysel yontem olarak kullanilmaktadir. Son yillarda ila¢ metabolizmasi
modellemesi amaciyla yapilan in vitro mikrobiyal ve enzimatik transformasyon
uygulamalarindan daha fazla yararlanilmaktadir. Mikrobiyal transformasyonlar
diger enzimatik sistem transformasyonlarina gére genelde katalitik gesitlilik ve
aktivitelerinin daha yliksek olmasi, daha stabil ve daha ucuz olmasi1 ve fazla
miktarlarda daha kolay elde edilebilme avantajlarindan dolay1 tercih edilmektedir
(Kiran ve ark., 2006; Sun ve ark., 2009).

Bitkiler aemi gunimizde halen kesfedilmeyi bekleyen bir cok yeni dogal
bilesigin kaynagimi olusturmaktadir. Aromatik bitkilerin 6nemli bilesikleri
arasinda yer alan monoterpenler, sahip olduklar1 ¢ok sayidaki biyolojik fonksiyon
ve aktiviteler ile dikkat cekmektedir. Timokinon, ¢orek otu (Nigella sativa L.)
tohumlarinin ugucu yaginda bulunan aktif bilesiklerden biri olup bircok biyolojik
ve farmakolojik aktiviteye sahip bir monoterpen kinondur (Kirimer ve ark., 2002
Pagolave ark., 2004; Karci, 2006; Gali-Muhtasib ve ark., 2006b).

Kaynak taramalar: sonucunda substrat olarak timokinonun kullanildigi herhangi
bir mikrobiyal transformasyon ¢alismasina rastlanilmamuistir.

Bu ¢aligmada, ticari kaynaklardan temin edilen ¢orek otu tohumlarindan Soxhlet
ekstraksiyonu sonucu elde edilen ekstre yiiksek basingli sivi kromatografisi
(YBSK) ile miktar tayininden sonra timokinon izolasyonu gergeklestirilmistir. Ilk
defa timokinonun 35 farkli mikroorganizma ile mikrobiyal transformasyonu
arastirilmis, olusan metabolitler kromatografik (ITK) ve spektral yontemlerle (KS,
NMR) tanimlanmistir. Elde edilen biotransformasyon urint timohidrokinon
kromatografik (KK) yontemlerle saflastirilmistir.  /n vitro  yontemlerle
antimikrobiyal, antioksidan (DPPH ve ABTS radikal sUpurict) etki, asetilkolin
esteraz (AChE) ve butirilkolin esteraz (BUChE) enzim inhibisyonu biyolojik
aktivite testleri yapilmistir. UV-spektrofotometrik makro- ve mikrodiltsyon
yontemleri  kullanilarak  substrat ve metabolit, standart maddeler ile
karsilastirilmistir.
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KAYNAK BILGISI

Bu bolimde Corek otu (Nigella sativa L.) ve aktif bileseni timokinon ile ilgili
botanik, kimyasal ve farmakolojik arastirmalar 6zetlenmektedir.

Nigella sativa L .: Botanik Ozellikleri ve Kullanim Bigimleri

Corek otu Ranunculaceae familyasindan olup, 20-30 cm yukseklikte, az ¢ok tlylQ,
bir yillik otsu bir bitkidir. Cigek 5 parcali, mavimtrak renkli olup involukrum
tasimaz. Meyvada karpeller u¢ kisimda birlesmistir. Tohumlari, {i¢ ylizli, siyah
renkli 1.5-2 mm uzunlukta acimsi lezzetli ve 6zel kokulu taneler olup, ezildiginde
koku kolaylikla hissedilir. Corek otunun anavatani Dogu Akdeniz iilkeleri, Dogu
ve Giiney Avrupa'dir. Tohum elde etme amaghi yurdumuzda Afyon, Burdur,
Ispartal da ekilmektedir (Baytop, 1999). Diinya’da ¢ok yaygin bigimde Giiney
Avrupa, Suriye, Misir, Iran, Suudi Arabistan, Pakistan ve Hindistan’ da kiltiiri
yapilmaktadir.

Nigella sativa L. “kara ¢orek otu, siyah kimyon” olarak da bilinmekte olup uzun
yillardir geleneksel tipta bas agrisi, bronsiyal astim, dizanteri, hipertansiyon, sirt
agrisi, gastrointestinal problemler, kurt disiiriicti, idrar/siit arttiric, sa¢ dokiilmesi
ve kepege karsi, ekzama, diabet, immiin sistemi kuvvetlendirici, karaciger/ bobrek
fonksiyonlari, romatizma gibi eklem hastaliklar1 iltihabini hafifletmede, 6ksurik
gibi birgok hastalikta yaygin olarak kullanilmistir (Khan, 1999; Baytop 1999,
Burits ve Bucar, 2000; Ali ve Blunden, 2003; Hahashemi ve ark., 2004 Salem,
2005). Eski Misir ve Yunan hekimlerince bag agrisi, burun tikanikligi tedavisinde,
antihelmentik ve ditiretik amagla kullanildig: bilinmektedir (Salem, 2005). Ayrica
unlu gidalarda (ekmek, corek, bisklvi v.b.) kullanilan bir baharattir (Baytop,
1999).

Nigella sativa Tiiriiniin Kimyasal Bilegimi

Corek otu ile ilgili ilk aragtirmalar 1880’de Greenish tarafindan yapilmis ve
tohum igeriginde % 37 yag ve % 4.1 kiil miktar1 bildirilmistir (El-Tahir ve Bakeet,
2006). Corek otunun bilesiminde; sabit yag (doymamis yag asitlerince zengin)
ucucu yag, amino asitler, proteinler, karbonhidratlar, saponinler, alkaloitler ve
terpenoitler bulunmustur (Khan, 1999). Corekotu tohumlarinda yaklasik % 32
sabit yag bulundugu ve yag bilesiminin % 55-60 linoleik asit, % 21-23 oleik asit,
% 11-13 pamitik asit, % 1.2 miristik, % 2.9 stearik, az miktarda arasidik ve % 1.7
eikosadienoik asitten olustugu bildirilmistir (Houghton ve ark., 1995; Nickavar ve
ark., 2003; Kiralan, 2006). Corekotu ugucu yag miktart % 0.01-0.1 arasinda
degismekte ve ana bilesenlerini p-simen, timokinon, ditimokinon, timohidrokinon,
B-pinen ve timol olusturmaktadir (Akgil 1993; Ghosheh ve ark., 1999;
Hajhashemi ve ark., 2004). Corek otunun ayrica dort tane akaloit; iki nigellisin,
nigellidin ve nigelimin igerdigi bildirilmistir (Ali ve Blunden, 2003;
Hosseinzadeh ve Parvardeh, 2004). Corek otunda bulunan baslica steroller -
sitosterol, stigmasterol ve kampestrol’ dir (Kiralan, 2006).
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Timokinonun Dogal Kaynaklar:

Timokinonun; Nigella sativa L.(Ranunculaceae), Callitris quadrivalvis Vent.
(Cupressaceae), Monarda fistulosa L. (Lamiaceae), Juniperus cedrus Webb &
Berth. (Cupressaceae), Tetraclinis articulata (Vahl) Masters (Cupressaceae) ve
Nepeta leucophylla Benth. (Lamiaceae) adli bitkilerde bulundugu bildirilmistir
(Pagola ve ark., 2004, Buckingham 2009). Timokinonun bu bitkilerdeki bulunma
orani % 0.09 — 45 arasinda degismektedir (http-3) .

Sekil 1. Corek Otu Cicegi ve Tohumlar:

Corek Otu Tohumlarinin Biyolojik — Farmakolojik Aktiviteleri

Mahfouz ve El-Dakhakhny 1960 yilinda ilk kez, uzun yillardan beri birgok
hastaligin tedavisinde kullanilan ¢orek otu tohumlarinin ugucu yagindan nigellon
ad1 verilen polimer yapili kristal bilesigin izole edildigini bildirmislerdir (Salem,
2005; Akhtar ve ark., 2007). El-Dkhakhny 1963 yilinda ¢6rek otu ugucu yagindan
timokinon bilesigini izole ettigini bildirmistir (Badary ve ark., 2003; Gali
Muhtasib ve ark., 2006a; Khader ve ark. 2009). El-Fatatry, 1975 yilinda ¢orek otu
tohum ugucu yagindan timohidrokinon izole etmistir (Gali Muhtasib ve ark.,
2006b).

El-Alfy ve arkadaslar1 1975 yapilan c¢aligmalarda timokinondan sentez ile
timohidrokinon ismli kristal yapida olan maddeyi elde etmistir (Khan, 1999).
Corek otu ugucu yag ¢alismalarinda yapilan arastirmalar sonucunda timokinonun
X-1ginlar1 difraksiyon metodu ile kristal kimyasal yapisi aydinlatilmistir (Pagola
ve ark 2004). Gaz kromatografisi (GK) ve YBSK gibi metotlar kullanilarak ¢6rek
otu ugucu yagindaki timokinon miktar1 tespit edilmistir (Houghton ve ark., 1995;
Ghosheh ve ark.,1999). Corek otu tohumunda bulunan diger 6nemli biyoaktif
bilesenlerden ditimokinon, timohidrokinon ve timol YBSK ve Ince Tabaka
Kromatografis yontemleri ile teshis edilmistir (Ghosheh ve ark., 1999; Khan,
1999; Gali-Muhtasib ve ark 2006a).


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/en/5/53/Nsativa001Wien.jpg�
http://www.khanapakana.com/userfiles/genious/haabatus sauda.jpg�
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Sekil 2. Substrat: Timokinon Sekil 3. Metabolit: Timohidrokinon

Timokinon ve Coérek otu (Nigella sativa L.) ile Yapilan Biyoaktivite
Calismalan

Antioksidan Aktivite Calismalart

Corek otunun igerdigi bilesenlerden timokinon, karvakrol, trans-anetol ve 4-
terpineol’ Gn 6nemli Gl¢iide antioksidan aktiviteye sahip olduklar1 belirlenmistir
(Houghton ve ark., 1995; Burits ve Bucar, 2000; Badary ve ark., 2003; Gali-
Muhtasib ve ark., 2006a; Khalife ve Lupidi, 2007). Corek otu tohumunun ugucu
yagt ve ekstresi lizerine yapilan antioksidan aktivite calismasinda, yiiksek
aktivitenin bulundugu belirtilmistir (Singh ve ark., 2005). Sicanlar iizerinde
yapilan caligmalarda timokinonun oksidatif hasarlara kars1 6nemli bir antioksidan
ajan oldugu belirtilmistir (Daba ve Abdel-Rahman, 1998; Mansour ve ark., 2001;
Yildiz ve ark., 2008). Farelerde embriyo gelisimi esnasinda meydana gelebilecek
oksidatif hasarlara karsi timokinonun antioksidan aktivite 6zelligi arastirilmis,
timokinon verilen disi farelerde embriyonun serbest radikallere kars1 korundugu
ve fiziksel gelisiminde her hangi bir hasarin olmadigi goriilmiistiir (Al-Enazi,
2007).

Antienflamatuvar Aktivite Calismalart

Corek otunun bilesiminde bulunan nigellon, timokinon timohidrokinon gibi
maddelerin antienflamatuvar aktiviteden sorumlu oldugu belirtilmistir (Khan,
1999). Corek otu yagmin artritte rahatlatict bir antienflamatuvar etkiye sahip
oldugu bilinmektedir (Salem, 2005; Ali ve Blunden, 2003). Sicanlar {izerinde
yapilan ¢alismada ¢6rek otu ugucu yagimnin gii¢lii bir antienflamatuvar etkiye sahip
oldugu belirlenmistir (Hajhashemi ve ark., 2004). Timokinon ve ¢drek otu yaginin
siklooksijenaz ve lipoksijenaz enzim inhibitorii oldugu yapilan ¢alismada
gosterilmistir (Houghton ve ark, 1995; El Mezayen ve ark., 2006). Corek otu
tohum ugucu yag1 ve timokinon iizerinde yapilan bir ¢alismada, doza bagimli bir
antienflamatuvar etkiye sahip olundugu ortaya ¢ikmistir (Hajhashemi ve ark.,
2004; Ramadan, 2007). Yapilan baska bir arastirmada ¢Orek otunun
antienflamatuvar etkisinin 100 mg/kg’lik aspirin ile karsilastirilabilir Slciide
oldugunu géstermistir (Gali-Muhtasib ve ark., 2006a).
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Antimikrobiyal ve Antifungal Aktivite Calismalart

Corek otu ugucu yagindan izole edilen timohidrokinonun Gram pozitif bakterilere
ve mayalara kars1 etkili oldugu belirlenmistir (Toama ve ark., 1974). Aspergillus
niger tizerine yapilan bir antifungal aktivite ¢alismasinda, timokinonun 2 mg/mL
de Minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK) degerinde oldugu gériilmiistiir
(Al-Jabre ve ark., 2003). Corek otunun 6nemli bileseni timokinon ve standart
antifungal olan Amfoterisin B’ nin Fusarium solani’ye kars1 karsilastirmali olarak
antifungal aktivitesi aragtirtlmistir. Timokinon Amfoterisin B’ ye goére daha etkili
bir inhibisyon gostermistir (Akhtar ve ark., 2007). Gram pozitif ve Gram negatif
bakterilere karsi timokinon ve timohidrokinonun antibakteriyel etkiye sahip
oldugu gosterilmistir (Halawani, 2009).

Antidiabetik Aktivite Uzerine Calismalar

Iclerinde Corek otunun da bulundugu tibbi bitki karistmmin sicanlarda
hipoglisemik etkisi aragtirilmig ve bitki karisiminin kan sekerini diistiriicii etki de
oldugu belirtilmistir (Khan, 1999). Nigella sativa, Commiphora myrrha, Ferula
asafoetida, Aloe vera ve Olibanum tirlerinden hazirlanan bitki karigiminin
antidiabetik aktivitesi arastirllmis ve kan sekerini diisiiriicii etkide oldugu
bulunmustur (Al-awadi ve Shoukry, 1988). Baska ¢aligmalarda da hem ¢orek
otunun hem de timokinonun hipoglisemik etkiye sahip oldugu bulunmustur
(Hawsawi ve ark., 2001, Fararh ve ark., 2005, Houcher ve ark., 2007; Pari ve
Sankaranarayanan, 2009).

Karaciger Koruyucu Etkinligi Uzerine Calismalar

Timokinonun, t-butil hidroperoksite (TBHP) bagh karaciger toksisitesin de
hepatoprotektif 6zelligi oldugu ortaya konulmustur (Daba ve Abdel-Rahman,
1998). Corek otu ugucu yaginin bilesenlerinden timokinon, p-simen ve o-
pinen’ nin karacigeri karbontetraklortr toksisitesine karsi korumada timokinonun
etkili, ancak p-simen ve a-pinen’in ise etkisiz oldugu belirlenmistir (Mansour ve
ark., 2001). Etanol bagimli toksisiteye karsi timokinonun karaciger koruyucu
etkinligi arastirilmistir ve karaciger hasarlarina karst koruma gosterdigi ortaya
konulmustur (Alsaif, 2007). Yapilan bir ¢calisma da ¢orek otu bal karisimi ve
zencefilin koruyucu etkinligi aragtirllmigtir. Corek otu bal karisiminin zencefile
gore daha etkili oldugu belirtilmistir (Al-Elyani., 2008).

Antikanser ve Antitiimor Aktivite Uzerine Calismalar

Corek otu ugucu yaginda bulunan timokinon ve timohidrokinonun antitumor
aktivites arastirllmistir; timokinon ve timohidrokinonun tiimor hiicrelerine karsi
Onemli oranda sitotoksik etki gosterdigi belirtilmistir (Ivankovic ve ark., 2006).
Bir antitumér aktivite arastirmasinda bitkinin metanollii ekstresinin bazi kanser
hicreleri Uzerinde guclU bir sitotoksik etki ortaya koydugu gosterilmistir (Ali ve
Blunden, 2003). Ayrica ¢brek otu tohumlarinin etanolli ektresinin in vitro
deneysel kosullarda kanser hicrelerini inhibe ettigi belirtilmistir (Ramadan,
2007).
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Biyotransfor masyon (Mikrobiyal Transformasyon)

Biyotransformasyon, canli organizma veya enzimlerin katalizor olarak
kullanilmasiyla kimyasal doniisiimlerin gergeklestirilmesi ve yararli Urtinlerin elde
edilmesidir. Mikrobiyal transformasyon ise canliligi ve gelisimi saglanan
mikroorganizmalarin bulundugu besi ortamlarina, substrat ilavesi ile gergeklesen
bir seri oksidasyon, rediksiyon, dekarboksilasyon veya hidroliz v.b
reaksiyonlarini kapsayarak yeni metabolitlerin sentezlenmesine denir.

Biyotransformasyon reaksiyonlari; optikge saf bilesiklerin tiretilmesi, rasemik
karisimlarin ayrilmasi, se¢imli olarak yapiya fonksiyonel gruplarin katilmasi gibi
islemler kolaylikla gergeklestirilir (Demirci, 2000; Isbakan, 2006; Iscan, 2009).

Mikroordanizmalar

Sekil 4. Biyotr ansfor masyon ve Uygulama Alanlari
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Monoterpenlerin Biyotransformasyonunda Kullanilan Biyokatalizorler

Biyotransformasyon reaksiyonlarin da kullanilan biyokatalizorler:
A) Butun htcre sistemleri
a) Mikroorganizmalar,
b) Canl1 bitki, bitki doku ve hiicre kiiltiirleri,
c¢) Canli hayvan, hayvan doku ve hiicre kiiltiirleri,
d) Insan,
B) Hicresiz preperatlar (Enzimler)
a) Saflagtirilmamis enzimler,
b) Saflastirilmis enzimler.
(Houjin ve ark. 2006; Sharma ve ark., 2003; Miyazawa ve ark., 2004; Pereirave
ark., 2009).

Cizelge 1. Biyotransfor masyon Sistemlerinin Bazi Avantajlari ve Dezavantajlar

Avantajlar Dezavantajlar
Batin hucresistemleri | Ucuz BlyUk ekipman
K ofaktor gerektirmes,
gereksinimine gerek BlyUk hacimlerde
duyulmamasi ortaya c¢ikan teknik
problemler,
Yan UrUnlerinin fazla
olmasi,
Enzimler Spesifik reaksiyon Pahali
vermeleri, Kofaktoreihtiyag
Coziiciilere karsi duyulmast,
toleranslarinin daha
1yl olmast,
Belirli pH
araliklarinda aktif
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(Xu veark., 2007; Isbakan, 2006)
Biyotransformasyon Reaksiyonlarinda Rol Oynayan Enzimler:

Oksidorediktazlar (EC-1)
Transferazlar (EC-2)
Hidrolazlar (EC-3)
Liyazlar (EC-4)
Isomerazlar (EC-5)
Ligazlar (EC-6)

o g kwbdpE
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Ticari fiyatlar arastirildiginda timokinonun 1g’nin 200-800 TL, timohidrokinonun
1 g'nin ise yaklasik fiyatinin 5000-7000 TL oldugu bilinmektedir (http-1, http-2)

Cizelge 2. Mikraobiyal Transformasyonlarla Elde Edilen Baz1 M onoter pen M etabolitler

Substrat Mikroorganizma M etabolit Kaynak
Aspergillus
alliaceus p-simen-2,3-diol
A.niger . 7.0l
simen Chaetomium p-Simen-7-0 Demirci ve ark.,
b cochloides p-simen-8-ol 2008
Penicilium p-simen-9-ol
prilininum
P. valentinum
Verbenon
9-hidroksi-a-pinen Farooq ve ark
(-)-a-pinen Botrytis cinerea 3B-hidroksi-(-)-p- 2%02 N
pinen
9-hidroksi-a-pinen
B-pinen Aspergillus niger a-terpineol Toniazzo veark.,
2005
. Penicillium . Adamsve ark.,
(R)-(+)-limonen digitatum (R)-(+)-a-terpineol 2003
Alternaria alternata
Botrytis cinerea (+)-8—p—menten-1,2—
Corynespora diol
(R)-(+)-limonen | cassicola K arvon _
Fusarium avo iscan, 2009
e | sz
veromy hidroksisineol
lactis
2-ekso hidroksi-1,8-
sineol
. . 2-endo hidroksi- Garciave ark.,
1,8-sineol Aspergillusterreus 1.8sineol 2009
3-ekso hidroksi-
1,8sineol
geraniol, nerol . . linalol , a-terpineol | Demyttenaere ve
vesitra Aspergillus niger limonen ark., 2000
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Cizelge 2. (Devam) Mikrobiyal Transformasyonlarla Elde Edilen Baz1 Monoterpen Metabolitler

. Aspergillus niger . - Miratave ark.,
linalol Botrytis cinerea 8-hidroksi-linaol 2008
Absidia glauca (+)-neohidrokarveol
Cunnighamella (+)-izohidrokarveol
echinulata (+)-dihidrokarveol
Penicillium (-)-cis-izohidrokarvon
(-)-karvon claviforme (+)- Demirci, 2000
Pseudomonas neoi zohidrokarveol
putida (+)-trans-karveol
Pseudomonas 10-hidroksi-(+)-
stutzerii neodi hidrokarveol
Absidia glauca
Cunnighamella (-)-neohidrokarveol
echinulata (-)-izohidrokarveol
Penicillium (-)-dihidrokarveol
claviforme (+)-cis- .
(+)-karvon Pseudomonas izohidrokarvon Demirci, 2000
putida (-)-
Pseudomonas neoizohidrokarveol
stutzerii (-)-trans-karveol




@ ANADOLU UNIVERSITESI

GERECLER

Bu boliimde biotransformasyon ve biyolojik aktivite ¢aligmalarinda kullanilan
numuneler, kimyasa maddeler, cozlcller, aletler, besi ortamlar
mikroorganizmalar ve deneysel ¢aligmalarla ilgili genel bilgiler verilmistir.

Numuneler, Kimyasal Maddeler, Cozuctler, Aletler, Mikroorganizmalar
Kullanilan Numuneler

= Corek otu tohumu (Y emen Baharat)
= CoOrek otu tohumu sikma yontemi ile elde edilen sabit yagi (Cemre)
= Timokinon (Sigma-Aldrich)

Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Coziculer

Cizelge 3. Deneysel Asamalarda Kullamlan Kimyasallar ve Cozlctler

2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-stilfonik | Hazir ITK plaklar1 (Merck)

asit (Sigma)

1,1-difenil-2-2, pikril hidrazil (Sigma) Hidroklorik asit (Merck)

Agar (Fluka) K etokonazol (Merck)
Anisaldehit (Fluka) Kloramfenikol (Sigma)
Asetilkolinesteraz (Sigma) Metanol (Merck)
Asetiltiyokoliniyodir (Sigma) Muller Hinton Agar (Fluka)
Aseton (Merck) Muller Hinton Broth (Merck)
Butirilkolinesteraz (Sigma) n-hekzan (Merck)
Butiriltiyokoliniyodir (Sigma) Pepton (Fluka)

C vitamini (Sigma) Petrol eteri (Merck)
Dimetilstlfoksit (Merck) Potasyum dihidrojen fosfat (Merck)
5,5'-ditiyobis (2-nitrobenzoat) (Sigma) Potasyum hidroksit

Disodyum hidrojen fosfat (Fluka) Potato Dextrose Agar (Merck)
Donepezil (Fargem) Sabouraud Dextrose Agar (Fluka)
E vitamini (Sigma) Sabouroud Glucose Agar (Fluka)
Eserin (Sigma) Silikajel 60 G (Merck)

Etanol (Merck) Sodyum klortr (Merck)

Eter (Merck) Susuz sodyum siilfat (Sigma)

Etil asetat (Carlo Erba) Sulfurik asit (Merck)
Galantamin (Sigma) Troloks (Sigma)

Glasiyel asetik asit (Carlo Erba) Y east exract (Fluka)

Glikoz (Fluka)

10
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Kullanilan Cihazlar

Gaz kromatografis /K tle Spektrometrisi Sistemi (GK-KS) (Shimadzu GC

2010)

NuUkleer Manyetik Rezenans Spektroskopisi Sistemi (NMR) (Bruker DPX

FT NMR-500 Mhz)
UV-VIS Spektrofotometre (Shimadzu UV 1700 PharmaSpec)

Vakumlu sentrifiigal yogunlastirict (Labconco) Otoklav ( Hirayama, HV-

50)

Steril Kabin (Esco EN1822)

Vorteks karistirici (Ika Genius 3)

Ultrasonik banyo (Bandalin-Sonorex)

pH metre (WTW Inolab)

Santrifdj (Sigma)

Etiv (MMM Incucell)

Calkalamali inkiibator (New Brunswick Scientific)

Ultra derin dondurucu (New Brunswick Scientific)

YBSK (Shimadzu Prominance s1vi kromatografisi sistemi)
Mikroplate spektrofotometre (BioTek, Powerwave XS)
Ultra derin dondurucu (-85°C) (New Brunswick Scientific)

YONTEMLER

Corek Otu Tohumlarindan Ekstre Hazirlanmasi

659 ¢orek otu tohumu degirmende 6giitiilerek kabatoz halinde Soxhlet apareyinde
petrol eteri ile 3 saat sire ile ekstre edilmistir. Elde edilen ekstre 40°C'de

rotavaporda ¢oziicii uzaklastirilarak yogunlastirilmistir.

| {&rek otu petrol eter ekstresi (2 g)+ 40 mL petrol eterinde r,:f:izfﬂ_fj_r|

l

| 70 mLlik [MeOH-H-07[6:1] (3 kez ekstraksivon vapalir) |

l

MeOH ™1 knsymlar almar

l

60 mI. petrol eteri ile tekrar ekstre edilir { 3 kez)

l

| Petrol eterli kisimlar almar |

l

| F.ota vapor da vogunlagtorilor |

Sekil 5. Corek Otu Ekstresinden Timokinon izolasyonu

11
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Ekstrenin Fraksiyonlanmasi ve Uygun Fraksiyonun Belirlenmesi

Kuru ekstre 10 cm uzunlugunda ve 0.5 cm ¢apinda cam kolonda silikajel G ile
kolon kromatografisine tabi tutulmus, petrol eteri (100 mL) kloroform (150 mL)
ve MeOH (100 mL) olmak {iizere ii¢ fraksiyon toplanmistir. Toplanan
fraksiyonlarin ITK’nde incelenmesi sonucunda yalnizca kloroform fraksiyonunda
timokinon gozlenmistir. Bu fraksiyonun vakum sivi kromatografis ile
saflagtirilmas1 n-hekzandan baslanilarak etil asetat ile gradient eliisyon yapilarak
(100:0, 99:1, 98:2, 97:3, 95:5, 90:10, 80:20, 50:50) gerceklestirilmistir. 100’er mL
lik fraksiyonlar toplanmis ve kolon metanol ile yikanmistir. Tiim fraksiyonlar ITK
ile kontrol edilmis ve n-hekzan: EtOAC (97:3) fraksiyonunda timokinon
gbzlenmistir.

Yiksek Basingh Sivi Kromatografisi ile Corek otu Ekstresinde Timokinon
Miktar Tayini

Corek otu ekstresinin i¢erdigi timokinon miktarinin belirlenebilmesi i¢in yliksek
basingli sivi kromatografisinde Ghosheh ve arkadaslarmin (1999) kullandigi
yontem ile analiz gergeklestirilmistir.

YBSK Analiz Sartlari:

Sistem : Shimadzu SCL 10AVP HPLC system
Dedektor : UV Dedektor 254 nm

Kolon : Verspack C18 10 mikron 300 mm
Hareketli faz : Su: Metanol: 2-Propanol (250:225:25)
Akis hizi : 1 mL.dk™?

Firin sicakligi 1 24°C

Mikroorganizmalarin Temini ve Saklanmasi

Mikroorganizmalar Sabouraud Dextrose Agar (SDA), Potato Dextrose Agar
(PDA), Muller Hinton Agar (MHA) kat1 besiyerlerinde egik tiip, Petri ya da
liyofilize halde orjinal kultiir koleksiyonlarindan (ATCC/ NRRL) temin edilmis
ve +4°C’de muhafaza edilmistir. 1 mL % 10’luk gliserol igeren kapakli Eppendorf
tiipler igine aktarilan stok mikroorganizmalar ise -85°C’de muhafaza edilmistir.
Egik besi yerlerinde saklanan mikroorganizmalar 6 aylik periyotlarla
canlandirilmistir.

Mikroorganizma Inokiilasyonu

Oda sicakligina getirilmis mikroorganizmalar canlandirilmak tizere Sabouraud
Dexstrose Agar (SGA) kat1 egik besi yerine steril kosullar altinda bir 6ze ucu
miktarinda inokiile edilmis, 3-7 giin oda 1sisinda bekletilerek yeterli olgunluga
gelmesi saglanmistir. Sonra mikroorganizma steril zenginlestirilmis sivi besi (a-
medyum) yerine aktarilmistir.

12
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Kullanilan Mikroorganizmalar: Biotransformasyon g¢alismalarinda toplam 35
adet mikroorganizma kullanilmistir. Cizelge 4 te kaynaklari ile birlikte listesi

verilmektedir.

Cizelge 4. Biyotransformasyon Calismalarinda Kullamlan Mikroorganizmalar

NO | Mikroorganizmalar Sus No
1 | Alternaria alternata NRRL 20593
2 | Alternaria alternata OGU-Fen
3 | Aspergillus parasiticus NRRLY 2999
4 | Aspergillus niger NRRLY 326
5 | Aspergillusniger ATCC 10549
6 | Aspergillusalliaceus NRRL 317
7 | Aspergillus niger Noma
8 | Aspergillus sp. CBSYN
9 | Aspergillusflavus NRRL 1957
10 | Aspergillusflavus DA 198
11 | Aspergillusniger DA 295
12 | Aspergillusniger NRRL 567
13 | Botrytiscinerea AHU 9424
14 | Corynespora cassiicola DSM 62474
15 | Fusarium solani ATCC 1284

16 | Fusarium culmorum

Anadolu U. Fen.Fak.Biyoloji Bdl.

17 | Fusarium moniliforme

NRRL 2374

18 | Giberélla fujikuroi AHU 9078
19 | Hansenula anomala ATCC 20170
20 | Mucor ramannianus ATCC 1839
21 | Penicilliumsp. KCPYN NOMA

22 | Penicilliumsp. YUZU NOMA

23 | Penicillium adametzi NRRL 737
24 | Penicillium expansum DA 113

25 | Penicillium expansum DA 120

26 | Penicillium valentinum

AnadoluU.Fen.Fak.Biyolqji Bol.

27 | Penicillium primilinum

AnadoluU.Fen.Fak.Biyolqji Bol.

28 | Penicillium multicolor

DA 60

29 | Penicillium odaratum DA 37

30 | Penicillium neocrassum NRRL 35639
31 | Rhizophus stolonifer NRRL 2710
32 | Thamnidium elegans ATCC 18191

33 | Trichoderma harzianum

AnadoluU.Fen.Fak.Biyoloji Bol.

34 | Trichoderma viride

H.U.

35 | Yarrowia lipolytica

ATCC 8661

Kullanilan Besi Ortamlar

Swi Besi Yeri

@) ANADOLU UN

Mikroorganizmalar  yeterli  biyiikliige ulastiginda,  biyotransformasyon
caligsmalarinda kullanilmak iizere, agarli kat1 besi yerinden siv1 besi yerine transfer
edilmistir. Kullanilan siv1 besi yeri:
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a-Medyum Besi Yeri

20 g glikoz, 5 g pepton, 5 g yeast extract, 5 g NaCl ve 5 g NaogHPO,4 1000 mL’ye
distile su ile tamamlanip pH 7.0 olacak sekilde 0.1 N HCI veya KOH ilave
edilmistir.

Kani Besi Yeri

SDA, PDA, MHA besi yerleri orijinal ambalajlarindki tarife uygun olarak
hazirlanmigtir. Steril edilerek Petri kaplarina dokiilmiistiir.

Sterilizasyon

Bes yeri, mikroorganizmalar ile inokile edilmeden once, erlenlerde pamukla
kapatilmig sekilde 121°C’de ve 1.1 atmosfer basing altinda, 20 dakika sterilize
edilmistir.

Mikroorganizmalarin Imhast

Arta kalan canli mikroorganizmalar eger c¢oziiciiler ile muamele edilmemis ise
atilmadan Once 121°C'de ve 1.1 atmosfer basing altinda 60 dakika sterilize
edilmistir. Bu sekilde imha edilmis olan mikroorganizmalar biyolojik atik
kaplarina aktartlmistir.

Biyotransformasyon Calismalari

250 mL’lik erlenlerde bulunan 100 mL steril sivi besi yerine, laminar akis
kabininde oda sicakliginda, tazelenmis mikroorganizma 6ze ucu dolusu miktarda
inokiile edilmistir. Mikroorganizmalarin yeterli miktarda biiylimesi saglandiktan
sonra (24-48 saat) bu besi yeri lizerine timokinon, besi yeri miktarina bagli olarak
%1-10 oranlarinda ilave edilmistir. 26°C, 200 rpm hizda ¢alkalanarak
inkiibasyona birakilmig ve 1. 7. ve 14. giinlerde 6rnekleme yapilmistir.

Kontrol Gruplar

Tim biyotransformasyon c¢alismalarinda kontrol olarak, aynmi kosullarda
hazirlanmis ve karsilastirmalarda kullanilmis besi yeri; bes yeri + substrat ve besi
yeri + mikroorganizma bulunduran U¢ erlen kontrol olarak kullanilmistir. Bu
kontrol ile transformasyonun gerceklestirildigi besi yeri karsilastirilarak
metabolitlerin gergek mikrobiyal transformasyon UrUnleri olup olmadigi
belirlenmistir.

Metabolitlerin Ekstraksiyonu
Ekstraksiyon

Metabolit olusumunu izlemek amaciyla yapilan iglemdir. Steril kosullar altinda
onceden 2-3 mL EtOAc ilave edilmis deney tiiplerine steril uglu pipetorler ile
biyotransformasyon besi ortamindan esit miktarda aktarilmis, 15-20 saniye
vorteks kullanarak karistirllmistir. EtOAc’l1 iist faz, bagka bir pipet ile bir numune
kabina aktarilarak bu islem toplam 3 kere tekrarlanmistir. 39-40°C konsantrator
kullanilarak ¢oziicii uzaklastirnlmistir. ITK veya GK-KS sistemi ile metabolit
varlig1 kontrol edilmistir.
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M etabolit Teshisi ve izolasyonu
Ince Tabaka Kromatografisi (ITK)

Aluminyum destek iizerine 0.2/0.25 mm kalinhi@indaki silikajel 40/60 GFys4
kaplanmig 20x20 cm ebatlarinda hazir plaklar kullanilmistir. Uygun ¢6zicu
sistemlerinde develope edilip, plaklar kurutulduktan sonra UV 1gsik altinda
254/364 nm dalga boyunda incelenmistir. UV absorbsiyonu olmayan maddelerin
belirlenmesinde ve teshisinde renk reaktifi olarak anisaldehit-sUlfUrik asit ve 1s1
(120°C de 3-5 dakika) kullanilmustir.

Cizelge 5. ITK Cahsmalarinda Kullamlan Céziicii Sistemleri

Coziculer Oranlar1 (v:v)

n-hekzan: EtOAcC 4:1

n-hekzan: EtOAcC 21

n-hekzan: EtOAc 11
Preperatif ITK

0.25 mm kalinlikta 10x10 cm ebadinda Silikajel G kaplanmis hazir aluminyum
plaklar kullanilmistir. Uygun ¢oziicii sistemde develope edilir, plaklar
kurutulduktan sonra UV 1s1k altinda 254/364 nm dalga boyunda incelenmistir. UV
absorbsiyonu olmayan maddelerin belirlenmesinde ve teshisinde renk reaktifi
olarak anisaldehit/H,SO, kullanilmis, plaklarin bir kenarina puskiirtiilerek bantlar
belirlenmistir. izole edilmek istenen maddeler ayr1 bantlar halinde kazinarak
Aseton:MeOH (9:1) karisimi ile 3 kez ekstre edilmis daha sonra pordz cam
stizgeclerden yikanarak alinmis ve azot gazi kullanilarak ¢oziicii uzaklastirilmistir

Vakum Swvi Kromatografisi

Ekstrenin fraksiyonlanmasi i¢in kullanilan bu yontemde, ekstre miktarinin 30-40
kati miktarinda tartilmis ve 110°C’de 2 saat aktive edilmis, silikajel G, 3 cm
capinda ve 40 cm boyunda silifli kolona yiiklenmistir. Kolon vakumlu erlene
yerlestirildikten sonra €llisyona n-hekzandan baslanarak metanole kadar gradiyent
eliisyon yapilarak ekstre fraksiyonlanmistir. Toplanan fraksiyonlar ITK ile
incelenmis, benzer olanlar birlestirilerek yogunlastirilmistir.

Kolon Kromatografisi

Kolon n-hekzan ile islatilmis silikajel ile yas usulde doldurulmustur. Bunun igin
ekstre ve kullanilacak silikajel miktarima gore 5x40 ve 10x70 cm ebatlarinda
kolonlar tercih edilmistir. Ekstre biraz cozicu ile cozilerek az silikgele
emdirilmistir. n-hekzan’dan baslanarak etil asetat ile gradient eliisyon yapilarak
100 mL’lik fraksiyonlar toplanmis ve son olarakta kolon metanol ile yikanmustir.
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Metabolit Izolasyonu

Biotransformasyon biyik olcekte ¢alisilmistir. 500 mL veya 1 L’lik erlenlerde,
200-600 mL besi yeri olacak sekilde 1-2 erlen hazirlanmistir. Mikroorganizmalar
48-72 saat icinde belirli bir biyiikliige gelince 250 mg timokinon esit miktarda
tum erlenlere ilave edilmistir. Oda sicakliginda ve 200 rpm’de, uygun sirelerde
calkalanmistir. Biotransformasyon islemini durdurmak amaciyla besi yerlerine 4
oraninda EtOAc ilave edilmistir. lyice galkalandiktan sonra, Buchner hunisinden
stizlilerek, mikrobiyal misellerden kurtarilan ve birlestirilen sivi kisimlar ayirma
hunilerinde hacimlerinin yaklagik 2 kati EtOAc ile 3 kez ekstre edilmistir.
Toplanan ekstreler susuz Na,SO, tan gegirilerek 40-60°C’de algak basing altinda
yogunlastirilmistir.

Metabolitlerin Yap: Tayinleri
Gaz Kromatografisi /Kutle Spektrometrisi (GK-KYS)

Biyotransformasyon sonucu elde edilen iirtinlerin kiitle spektrumlarinin alinmasi
icin Gaz kromatografisi kutle spektrometrisi sistemi kullanilmustir.

Sistem : Shimadzu GC 2010

Dedektor . Kitle Spektrometres

Kolon : CPSIiI-5CB kolon (25 m x 0.25 mm c¢ap, 0.25 pum film
kalinlig1)

Tasiyic1 gaz : Helyum (0.8 mL.dk™* akis hiz1) kullanilmistur.

Enjeksiyon portu sicakligi:200°C

Dedeksiyon araligi  : 70 €V eektron enerjisiyle, 35-450 nvz kiitle araligindaki
maddelerin analizleri gergeklestirilmistir.

Sicaklik Programi  : 60°C’de 10 dk, 4°C/dk artigla 220°C’ye, 220°C’de 10 dk
1°C artigla 240°C dereceye ¢ikan toplam 80 dakikalik sicaklik programi
uygulanmigtir.

Degerlendirme islemlerinde “Baser Ugucu Yag Bilesenleri Kiitiiphanesi” nin yani1
sira Wiley GC/MS, Adams ve MassFinder 3.1 kiitiiphane tarama yazilimlar
kullanilmis ayrica ilgili kaynaklardaki verilerden de yararlanilmistir.

NuUkleer Manyetik Rezonans Spektroskopisi

'H NMR (500 Mhz) ,"*C NMR (125 Mhz) ayrica iki boyutlu spektrumlar, Bruker
DPX FT NMR sistemi ile BIBAM’da kaydedilmistir. NMR ¢dziiciileri olarak
doétoro-kloroform (CDCIl3) ve détoro metanol (CDODg) kullanilmistir. Kimyasal
kayma degerleri ppm olarak verilmis kalibrasyon ¢oziicii piklerine gore
yapilmustir.
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Biyolojik Aktivite Calismalari

Biyotransformasyonda kullanilan substrat, elde edildigi bitkisel kaynagi ve
metabolitin biyolojik aktiviteleri karsilagtirmali olarak incelenmistir.

Antimikrobiyal Aktivite

MikrodiltUsyon yontemi ile belirlenmistir. 8 mg numune 2 mL steril DMSO veya
MeOH kullanilarak stok c¢ozeltisi  hazirlanmistir.  96-kuyucuklu — U-tipi
mikroplakasinin tiim kuyucuklarina 100 pL besiyeri (Mdller Hilton Broth)
konmustur. Ik kuyucuga stok ¢ozeltiden 100 pL ilave edilmistir. Daha sonrailk
kuyucuktan baslayarak tiim kuyucuklara log;ya gore seyreltme uygulanmistir. 24
saat Muller Hinton Broth'da 37°C’de ¢ogaltilmis mikroorganizmalar ©nce
McFarland 0.5 standardina gore seyreltilmistir. Daha sonra kuyucuklara 100 pL
ilave edilip 24 saat ilgili sicakliklarda inkiibasyona birakilmistir. Uremenin
olmadig1 ilk kuyucuktaki konsantrasyon, minimum inhibe edici konsantrasyon
olarak (MIK) pg.mL'l cinsinden belirlenmistir. Pozitif ve negatif kontrollerde
dikkate alinarak deneyler en az ii¢ tekrarli olarak gerceklestirilmistir ve sonuglarin
ortalamasi verilmistir.

Standart madde: Bakteriler icin kloramfenikol, mayaar icin ketokonazol
kullanilmuastir.

Cizelge 6. Mikrodiliisyon Yonteminde Kullanilan Mikr oor ganizmalar

Mikroorganizma Kaynak
Bl Escherichia coli NRRL B-3008
B2 Saphylococcus aureus ATCC 6538
B3 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
B4 Enterobacter aerogenes NRRL 3567
B6 Salmonella typhimurium ATCC 13311
B8 Bacillus cereus NRRL B-3711
B10 Saphylococcus aureus, MRSA | Klinik izolat
F1 Candida albicans ESOGU-klinik izolat
F52 Candida albicans ATCC 90028
F3 Candida glabrata ESOGU-klinik izolat
F4 Candida utilis NRRL Y-900
F5 Candida tropicalis NRRL Y-12968
F6 Candida krusei NRRL Y-7179
F7 Candida zeylanoides NRRL Y-1774
F8 Candida parapsilosis NRRL-Y -12696

17



@) ANADOLU UNIVERSITESI

Antioksidan Aktivite Calismalart
a) 1,1-difenil-2-2 pikrilhidrazil (DPPH °) Radikalini Stpurtcl Etki Tayini

Numunelerin serbest radikal stiplriicti etkisini belirlemek amaciyla 0.5-5 mg.mL™
konsantrasyonlarda hazirlanan test maddeleri dncelikle ITK plaklarina 5 pL olarak
uygulanmis ve Uzerine hemen DPPH cozeltisi puskirtulerek, kalitatif olarak 6n
tarama testleri yapilmistir. Aktif oldugu goriilen bilesiklerin, UV- spektroskopik
mikrodilisyon yontemleri kullanilarak, kantitatif olarak inhibisyon konsantrasyon
bulgular1 vitamin C, vitamin E ve BHT standartlar1 ile karsilastirmali olarak
verilmigtir.

Kantitatif yontem: Her test bilesiginin MeOH'deki stok cozeltisi 0.5 mg.mL™
konsantrasyonda hazirlanmistir. Stok ¢ozeltilerden, 96-kuyucuklu mikrotitrasyon
plaklarinin ilk sUtununa sirasiyla 100'er pL aktarilmistir. Cok-kanalli pipet
araciligryla, esit miktarda MeOH iginde seyreltme yapilarak, 5 dakika boyunca
vortekste karistirllmistir. DPPH stok ¢ozeltis 2 mg DPPH in 25 mL MeOH’ de
coziinmesiyle son konsantrasyonu 80 pg.mL™ olacak sekilde hazirlanmstir. Her
kuyucuga 100 uL. DPPH cozeltisinden eklenerek reaksiyon baslatilmis ve 30
dakika siireyle karanlik bir ortamda birakilmistir. C Vitamini, E vitamini ve
butillenmis hidroksi toluen (BHT) aymi konsantrasyonda pozitif kontrol,
DPPH+MeOH negatif kontrol, sadece MeOH ise kor olarak aymi plakta
uygulanmistir. UV absorbans 517 nm'de mikroplaka spektrofotometre
kullanilarak oda sicakliginda okunmustur. Sonuclar, ortalama = standart sapma
(n=8) olarak ifade edilmis, istatistiksel degerlendirme ve hesaplamaarda Gen 5
Data Analysis programi (BioTek) kullanilmistir. % 50 inhibisyon konsantrasyonu
degeri (ICsp) asagidaki formul ile hesaplanmustir.

ICs0 = [(AO'A]_)/AO] x100

Ag : kontrol absorbans
A1 : numune absorbans

b) ABTS Radikal Stupurtcu Etki

Standart TEAK metodu (Troloks'a esdeger antioksidan kapasite) yontemi
(Papandreou ve ark., 2006) kullanilarak gergeklestirilen deney, ABTS (2,2-azino-
bis-3-etilbenzotiazolin-6-stlfonik asit) radikalinin stipurilmes ve vitamin E nin
suda ¢Ozilinen analogu olan troloks ile karsilastirilmasina dayanmaktadir. 7 mM
ABTS ™ ve 2.5 mM sodyum persiilfat (Na;S,0g) karisiminin karanlikta 12-16
saat bekletilmesi sonucu mavi yesil renkli radikal olusumu saglanmis, bu
cOzeltinin 734 nm deki absorbansi 0.8-0.7 olacak sekilde absolii etanol ile
seyreltilmistir. 10 pL 6rnek ve 990 pL hazirlanan ABTS™ ¢ozeltisi karistirilarak,
1dk ’lik araliklarla 734 nm de absorbansi 30 dk siire ile Olgiilmiistiir. Troloks a
esdeger antioksidan kapasitesi troloksun kalibrasyon egrisi kullanilarak
hesaplanmustir.
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Enzim Inhibisyon Deneyleri

Asstilkolinesteraz (AchE) ve Butirilkolinesteraz (BuChE) Inhibisyonu

Kolinesterazlar, asetilkolini tiyokolin ve asetata parcalayan reaksiyonu
katalizlerler ve Uriin olarak agiga tiyokolin ¢ikar ve DTNB ile reaksiyonu sonucu
sar1 renk veren 5-tiyo-2-nitrobenzoik asit olusur. Olusan rengin siddeti 412 nm’de
Olculmektedir (Ellman ve ark., 1961).

Kolinesterazlar

Asstiltiyokoliniyoddr, Butiriltiyokoliniyodir— Tiyokolin

Tiyokolin + DTNB — 5-tiyo-2 nitrobenzoik asit (sar1 renk)

Deneysel calismalarda numunelerin ¢esitli konsantrasyonlar1 MeOH’de ¢oziilerek
hazirlanmistir. Enzim deneylerinde standart inhibitor olarak Eserin, Galantamin
ve Donepezil kullanilmistir. Kullanilan tampon 0.1 M fosfat (pH= 8) tamponudur.
Her iki deney g¢alismasinda da 1U/mL’lik enzim kullanilmistir. Reaksiyonlarda
kullanilan DTNB soltisyonu 0.01 M’lik hazirlanmistir. Substrat olarak kullanilan
asetiltiyokoliniyodir 75 mM ve butiriltiyokoliniyodir ise 10 mM olarak
hazirlanmistir. Spektrofotometrik 6lgimler UV-VIS spektrofotometre ile 37°C’' de
412 nm’de Ol¢iilmistiir. Her iki deneysel yontemde de calismalar 3 tekrar ile
gerceklestirilmis ve sonuglarin ortalamasi AChE ve BUChE aktivites 1Csg degeri
olarak verilmistir.
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BULGULAR VE TARTISMA

Yiiksek Basin¢hi Sivi Kromatografisi ile Céorek Otu Ekstresinde Timokinon
Miktar Tayini

65 g Corek otu Soxhlet apareyi ile ekstre edilmis ve % 23 + 2 verimle 15 g ekstre
alimmustir. Ekstredeki timokinon miktari % 1.95 oraninda bulunurken bitkide bu
oran % 0.45 olarak bulunmustur.

Cizelge 7. YBSK Analizinde Kullanilan Standarta ait Kalibrasyon Denklemi ve Korelasyon
Katsayisi

Standart Kalibrasyon denklemi Korelasyon katsayisi Konsantrasyon aralhig
[y =ax+b] [r] [mg.mL"]

Timokinon y = 9.246333e+0.07x 0.997 0.001-0.700
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JDetector A Ch2:254nm

10.01

14.077

7.5

5.0

2.5
0.0+

-2.57

S L S S —_—
0.0 25 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 min

Sekil 6. Standart Madde Timokinonun YBSK Kromatogram
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Sekil 7. Corek Otu Tohum Ekstresinin YBSK Kromatogrami
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Biyotransformasyon Sonuclari

Substrat olarak kullanilan timokinon 35 farkli mikroorganizma ile bir onceki
boliimde agiklandigi gibi biyotransformasyona birakilmis, metabolit varlign ITK
ile kontrol edilmistir. Mikroorganizmalarin isimleri ve ¢alisma sonuglar1 Cizelge
8’ de 6zetlenmistir.

Cizelge 8. Biyotransformasyon Sonucu Olusan Metabolitler

@ ANADOLU UNIVERSITESI

NO | Mikroorganizma Sus Timokinon | Metabolit

(mg) /Adet
1 Alternaria alternata NRRL 20593 40 +/1
2 Alternaria alternata OGU-Fen 25 +/1
3 Aspergillus parasiticus NRRLY 2999 50 +150 +/1
4 Aspergillus niger NRRLY 326 50 +/1
5 Aspergillus niger ATCC 10549 50 +/6
6 Aspergillus alliaceus NRRL 317 50 +/1
7 Aspergillus niger Izolat Noma 25 +/1
8 Aspergillus sp. CBSYN 50 +/1
9 Aspergillus flavus NRRL 1957 50 +/1
10 Aspergillus flavus DA 198 50 +/1
11 Aspergillus niger DA 295 50 +/1
12 Aspergillus niger NRRL 567 50 +/1
13 Botrytis cinerea AHU 9424 150 +/1
14 Corynespora cassiicola | DSM 62474 50 -
15 Fusarium solani ATCC 1284 30 -

. Anadolu U.
16 Fusarium culmorum Fen.F.Biyolji B. 50 + 1
17 Fusarium moniliforme NRRL 2374 30 -
18 Giberella fujikuroi AHU 9078 30 -
19 Hansenula anomala ATCC 20170 30 -
20 Mucor ramannianus ATCC 1839 30 +/1
21 Penicilliumsp. KCPYN | NOMA 30 +/1
22 Penicillium sp. YUZU NOMA 30+150 +/1
23 Penicillium adametzi NRRL 737 30 +/1
24 Penicillium expansum DA 113 30 +/1
25 Penicillium expansum DA 120 30 +/1
26 | Penicilliumvalentinum | AnadoluU. 25 -
Fen.F.Biyoloji B.
27 | Penicillium primilinum | AnadoluU. 25 i
Fen.F.Biyolgji
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Cizelge 8. (Devam) Biyotransformasyon Sonucu Olusan Metabolitler

28 Penicillium multicolor DA 60 40 +/1
29 Penicillium odaratum DA 37 40 +/1
30 | Penicilliumneocrassum | NRRL 35639 40 +/1
31 | Rnhizophus stolonifer NRRL 2710 30 -
32 Thamnidium elegans ATCC 18191 40 -
33 | Trichoderma harzianum | AnadoluU.Fen.F 30 -
Biyoloji BAl.
34 | Trichoderma viride H.U. 30 -
35 | Yarrowialipolytica ATCC 8661 30 -

Timokinonun Mikraobiyal Transformasyonu
Aspergillusniger ATCC 10549 ile Mikrobiyal Transformasyon

A. niger ile olusan altt metabolitten timohidrokinonun kimyasal yapisi
tanimlanabilmistir. Diger gozlenen metabolitler 4-hidroksi-5-izopropil-2-metil-
siklohekza-2-dienon veya 4-hidroksi-6-izopropil-3-metil-siklohekza-2-dienon
olabilecegi tahmin edilmektedir. Bu metabolitler saf halde izole edilmedikleri
icin, kitle spektrumlar1 Sekil 8’ de verilmistir.

Diger calisilan mikroorganizmalarda da ayni metabolit timohidrokinonun
olustugu gdzlenmis, Ince tabaka kromatografisi (ITK), gaz kromatografisi-kiitle
spektrometrisi (GK-KS) ve nikleer manyetik rezonans (NMR) yontemleri ile
yapisi tayin edilmistir.

Metabolitin kitle spektrumu ve NMR spektrumlart Sekil 9 da verilmistir.
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Sekil 8. Diger Timokinon Metabolitleri [4-Hidroksi-5-izopropil-2-metil-siklohekza-2-dienon:
CioH160, MA: 168 veya 4-Hidroksi-6-izopropil-3-metil-siklohekza-2-dienon metabolitlerinin
kiitle spektrumu (Wiley, NIST)]
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Sekil 9. Timohidrokinonun [CyoH140, 166 (M™¥)] K (itle Spektrumu (Wiley GC/MS, Adams
ve Mass Finder 3.1)

||

8 7

N ! l

L=] =] <3 3 2

=1 =Tua)

Sekil 10. Timohidrokinonun *H-NMR (CDOD3) Spektrumu
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Sekil 11. Timohidrokinonun *C-NMR (CDOD;) Spektrumu

Biyolojik Aktivite Sonuclart

Substrat timokinon ve metabolit timohidrokinon, bitkisel kaynaklar1 (Corek otu
ekstresi ve CoOrek otu sabit yagi) ve standartlari ile gergeklestirilen biyolojik
aktivite ¢alismalart; antimikrobiyal (antibakteriyel ve antikandidal), antioksidan
(ABTS ve DPPH radikal sUpuricu etki) ve enzim inhibisyonu deneylerini
(asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz) kapsamaktadir.

Antibakteriyel Aktivite

Dort Gram negatif (-) bakteri ve ¢ Gram pozitif (+) bakteri ile mikrodillisyon
yontemi kullanilarak numunelerin ve izole edilen metabolitin - minimum
inhibisyon konsantrasyonlart pg.mL™ cinsinden belirlenmistir. Sonuglar Cizelge
9 datoplu halde verilmistir.

Cizelge 9. Antibakteriyel Etki Sonuglar1 [MiK (ug.mL™)]

Bakteri Corek otu | Corek otu | Timokinon | Timohidro- Kloram-
ekstres sabit yagi kinon fenikol

Escherichia coli 1000 500 250 250 62.5
Saphylococcus aureus 1000 500 500 500 62.5
Saphylococcus aureus 1000 1000 62.5 62.5 62.5
(MRSA)

Pseudomonas aeruginosa 1000 1000 500 500 125
Enterobacter aerogenes 1000 500 1000 1000 62.5
Salmonella typhimurium 500 500 1000 1000 62.5
Bacillus cereus 500 1000 125 62.5 62.5
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Sekil 12. Corek Otu Ekstre ve Sabit Yagimin Antibakteriyel Etki Sonuglar:

Antikandidal Aktivite

Standart sus ve klinik izolatlardan se¢ilmis 8 adet Candida tiiriine kars1 numuneler
ve elde edilen metabolitin antikandidal etkisi mikrodiliisyon yontemi kullanilarak
minimum inhibisyon konsantrasyonlar1 p g.mL'1 cinsinden belirlenmistir.

Cizelge 10. Antikandidal Etki Sonuclar1 (MiK, ug.mL'l)

Candida sp. Corek otu | Corek otu TK THK Keto-
ekstres sabit yagi konazol

Candida albicans, 1000 125 125 125 62.5
klinik izolat
Candida albicans, 62.5 125 500 250 250
ATCC 90028
Candida glabrata 250 62.5 250 125 62.5
Candida utilis 250 500 125 125 125
Candida tropicalis 250 500 125 125 62.5
Candida krusel 250 250 250 125 125
Candida zeylanoides 500 500 250 250 125
Candida parapsilosis 500 500 125 250 15.62
Antioksidan Aktivite

a) 1,1-difenil-2-2 pikril hidrazil (DPPH®) Radikalini Suptrtct Etki
Sonuclart

0.5 mg.mL™ konsantrasyonda hazirlanan numunelerin serbest radikal stipuriicii
etkisini belirlemek amaciyla dncelikle ITK plaklarina 5 pL olarak uygulanmis ve
Uzerine hemen DPPH c¢Ozeltisi puskirttlerek, kalitatif olarak On-tarama testi
yapilmistir. Aktif oldugu goriilen bilesiklerin, UV-spektroskopik- mikrodillsyon
yontemleri (Sarker ve ark., 2006, Kumarasamy ve ark., 2002) kullanilarak,
kantitatif olarak inhibisyon konsantrasyon bulgulari vitamin C, vitamin E ve BHT
standartlar ile karsilastirmali olarak verilmistir.
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Cizelge 11. DPPH Radikal Suptrtici Etki Sonuglari

Numuneler | Csp (mg.mL ™)
Corek otu ekstresi > 0.5
Corek otu yagi > 0.5
Timokinon 0.039+0.02
Timohidrokinon 0.012 £ 0.002
Vit C (standart) 0.008 + 0.002
Vit E 0.022 £ 0.01
BHT 0.024 + 0.002

b) ABTS Radikal Stpurtcu Etki Sonuclart
Timokinon (TK), Timohidrokinon (THK), ¢orek otu ekstresi ve ¢orek otu sikma
yontemi ile elde edilen sabit yagi tizerinde yapilan ABTS sonuglari asagidaki
grafik ve tablolarda verilmistir. Ekstrelerin ABTS serbest radikalini 30 dk
siiresince inhibe etme yiizdeleri tablo ve grafik olarak verilmistir.

izelge 12. ABTS Radikal Siipiiriicii Etki Sonuclar: (% Iinhibisyon)
g P A

Zaman | BHT BHT | Ekstre | Ekstre Sabit Sabit TK TK THK | THK
(Dk) 1mg 0,1mg 1mg 0,1 mg Yag Yag 1mg 0,1mg 1mg 0,2mg
1mg 0,1 mg
0 1553 | 1,35 0,31 0,31 0,26 0,07 4,92 0,24 | 85,27 | 45,26
5 54,77 | 10,38 | 0,55 0,40 0,38 0,07 7,47 0,25 | 90,36 | 54,11
10 67,88 | 14,06 | 0,60 0,55 0,38 0,07 7,41 0,26 | 90,31 | 58,43
15 76,11 | 16,03 | 0,60 0,47 0,49 0,07 7,50 0,18 | 90,36 | 57,04
20 81,42 | 17,21 | 0,64 0,55 0,38 0,07 7,65 0,17 | 90,33 | 55,84
25 85,04 | 17,88 | 0,64 0,48 0,47 0,07 7,74 0,17 | 90,33 | 55,90
30 87,38 | 18,36 | 0,60 0,53 0,49 0,07 7,60 0,22 | 90,33 | 55,93

Cizelge 12°deki sonuclarda goriildiigii gibi baslangicta BHT 1 mg.mL™lik
konsantrasyonunda % 15 inhibe ederken timohidrokinonun 0,1 mg.mL™lik
konsantrasyonu BHT den yaklasik 3 kat fazla inhibisyon gostererek % 45 lik bir
inhibisyon saglamistir. Timohidrokinonun 1 mg.mL™lik konsantrasyonu O.
dakikada ABTS serbest radikalinin % 85'ni inhibe ederek ayni konsantrasyondaki
BHT nin yaptig1 inhibisyondan yaklasik 5 kat fazla bir inhibisyon gdstermistir.
BHT benzer etkiyi ancak 30 dk sonunda gostermistir. Diger denenen ekstre ve
stkma yontemi ile elde edilen sabit yag bu konsantrasyonlarda etkili
bulunmamustir.
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Sekil 13. ABTS Serbest Radikalinin % Inhibisyon Grafigi

Troloks'a esdeger antioksidan kapasite [TEAK] sonuglarinin bulunmasi igin
ABTS radikali Troloks'un 3 mM (miliMolar), 2 mM, 1.5 mM, 1 mM, 0.5 mM ve
0.1mM lik konsantrasyonlar1 kullanilarak % inhibisyon degerlerine bagli olarak
kalibrasyon egrisi ¢izilmis ve denenen numunelerin % inhibisyonlar1 kalibrasyon
denklemine gore bulunmustur.

Buna gore 30 dakika sonunda BHT 2.34 mM lik Troloks’a esdeger bir antioksidan
aktivite gosterirken timohidrokinon 241 mM Ik TEAK Qostermistir.
Timohidrokinonun 0.1 mg lik konsantrasyonu 1.53 mM TEAK aktivite
gosterirken BHT 0.56 mM da TEAK aktivitesi gostermistir. Denenen diger ekstre
stkma yontemi ile elde edilen sabit yag ve timokinon benzer aktivite
gostermemistir.

Sekil 14. Troloks a Esdeger Antioksidan Kapasite [(TEAK) (mM)]
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Asetilkolinesteraz ve Bitirilkolinesteraz Enzim Inhibisyon Sonuglar

Ellman ve ark. (1961) ile Rahman ve ark. (2001) metodlar1 baz alinarak
inhibisyon deneyleri gerceklestirilmistir. Sonuglar standart inhibitorlerle birlikte
Cizelge 13'te ICso (ug-mL™) olarak verilmistir.

Cizelge 13. Enzim inhibisyon Sonuglar | Cs (1g.mL ™)

Test numuneleri AChE BuChE
Timokinon 58.4+0.3 224+74
Timohidrokinon 5.96 + 0.68 34.8+0.8
Eserin 1.6x 10"+ 0.4 x 10 22x107+0.2x 107
Galanthamin 0.255+ 0.005 81+23
Donepezil 1.3x10%+ 0.4 x 10° 4024

Eay E™ 19 W
L o IH (10"

1298 4 5 6

Sekil 15. Timokinonun Asetilkolinester az Aktivite Sonucu

[1. Kdr, 2. Enzim 3. Enzim + MeOH, 4. Standart inhibitor,
5. Timokinon (5 mg.mL™), 6. Timokinon (2 mg.L™%)]
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SONUC ve ONERILER

Yapilan kaynak taramalar1 sonucunda timokinon ile ilgili herhangi bir mikrobiyal
transformasyon ¢alismasina rastlanilmamistir. Bu amagla 6nce ¢orek otu tohum
ekstresinden elde ettigimiz timokinon ile daha sonra ticari olarak piyasada
bulunan ayni substrat ile 35 farkli mikroorganizmanin biyotransformasyonu
arastirtlmis (bkz. Cizelge 4), olusan metabolitler 6nce ince tabaka kromatografisi
yontemiyle izlenmistir. Daha sonra metabolitlerin tanimlanabilmesi i¢in gaz
kromatografisi / kiitle spektrometrisi ve nikleer manyetik rezonans spektroskopisi
sistemlerinden elde edilen veriler ¢esitli kaynaklarlakarsilastiriimastir.

Timokinonun Aspergillus niger ATCC 10549 ile biyotransformasyon sonucu
Cizelge 8 de listelendigi iizere toplam 6 metabolit olustugu belirlenmis ve olusan
metabolitlerden timohidrokinonun kimyasal yapisinin tanimlanmasi miimkiin
olmustur. Diger metabolitlerin 4-hidroksi-5-izopropil-2-metil siklohekza-2-dienon
veya 4-hidroksi-6-izopropil-3metil-siklohekza-2-dienon  olabilecegi  tahmin
edilmektedir. Bu metabolitlerin saf olarak izolasyonu miimkiin olmadigi igin
sadece kutle spektrumu Sekil 8’ de verilmistir.

Timokinonun mikrobiyal transformasyonu sonucu timohidrokinona doniistiiren 23
mikroorganizmadan A. parasiticus (NRRLY  2999) ile preparatif
biyotransformasyon c¢alismasi yapilmistir. Biyolojik aktivite ¢aligmalarinda
kullanilacak timohidrokinon kromatografik olarak saflastirilip KS, 'H ve BC-
NMR spektroskopisi verileri kaynaklardaki veriler ile uyumlu oldugu goriilmiistiir
(Ivankovig ve ark., 2006) (bkz. Sekil 9-11).

Timokinon ile ilgili mikrobiyal tranformasyon galismasi olmamakla birlikte,
enzimatik olmayan fizyolojik kosullarda indirgenmesi ile ilgili bir calisma
yayinlanmistir (Khalife ve Lupidi, 2007).

Substrat ve timohidrokinon metaboliti, timokinon bitkisel kaynaklar ile birlikte
ilgili standartlarla karsilastirmali olarak biyolojik aktiviteleri ¢calisilmigtir. Cizelge
9 ve 10'daki test numulerinin antimikrobiyal aktivitelerine bakildiginda
timohidrokinonun, Bacillus cereus NRRL B-3711 ve Saphylococcus aureus,
MRSA bakterilerine kars1 62.50 pg.mL™de en etkili oldugu, ayrica C. albicans
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(250 pg.mL™), C. glabrata (125 pg.mL™) ve C. krusei (125 pg.mL™) tirlerine
kars1 ise, substrati timokinona gore daha giiclii antikandidal aktivite gosterdigi
bulunmustur. Bu c¢alisma igerisinde elde edilen degerler literatiir calismalari ile de
uyum gostermektedir (Toamave ark., 1974; Akhtar ve ark., 2007).

Corek otu ile ilgili yapilan antioksidan aktivite ¢alismalarinda daha ©nce
yayinlanmig kaynaklar ile benzer sonucglar elde edilmistir (Houghton ve ark.,
1995; Burits ve Bucar., 2000; Badary ve ark., 2003; Singh ve ark 2005; Gali
Muhtasib ve ark., 2006b; Khalife ve Lupidi, 2007). Timokinon dan turevlienen
timohidrokinonun yiiksek oranda antioksidan aktiviteye sahip oldugu belirlenmis,
(DPPH) radikal siipiriicii etkisi (1Cs0=0.012 + 0.002 mg.mL ™) kullamilan standart,
BHT den daha etkili (ICso= 0.024 + 0.002 mg.mL™>) oldugu griilmiistiir. Benzer
sonuclar ABTS serbest radikaline karsi da elde edilmistir.

Alzheimer hastaliginin kesin nedeni bilinmemesine ragmen, kolinerjik eksiklik
sebebiyle asetilkolinin sinaptik aralikta daha uzun kalmasini saglamak ginimuizde
hastaligin semptomatik tedavisinde en sik uygulanan yontemdir. Bu amaca
yonelik olarak gunimizde en fazla kolinesteraz enzim inhibitdrleri denenmekte
ve yararlanilmaktadir (Sahin, 2002; Cokugras, 2003). Yapilan literatiir
aragtirmasinda timokinon ve timohidrokinon ile ilgili asetilkolinesteraz aktivite
calismasi  olmasina ragmen  butirilkolinesteraz  aktivite  calismasina
rastlanilmamustir. 1k kez bu tez kapsaminda timokinon (IC5,=22.4 +7.4 pg.mL™
ve timohidrokinonun (ICs= 34.8 + 0.8 pg.mL™Y) bitirilkolinesteraz aktivite
calismasina bakilmistir ve timohidrokinonun asetilkolinesteraz enzimi Uzerine
(ICso= 5.96 + 0.68 pg.mL™) etkili bir inhibitor oldugu bulunmustur. Timokinonun
(ICsp = 0.14 mg.L™) ve timohidrokinonun (ICso= 0.04 mg.mL™) asetilkolinesteraz
enzimi Uzerine etkili bir inhibitor oldugu yapilan diger ¢alismayla da uyumluluk
gostermistir (Jukic ve ark., 2007).
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