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OZET
BAZI POLIFENOLIK BILESIKLERIN MiKROBIYAL ve ENZIMATIK
TRANSFORMASYONU
Damla KIRCI
Farmakognozi Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Aralik 2022
Danisman: Prof. Dr. Betiil DEMIRCI

Tezin temel amaci, polifenolik yapidaki hesperidin ve Kersetin bilesiklerinin
mikroorganizmalar ve enzim kullanilarak transformasyonudur. Bu bilesiklerinden hareketle
klasik Kkimyasal yontemlerle sentezlenmesi zor veya imkansiz olan bilesiklerin
biyotransformasyon yoluyla katma degerli metabolitlere dontistiiriilmesi amaglanmaktadir.

Tez kapsaminda hesperidin ve kersetin 25 farkli mikroorganizma ve lakkaz enzimi
kullanilarak mikrobiyal ve enzimatik transformasyon ¢aligmalarina tabi tutuldu.

Biyotransformasyon ¢alismalart sonucunda kersetin’de alt1, hesperidin’de sekiz
metabolit tespit edildi. Kersetin’in mikrobiyal transformasyonu ile resveratrol, izoramnetin
ve protokatesik asit olan li¢ metabolitin yapis1 SK/KS-KS ile aydinlatildi. Kersetin’in lakkaz
ile enzimatik transformasyonundan iki metabolit izole edilip NMR ve kiitle spektrumu ile
yapilart 2-(3,4-dimetoksifenil)-3,5-dihidroksi-7-metoksi-kroman-4-on (M5) ve 3-hidroksi-
2-(4-hidroksifenil)-7-metoksi-5-metil-kroman-4-on (M6) olarak aydinlatildi. Resveratrol ve
izoramnetin ilk kez kersetin’in mikrobiyal transformasyonu ile elde edilirken; M5 ve M6
metabolitleri yeni bilesik olarak tanimlandi.

Hesperidin’in mikrobiyal transformasyonunda pinosembrin ve naringenin’in yapisi
SK/KS-KS ile aydinlatildi. Eriodiktiyol ve hesperetin izole edilip NMR ve kiitle spektrumu
ile molekiil yapisi tanimlandi. Pinosembrin, eriodiktiyol ve naringenin ilk kez hesperidin’in
mikrobiyal transformasyonu ile elde edildi. Hesperidin’in lakkaz ile enzimatik
transformasyonundan elde edilen metabolit SK/KS-KS analizi sonucunda naringinin olarak
tanimlandi.

Substratlarin, biyotransformasyon ekstrelerinin ve metabolitlerin in vitro 5-
lipoksijenaz (5-LOX) enzim inhibisyonu, antioksidan, antimikrobiyal ve akut toksisite
aktivite caligmalar1 yapildi. Kersetin metabolitlerinden biri olan resveratrol’tiin, Salmonella
typhimurium (62.5 pg/mL) ve Bacillus licheniformis (62.5 pg/mL) suslarina karsi

kersetin’den daha etkili oldugu bulundu.



Hesperetin ve naringenin’in Staphylococcus aureus susuna karsi antimikrobiyal
aktivitesi hesperidin’den daha yiiksek bulundu. Bu sonu¢ dogrultusunda hesperetin ve
naringenin’in S. aureus susuna karsi biyofilm aktivitesi ve biyofilmde sinerji ¢aligsmalari
gerceklestirildi. Biyofilm tabakalamada dama tahtas1 yontemi ilk kez denenmis olup metot
gelistirildi. Bu iki bilesigin sinerjik aktivite gosterdigi tespit edildi (FIKI degeri 1.063). Brine

Shrimp yontemi ile akut toksisite ¢alismasinda en yiiksek etki resveratrol’de bulundu.

Anahtar Sozciikler: Mikrobiyal ve enzimatik transformasyon, Hesperidin, Kersetin,

Biyolojik aktivite.



ABSTRACT
MICROBIAL and ENZYMATIC TRANSFORMATION OF SOME POLYPHENOLIC
COMPOUNDS
Damla KIRCI
Department of Pharmacognosy
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, December 2022
Supervisor: Prof. Dr. Betiil DEMIRCI

The main goal of the thesis is the transformation of hesperidin and quercetin
compounds by using microorganisms and enzymes. Based on these compounds, it aims to
convert compounds difficult or impossible to synthesize by classical chemical methods into

value-added metabolites by biotransformation.

Within the scope of the thesis, hesperidin and quercetin are subject to microbial and
enzymatic transformation studies using 25 different microorganisms and a laccase enzyme,

respectively.

As a result of biotransformation studies, six metabolites were found in quercetin and
eight metabolites in hesperidin. The microbial transformation of quercetin and the structure
of three metabolites, resveratrol, isorhamnetin and protocatechuic acid, were elucidated by
LC/MS-MS. Enzymatic transformation of quercetin via laccase was obtained to 2-(3,4-
dimethoxyphenyl)-3,5-dihydroxy-7-methoxy-chroman-4-one (M5) and 3-hydroxy-2-(4-
hydroxyphenyl)-7-methoxy-5-methyl-chroman-4-one (M6). Resveratrol, isorhamnetin, M5
and M6 metabolites were obtained for the first time by quercetin's microbial and enzymatic
transformation.

The structure of pinocembrin and naringenin in the microbial transformation of
hesperidin was elucidated by LC/MS-MS. Eriodictyol and hesperetin were isolated, and
molecular structure was defined by NMR and mass spectrum. Pinocembrin, eriodictyol and
naringenin were obtained for the first time by microbial transformation of hesperidin. The
metabolite obtained from the enzymatic transformation of hesperidin with laccase was
identified as naringinin due to LC/MS-MS analysis.

The biological activities of the substrates, the biotransformation extracts and the
metabolites were examined in the in vitro 5-lipoxygenase (LOX) enzyme inhibition,
antioxidant, antimicrobial, and acute toxicity activities. The antimicrobial activity of both

hesperetin and naringenin against S. aureus is higher than hesperidin. Resveratrol, one of the



quercetin metabolites, was found to be more effective than quercetin against Salmonella
typhimurium (62.5 pg/mL) and Bacillus licheniformis (62.5 pg/mL) strains.

The antimicrobial activity of hesperetin and naringenin against Staphylococcus
aureus was higher than hesperidin. According to this result, biofilm and synergy-biofilm of
hesperetin and naringenin were carried out against S. aureus. The checkerboard method in
biofilm was done for the first time, and the technique was developed. These two compounds
showed synergistic activity (FIKI value 1.063). In the acute toxicity study with the Brine

Shrimp method, the highest effect was found in resveratrol.

Keywords: Microbial and enzymatic transformation, Hesperidin, Quercetin, Biological

activity
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1. GIRIS

Polifenolik bilesikler, dogada 8000°den fazla c¢esidi bulunan, bitkilerde onemli
fizyolojik ve morfolojik etkilere sahip sekonder metabolitlerdir. Bu bilesikler temelde bir
veya daha cok hidroksil grubu tasiyan bir aromatik halkaya sahiptirler. Monosakkarit,
disakkarit gibi seker gruplarina bagli halde bulunabilmektedirler (Balasundram vd., 2006;
Popa vd., 2008). Polifenoller, igerdikleri fenol halkalarinin sayisina ve bu halkalari birbirine
baglayan yapilara gore birkag sinifa ayrilir. Polifenollerin ana gruplari: flavonoitler, fenolik
asitler, tanenler, stilben ve ligandlardir (D'Archivio vd., 2007). Bu bilesikler sikimat ve
asetat yolagi olarak adlandirilan iki farkli yolaktan sentezlenmektedir (Bravo vd., 1998).

Cok fazla bilesigi i¢inde barindiran biiylik bir grup olmalarinin yani sira sahip
olduklar1 biyolojik aktivitelerinden dolay1 da 6nem arz etmektedirler. Ateroskleroz, beyin
disfonksiyon bozuklugu, mikrobiyolojik hastaliklar, enflamasyon, kanser gibi birgok
hastaligin tedavisinde de kullanilmalarini destekleyen in vitro ve in vivo calismalar
bulunmaktadir (Naczk vd., 2006; Pinelo vd., 2005; Ignat vd., 2011; Popa vd., 2008).

Mikrobiyal transformasyon, mikroorganizmanin, hiicre ve izole enzimlerin
katalizorligii ile in vivo sartlarda hiicreye giren yabancit maddeleri enzimler yardimiyla
zararsiz (detoksifikasyon) hale getirilmesi ya da farmakolojik etkilerinden dolay1 kullanilan
bilesiklerin etkinligini arttirmak amaciyla gerceklestirilen dogal kimyasal doniisiimlerdir.
Mikrobiyal transformasyon, genis gesitlilige sahip biyoteknolojik tepkimeler olup en énemli
ozelliklerinden birisi sentetik olarak gergeklestirilemeyecek tepkimelere de olanak
saglamasidir (Zafar vd., 2016). Gida, ila¢ ve koku alanlarinda yapilan mikrobiyal
transformasyon caligmalar1 giin gectikge artis gdstermektedir.

Mikrobiyal ve enzimatik transformasyon, polifenolik bilesiklerin de i¢inde bulundugu,
biyolojik aktivitesi bilinen dogal bilesiklerin yapisal degisimi ve bu degisim sonucu olusan
yeni metabolitlerin biyoddniisiimiinde etkili bir yontemdir (Wang vd., 2010).

Bu gelismelerden hareketle tez g¢alismalar1 kapsaminda heniiz iizerinde pek az
mikrobiyal transformasyon arastirmasi yapilmis polifenolik yapida olan kersetin ve
hesperidin kullanildi. Bu bilesikler 6zellikle bitkisel gida atigi olarak Citrus meyvelerinde
iceriginde bulunmaktadir. Ayrica gostermis olduklar1 giiglii biyolojik aktivitelerinden dolay1
da gida takviyesi olarak kullanim alanlar1 da bulunmaktadir. Bu 6zelliklerinden hareketle
dogada daha nadir bulunan veya bitkiler tarafindan daha 6nce tiretimi olmayan bilesiklerin

eldesi amaglanmakta olup elde edilen metabolitlerin aktiviteleri kanitlanmig olan



substratlarla biyolojik etkileri karsilastirilmasi hedeflendi. Bu sekilde literatiire ila¢ aday1
bilesiklerden hareketle potansiyel yeni bilesiklerin kazandirilmasi amaglandi.

Tez kapsaminda oncelikle 25 farkli mikroorganizma ve lakkaz kullanilarak substratlari
biyotransformasyona ugratan mikroorganizmalar ve enzimatik doniisiimler tespit edildi.
Sonrasinda belirlenen mikroorganizmalar ve enzimle hesperidin ve kersetin’in
biyodoniisiimii preparatif lgekte calisildi. Olusan metabolitlerin izolasyon ve saflastirilma
islemleri kolon kromatografisi (KK), preparatif ITK ve orta performansli sivi kromatografisi
(OPSK) yontemleri ile gerceklestirildi.

Metabolitlerin yapilarinin tayininde sivi kromatografisi-kiitle spektroskopisi (SK-KS)
ve niikleer manyetik rezonans (NMR) yontemleri kullanildi. Subsratlarin, doniisiim
ekstrelerinin ve miktar1 yeterli olan metabolitlerin biyolojik aktiviteleri in-vitro antioksidan
ve 5-lipoksijenaz (LOX) enzim inhibisyon deneyleri ile degerlendirildi. Substratlar ve
metabolitler i¢in antimikrobiyal aktivite ¢alismalari ve in vivo hayvan alternatifi Brine
Shrimp yontemi ile akut toksisite ¢calismalar1 gergeklestirildi.

Antimikrobiyal aktivite sonucunda Staphyllococcus aureus susuna karsi hesperidin ve
metabolitleri naringenin ve hesperetin’in aktivitelerinin yiiksek ¢ikmas1 biyofilm
calismalarina yapilmasinda etkili oldu. Biyofilmler, biyotik veya abiyotik yiizeylere bagli,
kendi kendine sentezlenen polimerik matrislerle g¢evrili multimikrobiyal topluluklardir
(Miquel vd., 2016). Olusturmus oldugu matris yapisindan dolay1r antibiyotikler
mikroorganizmalara ulasip etki gosterememektedir. Bu ylizden biyofilm g¢aligmalarda
gozlemlenen etki oldukga biiyiikk bir 6neme sahiptir. Biyofilm aktivite sonuglar1 aktif
bulunan hesperetin ve naringenin metabolitlerinin birlikte biyofilm g¢alismalarina nasil bir
etkisi olacagini arastirmak i¢in metot gelistirildi. Bu metot ile literatiirde ilk defa biyofilm
tabakada sinerjik aktivite calismasinda iki metabolitin birbirine kars1 géstermis olduklar

sinerjik etkisi arastirildi.



2. KAYNAK BILGISi
2.1. Polifenolik Bilesikler

Sekonder metabolitlerden polifenolik bilesikler, dogada 6zellikle bitkilerde 8000’den
fazla ¢esidi bulunmakta olup farmakolojik etkilerinden dolay1r 6nemli bir yere sahiptir
(Balasundram vd., 2006; Popa vd., 2008). Polifenolik bilesikler yapilarinda bulundurduklari
fenol halkalarina ve bu halkalar1 birbirine baglanma sekillerine gore siniflandirilmaktadirlar.
Bu smiflandirma fenolik asitler, flavonoitler, stilben, tanenler ve ligand seklindedir
(D'Archivio vd., 2007). Polifenolik bilesikler yapilarinda aromatik halkaya bagli bir veya
daha ¢ok hidroksil grubuna sahiptirler. Ayrica yapilarinda monosakkarit, disakkarit gibi
seker gruplari iceren formlar1 da bulunmaktadir. Kimyasal yapilar1 fenolik asitler gibi ¢ok
basit formda olabilecegi gibi tanenler gibi ¢ok kompleks formlarda da bulunabilmektedirler.
(Balasundram vd., 2006; Popa vd., 2008). Polifenolik bilesiklerin biiyiik bir ¢cogunlugunu
flavonoitler, tanenler ve fenolik asitler gruplarinda yer almaktadirlar (Martinez-Gonzalez
vd., 2017). Bu bilesiklerden bazilarmin kimyasal yapilari Sekil 2.1’de yer almaktadir.
Genellikle polifenolik bilesikler soya, keten tohumu, meyveler, sebzeler, tahillar, ¢ay,
cikolata ve diger tohumlarda yiiksek konsantrasyonda bulunmaktadir (Hameed vd., 2020).
Bu bilesikler sikimik ve asetat biyosentez yolaklarini kullanarak sentezlenmektedir (Bravo,
1998).

Polifenolik bilesikler 6zellikle sahip olduklar1 fitoaleksin, antifeedant, antioksidan,
kardiyoprotektif biyolojik aktivitelerinden dolay1 biiyiik bir 6neme sahiptir. Bu etkilerine ek
olarak beyin disfonksiyon bozuklugunda, aterosklerozda, antimikrobiyal hastaliklar ve
enflamasyon kaynakli hastaliklar olmak {izere birgok hastalifina karsi etkili olduklar
yapilan in vitro, in vivo ve klinik ¢alismalarla kanitlanmistir. Ayrica yapilan ¢alismalarda
ostrojenik agidan potansiyel etkilerinin de oldugu tespit edilmistir Farmakolojik etkilerinin
yani sira gostermis olduklart UV iginlaria karst koruyucu o6zellikleri, polinatorler igin
cezbedici olmalar1 ve renk verici boyar madde alarak ullanilmalar1 gibi birgok farkli
kullanim alanlar1 bulunmaktadir (Ignat vd., 2011; Naczk ve Shahidi, 2006; Pinelo vd., 2005;
Popa vd., 2008; Riobo Servan, 2013, Seo vd., 2011, Wu vd., 2014).
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Sekil 2.1. Baz: polifenolik bilesiklerin kimyasal yapilar

- Flavonoitler

Flavonoitler, bircok bitkinin farkli kisimlarinda meydana gelen dogal kaynakli
polifenolik yapida sekonder metabolitlerdir. Genellikle bitkilerin ¢i¢ek, yaprak, tohum,

govde veya kok vakuollerinde glikozit formunda bulunmaktadirlar. 7000'den fazla flavonoit
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bilesigi tanimlanmis olup flavon c¢ekirdek (2-fenil-kromon (C6-C3-C6)) iskeletine
sahiptirler. Heterosiklik halkalardaki yapisal farkliliklar nedeniyle flavonoitler flavonoller,
flavonlar, antosiyanidinler, flavanonlar, flavanoller, kalkonlar ve izoflavonlar dahil olmak
tizere farkli alt gruplarda bulunmaktadirlar (Gong vd., 2020; Hameed vd., 2020).
Flavonoitlerin metillenmis formlar1 (metoksiflavonoit) Primula L., Aesculus L.,
Pityrogramma Link ve Notholaena R.Br. cinslerinin filiz, dal, yaprak mum veya
farinozlarinda glikozit olarak bulunmaktadir. izoflavonoitler soya fasulyesi ve yonca gibi
Fabaceae familyasinda yer alan bitkilerde mevcuttur (Seo vd., 2011).

Polifenolik yapida olmalarina ragmen yapilarindaki farkliliklardan dolay1
flavonoitlerin biyolojik aktivitelerinde gesitlilik gdzlemlenmektedir. Flavonoitler biyolojik
aktiviteleri acisindan 6zellikle kardiyovaskiiler sistem rahatsizliklari, kronik hastaliklar ve
kanser hastaliginin tedavisinde kullanilmaktadir. Bu kullanimlarinin yaninda flavonoit
yapisindaki bilesikler antimikrobiyal, antioksidan, antiviral, anti-platelet, anti-iskemi, anti-
enflamatuvar, anti-tiimor, antialerjen ve radikal siipiiriicii aktiviteye de sahiptirler. Biyolojik
aktiviteleri ve ¢esitli uygulama alanlarindan dolay1 giin gegtik¢e bu bilesiklere duyulan ilgi
artmaktadir (Hameed vd., 2020; Seo vd., 2011).

Flavonoitlerin sentezi bitkilerde fenilpropanoit yolagi iizerinden gergeklesmektedir.
Biyosentez siireci fenil alaninin fenil alanin liyaz enzimi aracihigiyla sinnamik aside
doniismesi ile baslamaktadir (Seo vd., 2011). Flavonoitler genellikle glikozidik baglarla
seker gruplarina baglanmaktadirlar. Suda ¢oziinen seker gruplari bulunduran glikozit
formlar1, diisiik farmakolojik aktivitelere sahiptir ve gastrointestinal sistemde (GiS) absorbe
edilmeleri zordur. Bu durum flavonoitlerin viicutta biyoyararlaniminin diisiik olmasina
neden olmaktadir (Men vd., 2015). Son zamanlarda yapilan ¢alismalar, ¢ogu flavonoitin
enzimatik bozunma, hidroliz, indirgeme, dehidroksilasyon ve diger tepkimeler yoluyla
bagirsak mikrobiyotas: tarafindan basit fenolik asitlere doniistiiriiliip absorbe edildiginde
biyoyararlaniminin arttigini gostermektedir (Men vd., 2015).

Bagirsak mikrobiyotasi, makromolekiil yapisindaki flavonoitleri O-glikozilasyon ve
C-glikozilasyon yoluyla indirgemekle birlikte flavonoitlerin aglikon kisimlaridaki
aromatik halkay1 parcgalayarak hidroksile edilmis bir floroglukinol formu ve fenilasetat veya
fenilpropiyonat tiretmektedirler (Men vd., 2015).

2.2. Kersetin

Kersetin (3,3’,4°,5,7-pentahidroksiflavon) flavonol yapisinda olan bir flavonoit

tirevidir. Kersetin sar1 renkli olup yapisinda seker grubu igermeyen aglikon formundadir.
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Kersetin’in kimyasal formiilii Sekil 2.2’de yer almaktadir. Sogan kabugu, elma kabugu, turp
yapraklari, karabugday, findik, ¢ay, sarap gibi liriinler basta olmak iizere bir¢ok bitkinin
cicek, meyve ve yaprak gibi kisimlarinda yaygin olarak bulunmaktadir (D'Andrea, 2015;
David vd., 2016; Guo ve Bruno, 2015).

Kimyasal yapisindan dolayi alkolde olduk¢a iyi ¢oziinmektedir. Kersetin dogada daha
cok glikozit formunda bulunmakta olup bu formu rutin ve kersitrin olarak adlandirilmaktadir
(David vd., 2016; Guo ve Bruno, 2015).

Antioksidan,  anti-tim6r,  anti-enflamatuvar,  antihipertansif,  antiobezite,
antikolesterolemik ve vazodilator etkilerinden dolayi biiyiik bir 6neme sahiptir (David vd.,

2016; Guan vd., 2017; Salvamani vd., 2014) .

OH

OH
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OH
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Sekil 2.2. Kersetin kimyasal yapis:

Kersetin’in glikozit konjugati viicuda alindiktan sonra ince bagirsakta S-glikozidaz
ailesinden laktat florizin hidrolaz enzimi tarafindan deglikolizasyon tepkimesi
gerceklesmektedir. Aglikon yapisindaki kersetin’in %65-81'i ince bagirsak epitelinden geger
ve karacigere ulasir, burada bagka biyotransformasyon olaylari goézlenmekte olup
fizikokimyasal ve biyolojik 6zellikleri farkli metabolitler elde edilmektedir (Santangelo vd.,
2019).

Diinya genelinde meyve olarak satisi yapilan narenciye tiirlerinde flavonoit
yapisindaki kersetin yaygin olarak bulunmakla birlikte nutrasétikler ve gida takviyelerinde
de kullanilmaktadir. Ortalama kersetin tiikketiminin ABD, Cin ve Avrupa'da 6-18 mg/giin
araliginda oldugu hesaplanmistir. Avrupa ve ABD piyasasinda sublingual ve sulu ekstreleri
seklinde preparatlarinda bulunan kersetinin 6zellikle farkli birgok hastaligi karst gostermis
oldugu biyolojik aktivitesi, gida takviyesi olarak kullanimini yayginlastirmaktadir. Kersetin
igeren iirlinler 6zellikle kersetin’in gostermis oldugu yiiksek antioksidan etkisinin terapotik

uygulanabilirligi nedeniyle patentlenmistir (Gandhi vd., 2020; Guo ve Bruno, 2015).



2.3. Kersetinin Biyolojik Aktivitesi

Kersetin antioksidan, anti-timor, norolojik, anti-enflamatuvar, antihipertansif,
antiobezite, antikolesterolemik, antiviral, antimikrobiyal, hepatoprotektif, lireme sistemi
koruyucu ve vazodilator etki gibi bir¢ok farmakolojik 6zellige sahip ¢ok yonlii bir bilesiktir
(David vd., 2016; Guan vd., 2017; Maalik vd., 2014; Salvamani vd., 2014).

Kersetin’in gostermis oldugu antidiyabetik etkisinin molekiiler mekanizmasinin
aydinlatilabilmesi i¢in iskelet kasi hiicreleri (L6 miyotiipleri) kullanilmistir. Calismanin
ciktis1 olarak AMPK yolaginmi diizenleyici etki gostererek glikoz alimini iyilestirdigini
gozlenmektedir (Dhanya vd., 2017).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda Kersetin’in glikoz, lipit ve protein
metabolizmalarinda farmakolojik etkileri klinik olarak da kanitlanmaktadir. Rezvan ve
digerleri tarafindan yapilan ¢alismada polikistik over sendromlu kadinlarda kersetin’in (oral
olarak kullanimda 12 hafta boyunca 1 g/giin) hem testosteron hem de luteinize edici hormon
plazma seviyelerini ve ayrica insiilin direncini disiirdiigiinii rapor etmistir (Rezvan vd.,
2017).

Kersetin, antiiilser aktivitesini mide asidi salgilanmasini ve mide hiicrelerinin lipit
peroksidasyonunu engelleyerek gostermektedir. Ayrica Helicobacter pylori’ye bagh
enfeksiyonlar1 inhibe etmekte ve antibakteriyel etki gostermektedir. Ozellikle mide-bagirsak
sisteminde, solunum yolu, idrar ve deride etkili olan hemen hemen tiim bakteri tiirlerine kars1
etki gosterdigi de bilinmektedir (David vd., 2016).

Pfeuffer ve digerleri, ¢alismalarinda kersetin’in (oral olarak kullanimda 8 hafta
boyunca 150 mg/giin) saglikli erkek deneklerde yemek sonrasi triagilgliserol seviyelerini
diistirdiiginii ve HDL-kolesterol konsantrasyonlarint artirdigini gostermislerdir (Pfeuffer
vd., 2013). Yapilan baska bir ¢alismada da Kersetin’in (4 hafta boyunca 500 mg/giin oral
uygulama) saglikli erkek deneklerde plazma firik asit konsantrasyonunu diisiirdiigii rapor
edilmistir (Shi ve Williamson, 2016).

Kersetin igerikli gida takviyelerinin kalp fonksiyonlarinda iyilestirici etkileri
bulunmaktadir. Bu konu ile ilgili olarak Brull ve digerleri, kersetin’in (6 hafta boyunca 150
mg/giin veya 162 mg/giin oral olarak) hipertansiyon hastalarinda giinde iki doz
uygulandiginda giindiiz ve gece sistolik kan basincini 6nemli dlgiide diislirdiiglinii tespit

etmiglerdir (Brull vd., 2015). Denek olarak yiiksek kilolu obez bireylerle yapilan bir



calismada Brull ve digerleri tarafindan yapilan ¢alismaya benzer sekilde Kersetin’in sistolik
kan basincini diigiirdiigii bulunmustur (Santangelo vd., 2019).

Kersetin’in kardiyovaskiiler hastaliklara bagli etkileri azaltmaktadir. Buna etkinin
anti-enflamatuvar aktivite iliskili oldugu bildirilmistir. Bu konuda yapilmis in vitro
calismada sigan arterlerinde kersetin’in vazodilator etki gosterdigi bulunmustur (Larson vd.,
2012; Maalik vd., 2014). Epidemiyolojik veriler de kersetin acisindan zengin bir diyet ile
kardiyovaskiiler problemlerde azalma arasinda pozitif bir iliski bulundugunu géstermistir
(Jan vd., 2010).

Kersetin’in asetilkolinesteraz {izerindeki inhibisyon etkisiyle norodejeneratif
hastaliklara (6rnegin, Alzheimer hastalig1) karsi yararli etkiler gosterdigi bildirilmistir (Choi
vd., 2012). Kersetin’in norolojik aktivitesiyle ilgili yapilan baska bir ¢alismada ise si¢anlarin
beyin striatumundaki néronlarda 6-hidroksidopamin tarafindan indiiklenen oksidatif stresi
azalttig1 gosterilmistir (Haleagrahara vd., 2013). Saglikli P19 néronlar {izerine yapilan bir
calismada, kersetin tedavisinin noron sagkalimini etkilemedigi, ancak hiicre i¢i glutatyon
iceriginde sinir sisteminin ¢alismasini etkileyebilecek bir azalmaya sebep oldugu
gozlenmistir (Jembrek vd., 2012).

Antioksidan etkili bilesikler serbest radikal iiretiminden sorumlu oksidasyon
tepkimelerinin gergeklesmesini engellemektedir. Bu sayede serbest radikal kaynakli
meydana gelen patolojik durumlarin iyilestirilmesini saglamaktadir. Bitkilerde yer alan
flavonoitlerin fenolik yapida olmast bu bilesiklerin anti-enflamatuvar hastaliklarin
tedavisinde giiclii antioksidan 6zellik gostermesinde etkili olmaktadir (David vd., 2016).
Kersetin ile yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalar sonucunda gii¢lii bir antikanser ajan oldugu
bildirilmektedir. Kersetin radikal siipiiriicii ajan olarak gii¢lii bir potansiyele sahip oldugu
icin oksidatif stresin neden oldugu kanseri dnleyebilmektedir. Ayrica tiimdr hiicre hattinda
apoptozu destekleyip metastazi engelleyerek giiclii kemoprotektif etkisi gostermektedir. Bu
etkilere ek olarak kersetin’in intratimdral doksorubisin enjeksiyonu ile kombinasyon
halinde meme tiimorlerinde biiylimeye karsi bagisiklik yanitlarinin artmasiyla sonuglandigi
bildirilmistir (Du vd., 2010; Maalik vd., 2014). Kersetin’in klinik ¢aligmalarda (Faz-1)
tirozin kinaz iizerinde inhibitdr etkisiyle antikanser aktivitesi oldugu goézlemlenmistir
(Maalik vd., 2014).

Ozellikle tez calismasi kapsaminda degerlendirilecek olan anti-enflamatuvar
aktiviteye yonelik caligmalarda kersetin’in enflamasyondan sorumlu olan enzimlerden
siklooksijenaz (COX-1, COX-2) ve lipooksijenazi (LOX) inhibe ederek prostaglandinler ve



l16kotrienler gibi enflamasyonda rol oynayan medyatorlerin olusumunu azaltmakta oldugu
bilinmektedir (David vd., 2016; Xiao vd., 2011). Kersetin’in anti-enflamatuvar etkisiyle
ilgili in vitro preklinik ¢alismalarda, insan hepatositinden tiiretilmis hiicre hattinda CRP, NO
sentaz, COX-2 gibi enflamatuvar mediyatorlerinde Onemli bir seviyede azalma
gozlemlenmektedir (Garcia-Mediavilla vd., 2007). Bu enzimlere ek olarak, ksantin oksidazi
inhibe etme kabiliyetine sahip olan kersetin, iirik asit birikimini 6nleyerek gut hastaliginin
tedavisinde takviye olarak kullanilabilmektedir (Ahmad vd., 2008). In vivo galismada
ratlarda kersetin hem akut hem de kronik enflamasyonu inhibe edip ayrica adjuvant ile
indiiklenen artrite karsi 6nemli antiartritik aktivite gostermektedir (Guardia vd., 2001,
Mamani-Matsuda vd., 2006).

Kersetin ayrica metabolik hastaliklarda gozlemlenen temel enflamatuvar
mediyatdrlerini modiile etme kabiliyeti nedeniyle en 6nemli Citrus L. flavonoiti olarak kabul
edilmektedir (Gandhi vd., 2020).

Kersetin’in anti-enflamatuvar etkisine yonelik yapilmis in vitro, in vivo ve Klinik
caligmalar bulunmaktadir. Enflamasyon yolaginin viicudumuzda meydana gelen birgok
hastalikta etkili olmas1 da yapilan ¢aligmalardaki deney modellerinin c¢esitliliginin bir
gostergesi olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu kapsamda yapilan en giincel ¢aligmalardan

derlenen kersetin’in anti-enflamatuvar aktivite ¢alismalar1 Tablo 2.1°de yer almaktadir.



Tablo 2.1. Kersetin’in anti-enflamatuvar aktivite ¢alismalar:

In vitro deneysel ¢calismalar

Deney modeli Doz Sonuglar Referans
RAW 264.7 50, 100 ve NO konsantrasyonu ve fagositozu U (Tian vd., 2021)
200 uM
Retina pigment epitel  0.01-1000 TNF-a ile indiiklenen ICAM-1 ve MMP-9  (Cheng vd., 2019)
hiicre ARPE-19 M ekspresyonunu U
K562 hiicreleri 84.02 uM COX-2 protein ekspresyonu 4 (Giiran vd., 2019)
NF«p aktivasyonu ve NO inhibisyonunu
RAW 264.7 50, 100 ve IL-6 and TNF-o U (Liu vd., 2018)
200 pmol/L
Enflamatuvar - 12-HHT, TXB2, 12-HETE ve PGE2 (Lesjak vd., 2018)
mediyatorleri enflamatuvar mediyatérleri U
(Enzim)
Caco-2/RBL-2H3 75 WM TNF- a tiretimi ve IL-8 MRNA (Mizuno vd., 2017)
(Ko-kiiltiir sistemi) ekspresyonunu 6nemli dl¢iide blokaji
Dalak hiicresi 3.5-15 IL-4, IL-5ve IL-13 Th-2 U (Oliveira vd., 2015)
pg/mL
T lenfosit 50 ve 100 JAK-STAT yolagindaki IL-12 blokaji (YYang vd., 2015)
ng
Fare makrofajlar 2.5-20 NO, PGEZ2, iNOS, COX-2, (Endale vd., 2013)
RAW 264.7 ng/mL TNF-a, IL-1B, IL-6
Insan mast hiicresi 100 uM NF-kB, IL-8 ve TNF-a inhibisyon (Weng vd., 2012)
LAD2 IL-6 U
Sigan karaciger epitel 15-30 P13K sinyal yolunun aktivasyon ihbisyonu (Lee vd., 2010)
hiicreleri umol/L COX-2 ekspresyonunun inhibisyonu
(RLE)
Fare dendritik >100 ERK, JNK, Akt, and NF-«B inhibisyonu (Huang vd., 2010)
hiicreleri mmol/L ve
mDC <50 mmol/L
15-LOX 100 uM 15-LOX giiglii inhibisyon etki (Lee ve Kim, 2010)
(Enzim) COX-1>COX-2 inhibisyonun
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Tablo 2.1. (Devam) Kersetin’in anti-enflamatuvar aktivite ¢calismalar:

In vitro deneysel ¢calismalar

Deney modeli Doz Sonuclar Referans
Insan mast hiicresi 3 ve 30 uM TNF-q, interldkin IL-1B, IL-6 ve IL-8 U (Park vd., 2008)
HMC-1 NF-xB
Insan mast hiicresi 3-30 uM TNF-o, interldkin IL-1pB, IL-6 ve IL-8 U (Min vd., 2007)
HMC-1 NF-xB U
0.01-100 IL-6, IL-8 salim inhibisyonu (Kempuraj vd.,
Insan mast hiicresi M Tiimor nekroz faktorii -alfa (TNF-o) 2005)
hCBMC inhibisyonu
In vivo deneysel ¢calismalar
Hastalik modeli Uygulama Uygulanma Sonuglar Referans
dozu giinii/
Denek
sayisl
Romatoid artrit 50 mg/kg 60 giin Romatoid artrit ilerlemesinin (Bossolani vd.,
(Sigan) 25 denek onlenmesi 2019)
MC903 ile 30ve90pM  14gin  IFN-y, CCL17,CCL22, TNF-a, (Hou vd., 2019)
indiiklenen atopik 24 denek IL-4velL-6 U
dermatit
(Fare)
Prenatal olarak stresli 10 mg/kg 14 giin IL-1p ve ardindan atesli (Mkhize vd., 2017)
si¢can atesli n6bet 24 denek nobetler
modeli
(Sigan)
Epididimal yag 0.05% diyet 18 hafta NF«B, CD4*/CD8" ve T (Kobori vd., 2016)
dokusu kaynakli 2 yash hiicrelerinde U
obezite erkek denek
(Fare)
Hipertrigliseridemiye 100, 150 ve 9 saat NF-kB, IL-1B, IL-6, TNFa'nin  (Zheng vd., 2016)
bagli akut pankreatit 200 mg/kg 60 denek MRNA ve protein
(Sigan) ekspresyonunu U
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Tablo 2.1. (Devam) Kersetin'in anti-enflamatuvar aktivite ¢alismalar

In vivo deneysel ¢alismalar

Hastalik modeli Uygulama Uygulanma Sonugclar Referans
dozu giinii/
Denek
sayisl1
Blomia tropicalis 30 mg/kg 14 giin IL-4, IL-5ve IL-13 Th-2 § (Oliveira vd.,
kaynakl1 astim 20 denek 2015)
(Fare)
Adjuvant artrit 150 mg/kg 28 giin IL-1B, C-reaktif protein ve (Gardi vd., 2015)
(Sigan) 40 denek  monosit kemotaktik protein-1 U
LOX-15 inhibisyonu
Subaraknoit kanamali 10 ve 50 2 giin Yiiksek doz alan siganlarda (Dong vd., 2014)
deneysel sigan modeli mg/kg 54 denek kaspaz-3 ve beyin 6demi
(Sigan) iyilesmesi
Radrasyon kaynakli 10 ve 40 44 giin IL-1BveIL-6 U (Jung vd., 2012)
immiin sistem mg/kg 36 denek
degisiklikleri
(Fare)
Antioksidan ve 50, 100 ve 7 glin Endojen antioksidan enzimlerin ~ (Liu vd., 2012)
bagisiklik aktivite 150 mg/kg 40 denek aktivitesi ve IL-10
(Sigan) Serbest radikal olusumunun
engellenmesi
Kreatin kinaz, NO, NOS, IL-1,
IL-8 4
Omurilik kompresyon 25 pumol/kg 10 giin Akut omurilik yaralanmasinin (Schiiltke vd.,
yaralanmasi 74 denek ve motor fonksiyonun 2010)
(Sigan) fonksiyonel iyilesmesi
Otoimmiin 10 ve 20 21 giin IL17 ve TNF-a U (Milenkovi¢ vd.,
miyokardit mg/kg 42 denek IL-10 1 2010)
(Sigan)
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Tablo 2.1. (Devam) Kersetin'in anti-enflamatuvar aktivite ¢alismalar

In vivo deneysel ¢alismalar

Hastalik modeli Uygulama Uygulanma Sonuglar Referans
dozu giinii/
Denek
sayis1
Ova kaynakl1 astim 8 ve 16 18-20 giin IL-4, Th2 U (Park vd., 2009)
modeli mg/kg ardisik
(Fare) olarak
24 denek
Alerjik astim 10 mg/kg 21 giin IL-50 (Rogerio vd., 2007)
(Fare) 36 disi
denek
Karragenan kaynakli 10 mg/kg 2 giin Prostanoid sentezi (Morikawa vd.,
enfeksiyon 32 denek  PGE2, TNF-a, RANTES, MIP- 2003)
(Sigan) 2 ve siklooksijenaz-2
iiretiminin modiilasyonu
Klinik ¢alismalar
Hastalik modeli Uygulama Uygulanma Sonuclar Referans
dozu siiresi
Kas hasarindan 1000 mg 14 giin UEksantrik egzersizden (Bazzucchi vd.,

ndromiiskiiler
fonksiyonun iyilesme
etkisi
(16 erkek)

Romatoid Artritli
(50 kadn)

Pre-hipertansiyonu
olan agir1 kilolu ila
obez hastalarda
(70 denek)

500 mg

162 mg

kaynaklanan hasarm biiyiikligii
Ikincil hasarin enflamatuvar
yanitt ile iligkili semptomlarin
ve noromiiskiiler fonksiyon

iyilesmesi hizland1

8 hafta TNF-a U

6 hafta Serum hs-CRP, plazma hs-
TNFa, serum leptin ve serum
adiponektin degerlerinde

anlamli bir degisim bulunmadi

2020)

(Javadi vd., 2017)

(Briill vd., 2017)
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Tablo 2.1. (Devam) Kersetin'in anti-enflamatuvar aktivite ¢alismalar

Klinik ¢alismalar

Hastalik modeli

Uygulama Uygulanma

Sonuglar

Referans

dozu siiresi
Postmenopozal - 12 ay
kadinlarda
tekrarlayan idrar yolu
enfeksiyonu
(145 kadin)
Obez ve agir1 kilolu 1000 mg 10 hafta
kadinlarda anti- kersetin
enflamatuvar (Karigik
transkriptomik flavonoit-
degisiklikler balik yag1
(48 kadin) takviyesi)
Buzagilarmin 10 mg/kg 26 giin
metabolik ve
antioksidatif etki
(28 denek)
Hiperkolesterolemik 50 mg -
Hastalar
(160 denek)
Profesyonel olmayan 500 mg 2 ay
diizenli spor yapanlar
i¢in gida takviyesi
(60 erkek)
Dogustan gelen 500 ve 1000 12 hafta
bagisiklik ve mg
enflamasyon
(120 kadin)
Mitokondriyal 1000 mg 14 giin
Biyogenez
(39 denek)

1 yilin sonunda vajinal dstrojen
tedavisi ile alinan kersetin

onemli Ol¢iide ataklar1 azaltti

Antiviral etki ve enflamasyon
tam kan transkriptomik yanit

uyarilmast

Yeni dogan siit buzagilariin
metabolik ve antioksidatif
durumu iizerinde higbir etki

gozlemlenmedi
Nitrik oksit, C-reaktif protein,

y-glutamiltransferaz ¥

CPR seviyesinde 6nemli

IL-6, TNF-a 6l¢timlerinde

anlamli degisim gozlemlenmedi

C-reaktif protein (CRP) ve
plazma interlokin 6 (IL-6) U
Interldkin 10 (IL-10)

(Torella vd., 2016)

(Cialdella-Kam
vd., 2016)

(Maciej vd., 2016)

(Qureshi vd., 2012)

(Askari vd., 2012)

(Heinz vd., 2010)

(Nieman vd., 2009)

f: Degerlerdeki artis
U: Degerlerdeki azalig
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2.4. Hesperidin

Hesperidin (Hesperetin-7-O-rutinozit) bioz sekeri (ramnoz ve glikoz) ve hesperetin
aglikon yapisindan olusan flavonundur. Gostermis oldugu biyolojik aktivitelerinden dolay1
biyoflavonoit olarak da adlandirilmaktadir. Hesperidin’in kimyasal formiilii Sekil 2.3’te yer
almaktadir. Ilk olarak portakal albedosundan izole edilen hesperidin Citrus meyvelerinde
yaygin olarak, domates ve aromatik bitkilerde de az miktarda bulunmaktadir. Turunggillerde
hesperidin en yiiksek verimle bitkinin ¢igeklenmeden 50 ila 60 giin sonrasinda elde
edilmektedir (Karim vd., 2021; Roohbakhsh vd., 2014).

OH

Ramnoglikozil—0 o =

OH o

Sekil 2.3. Hesperidin kimyasal yapus:

Genel olarak, flavonoitlerin yapisinda seker grubu bulunmasi bagirsaklardan emilimi
arttirmakta ve hidroliz olmaktadir. Karacigerde de metabolizasyonu gergeklesmektedir
(Murota ve Terao, 2003). Flavonoitlerdeki seker gruplarinin varligi, biyoyararlanima etki
eden onemli bir faktordiir. Genellikle yapida glikoz bulunduran flavonoitlerin emiliminde
enzimler veya transport sistemler gérev almaktadir. Bu sekilde emilimleri kolaylagsmaktadir.
Ancak bu mekanizmalar yapisinda rutinoz bulunduran flavonoitler i¢in gecerli degildir.
Yapisinda rutinozit kismi bulundurmasi nedeniyle hesperidinin de sudaki ¢oziiniirliigii az
olup oral alimlarda biyoyararlanimi diisiiktiir (Karim vd., 2021; Li ve Schluesener, 2017;
Tejada vd., 2018). Siganlarda hesperidin’in biyoyararlanimi {izerisine yapilan ¢alismada bu
bilesigin kan dolagiminda maksimum konsantrasyona ulasma siiresi 45 dakika, viicutta
yarilanma omrii ise yaklasik 10 saat olarak bulunmustur (Hu vd., 2015).

Hesperidin oral olarak alindiktan sonra gastrointestinal sistemde ince bagirsaktan
emilimi basit difiizyon ile gergeklesebilmektedir. Bu siirecin devaminda mikroflora
tarafindan hidrolize ugrayan hesperidin hesperetin’e doniismektedir. Bagirsak ve karaciger
hiicrelerinde metabolize edilip glukurono- ve siilfo- ile konjugatlarint olusturmaktadir.

Ayrica kan plazmasinda, idrar ve safrada glukuronitler ve siilfo-glukuronitler halinde
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aglikon yapisinin tekrar dolagim sistemine gecisi miimkiindiir (Karim vd., 2021; Tejada vd.,
2018).

Bagirsak mikroflorasinda yer alan Bifidobacterium pseudocatenulatum bakterisi
rutinozit seker bagii parcalayarak hesperidin’i hidroliz edebilmektedir. Ince bagirsaktan
emilimi gergeklesmeyen hesperidin bu sekilde viicuttan atilimi gerceklesmeden kalin
bagirsaktan geri alimmaktadir. Kolon mikrobiyotasi flavanon yapisindaki halkanin
pargalanmasina yol acarak ferulik ve m-kumarik asitlerin, fenil propiyonik asitin, benzoik
asitlerin, hippurik asit yapilarinin olusmasina neden olmaktadir (Amaretti vd., 2015; Tejada
vd., 2018).

2.5. Hesperidinin Biyolojik Aktiviteleri

Hesperidin’in gliniimiizde farmakolojik kullanimu ile ilgili olarak bir¢ok preklinik ve
klinik ¢alisma bulunmaktadir. Yapilan bu ¢alismalar antioksidan, anti-enflamatuvar, lipit
disiirticii ve insiilin duyarlilik 6zelliklerine sahip oldugunu ve nérolojik bozukluklar,
psikiyatrik bozukluklar, kan basincina etkilerinden dolay1 kardiyovaskiiler hastaliklarda
etkili oldugunu gostermektedir (Li ve Schluesener, 2017; Rangel-Huerta vd., 2015). Bu
aktivitelerinden dolay1 tek veya diger flavonoitlerle kombine formlarda gida takviyesi olarak
kullanimlar1 mevcuttur (Gandhi vd., 2020).

Hesperidin kullanilarak farelerde yapilan ¢alismada fare serum ve karacigerinde glikoz
diizenleyici enzimlerin 0Ozelliklerini  degistirip lipit seviyesini diisiirerek glikoz
metabolizmasini diizenledigi gézlemlenmektedir (Jugran vd., 2021).

Hesperidin’in antidiyabetik aktivitesi ile ilgili yapilan diger calismalarda diyabetin
neden oldugu motor sinir ve duyusal sinir iletim hizindaki azalmay:1 inhibe ettigi
gozlemlenmektedir. Bozulmus sinir iletim hizi duyusal, nosiseptif ve motor tepkileri
etkileyebilmektedir. Bununla birlikte, hesperidin, diyabetik si¢anlarda artan mekanik ve
termal hiperaljeziyi azaltarak duyusal tepkileri normallestirmektedir. Ayrica yiiksek kan
glikozu, total kolestrol (TC) ve serum tiroglobulin (TG) gibi ¢esitli biyokimyasal
parametreleri zayiflatirken; insiilinin plazma konsantrasyonunu arttiripp hemodinamik
degiskenler iizerinde olumlu etkilere sebep olmaktadir. Diyabet ve iliskili kardiyovaskiiler
komplikasyonlarin tedavisinde dnemli bir rol oynamaktadir (Gandhi vd., 2020).

Diyabetik si¢anlara gida takviyesi olarak hesperidin ve naringin kompleksi verildikten
bir siire sonra hepatik glukokinaz ve glikojen degerlerinde artis gozlenirken; glukoz-6-

fosfataz ve fosfoenolpiruvat karboksikinaz (PEPCK) ve hepatik glukoneojenezin azalttig
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bildirilmistir. Bu duruma bagli olarak glisemik indeks degerlerinde iyilesme tespit edilmistir
(Jugran vd., 2021).

Hesperidin ayrica P vitamini olarak da bilinmektedir. Hesperidin yumurtalik kanseri
hiicrelerinde endoplazmik retikulumun stres sinyal yolaklar1 araciligiyla kanserli hiicre
canliligini inhibe edip apoptozu indiikleyerek antikanser aktivite gostermektedir (Tajaldini
ve Asadi, 2020).

Hesperidin’in gostermis oldugu potansiyel anti-enflamatuvar etki ile ilgili in vitro, in
vivo ve klinik ¢aligmalar bulunmaktadir. Bu konuda yapilmis en giincel ¢aligsmalar Tablo
2.2’de yer almaktadir. Yapilan ¢alismalarin cogunlugunda RAW 264.7 hiicrelerinde (fare
makrofaj hiicre hatt1) immiin aktivator olarak Lipopolisakkarit (LPS) kullanilmistir.

Hesperidin, COX-2 ve iNOS aktivitesini doza bagli bir sekilde inhibe ederek
prostaglandin E2 (PGE2) ve nitrojen dioksit (NO2) ortamina salinmasini azaltmaktadir.
Makrofaj hiicrelerinde COX-2 aktivitesinin ve INOS ekspresyonunun/aktivitesinin
zayiflamasi, anti-enflamatuar etkiye yol agabilmektedir (Tejada vd., 2018).

Enflamasyonun kroniklesmesi kardiyovaskiiler/solunum, endokrin, merkezi sinir ve
sindirim sistemleri dahil olmak {izere var olan bir¢ok sistem arasindaki dengeyi bozmaktadir.
Bu siireci kardiyovaskiiler hastaliklar gibi hayati tehdit eden bazi hastaliklar ve cesitli
kanserlerin olusumu takip etmektedir. Enflamasyon siirecinde yiiksek diizeylerde bulunan
sitokinler S-hiicre apoptozunu indiikleyebilmektedir. Ayrica adiposit enflamasyonunu artirip
salg1 disfonksiyona neden olabilmektedir (Agrawal ve Kant, 2014; Tejada vd., 2018) .
Hesperidin, dolagimdaki C-reaktif protein (CRP) ve E-selektin konsantrasyonlarini
azaltirken; bir dizi ¢alisma hesperidin tiiketildikten sonra enflamasyona sebep olan
sitokinlerin [interlokin 6 (IL-6) ve timor nekroz faktorii-a (TNF-a)] diizeylerinin azaldigini
bildirmektedir (Haidari vd., 2015; Lorzadeh vd., 2019).

Citrus meyve suyunun anti-enflamatuvar etkileri ile ilgili olarak yapilmis bir¢ok
calisma bulunurken hesperidin’in bu etkisine yo6nelik yeterince klinik c¢alisma
bulunmamaktadir (Tejada vd., 2018).
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Tablo 2.2. Hesperidin’in anti-enflamatuvar aktive ¢alismalart

In vitro deneysel ¢calismalar

Deney modeli Doz Sonugclar Referans
10, 20, 40 ve NO iiretimini ve pro-enflamatuvar sitokinlerinin (Zheng
RAW 264.7 80 pg/mL inhibisyonu vd., 2021)
0.01ve 0.10 Nosiseptif uyaranla indiiklenen enflamatuar (Livd.,
RAW 264.7 i - inhibi
markg infiltratlarin ve COX-2 ekspresyonunun inhibisyonu, 2021)
LPS
Insan osteoartrit 20 ma/mL Matris metaloproteinaz (MMP)-3, MMP-13, PGE2,  (Fu vd.,
.U mg/m
kondrosit g NF-xB, IL-1B, COX-2 ve nitrik oksit U 2018)
15-LOX, COX - 1 enzimine kars1 zay1f bir inhibisyon
(Lee ve
COX-1, COX-2, (IC50> 100 uM) .
10-100 uM Kim,
NO NO fiiretimi tizerinde zay1f bir inhibisyon COX-2 2010)
(Enzim) enzimi calismasinda etkili bir inhibisyon
HMC-1linsan mast 0.001-0.1 Sitokinler: Interldkin IL-1B, IL-8 (Choi vd.,
hiicresi mg/mL Timér nekroz faktorii-o (TNF-a) 2007)
Prostaglandin E2 (PGE2) U (Sakata
RAW 264,7 10-30 uM
COX-2 protein seviyesinde belirgin bir degisim yok vd., 2003)
. - - i Nizamutdi
insan umbilikal TNF-a kaynakl ;;(sjkz?ll:fl ; :sr:)tem ekspresyon (
iicresi - nova vd.,
ven (ea‘if\t/eé gz)crw >0 M ICAM- 1 iizerinde etkisiz
NF-kB'den bagimsiz mekanizma ilr ger¢ceklesmekte 2008)
Alveolar tip Il
TNF-a, IL-1pB, IL-6 ve MCP-1 U (Yeh vd.,
epitel hiicre 50 uM
) Murine LPS kaynakl akut akciger iltihab1 § 2007)
(A549 hiicresi)
In vivo deneysel ¢alismalar
Uygulanma
Uygulama L
Hastalik modeli dozu giinii/ Sonuglar Referans
Denek sayisi
CRP, MCP-1 seviyeleri, TFN-a ve H
S itaci ong ve
Alzheimer’s hastalig ﬁ?r;ngg? t 90 giin NFip aktivitesi U ,g\n 2818)
(Fare) Intragastri 100 denek Heme oksijenaz-1 ekspresyonu ve ’
seviyeleri 1
Kulak édemi 0.01 ve 0.10 5 giin Nosiseptif uyaranla indiiklenen (Li vd
. " 20 denek enflamatuar infiltratlarin ve COX-2 202 1)' ’
(Fare) mg’kg ene ekspresyonunun inhibisyonu
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Tablo 2.2. (Devam) Hesperidin’in anti-enflamatuvar aktive ¢alismalart

In vivo deneysel ¢calismalar

Uygulanma
Uygulama e
Hastalik modeli dozu giinii/ Sonuglar Referans
Denek sayisi
Niikleer faktor k -B (NF-xB) U
Kalp ve beyin " ] eer aktor a.pp.a (NF-«B)
o Timor nekroz faktori-alfa (TNF-a) U
toksisitesi 100 ve 200 15 giin finterlokin-1 B (IL-1B) ve sistein ~ (Kuzu vd.,
(Sigan) mg/kg 35 denek aspartata 6zgii proteaz-3 (kaspaz-3) 2021)
seviyeleri U
Ulseratif kolit 10, 30 ve 100 ) Kolondaki pro-enflamatuvar (Guazelli
£ " 380 denek sitokinler TNF-a, IL-6, IL-1pB ve IL- vd., 2021)
(Fare) ma/kg ene 33 inhibisyonu B
Dermal eksiizyon Hesperidin: 20 gin (Vabeiryur
yarasi naringin NF-KB ve COX-2 inhibisyonu eilai vd.,
70 denek 2021
(Fare) (1:1; 1:2; 2:1) )
Omurilik yaralanmasi i IL-1 F-
y 100 me/ke 7 glin B, TN al (Heo vd.,
(Sigan) 25 denek Motor fonksiyonlar 2020)

N, N’-dimetilhidrazin
kars1 koruyucu etki
(Sican)

Karaciger iskemisini /
reperflizyon hasar
modeli
(Fare)

Freund'un adjuvant
(CFA) ile indiiklenen
artrit modeli
(Sigan)
Kronik
ongoriilemeyen hafif

stres (CUMYS)
(Sigan)

40, 100 ve 14 gin NF-kB, IL-6, and COX-2 U (Afzal v,

Apatoz belirtecleri (p38-MAPK, p53, 2021
200 mg/kg 30 denek and kaspaz-3) )

3 giin

Li vd.,
100,200 ve g5 erkek TNF-a, IL- 6 and IL- 1B U (
400 mg/kg 2020)
denek
40 ve 80 45 giin Serum interferon gama (IFN-y) (Adefegha
mg/kg 56 denek Interlokin-4 (1L-4) U vd., 2020)
20, 50 ve 100 28 giin Antidepresan etki (Xie vd.,
mg/kg 60 denek IL-1pB, IL-6, TNF-0, Kaspaz-14 2020)
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Tablo 2.2. (Devam) Hesperidin’in anti-enflamatuvar aktive ¢alismalart

In vivo deneysel ¢calismalar

Uygulanma
Hastalik modeli UygUIama giinii/ Sonuclar Referans
ozu
Denek sayis1
Karbon tetrakloriir
(CCl,) kaynakl ak 28 gii (Abd-
aynakli akut un
vy 100 mg/kg s Niikleer faktor kappa-B (NF-KB) U Elhakim
bobrek ve testis hasar1 Haftada 2 kez 72 denek
vd., 2020)
(Sican)
Beyin, yumurtalik ve
uterusta 4-
vinilsiklohekzen 100 ve 200 30 giin o o (Abolaji
] ) mg/kg o Nitrik oksit inhibisyonu
diepoksit kaynakli 60 disi denek vd., 2020)
toksisit
(Sican)
Sodyum arsenite baglt
. 15 giin
nefrotoksisite ve 100 ve 200 (Tiirk vd.,
. mg/kg 35 erkek TNF-a, NF-«B, IL-1p, kaspaz-3 U
hepatotoksisite 2019)
denek
(Sigan)
Kardiyak hipertrofi 28 giin (Bh
ardiyak hipertrofi argava
Y P 200 mg/kg 36 erkek TNF-a ve IL-6 seviyesi J
(Sican) vd., 2019)
denek
Ovalbumin kaynakl
lerjik rinit 22 gi TNF-0. 4 (Kibg vd,
alerjik rini un -0
J 100 mg/kg g 2019)
(Sigan) 30 denek
Bleomisin kaynakli 28 giin NF-xB, IxBo TNF-a, IL-1p ve IL6  (Zhou vd
-kB, IkBa -0, IL-1P ve IL- ou vd.,
pulmoner fibroz 29, 50ve 100 gg grkek o
mg/kg inhibisyonu 2019)
(Sigan) denek
Akut miyokard 14 o TNF-a, IL-1p, IL-6, MCP-1, M d
un eng va.,
infarktiisii 50 ve 100 ¢ ICAM-1, MDA, CAT, SOD ve d
ma/kg 36 denek 2018)
(Fare) kaspaz-3/9 U
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Tablo 2.2. (Devam) Hesperidin’in anti-enflamatuvar aktive ¢alismalart

In vivo deneysel calismalar

Uygulanma
Hastalik modeli UygUIama giinii/ Sonug¢lar Referans
ozu
Denek sayisi
Kolistin kaynakli 7 giin (Haned
anedan
bobrek hasari 300 mg/kg 56 erkek TNF-o0, IL-6 ve IL-1B U 4. 2018)
vd.,
(Sigan) denek
) ) (Wei vd.,
Ovalbumin ile 10 ve 30 25-27 giin Enflamatuvar medyatorler: 2012
indiiklenmis astim mg/kg ovalbumin-spesifik IgE ve Th2 )
(Fare) o sitokin seviyeleri (IL-3, 1L-4, I1L-5,
S0disidenck  GaTA-3 transkripsiyon faktorii) U
STZ indiiklemeli 23 giin _ _ (Bl
diyabet 25, 50/\|/(e100 15 donek Antldfﬁrzsl?n etki Marasy
m ene -
(Sigan) 9gkg vd., 2014)
- . .. Retinal TNF-a, IL-1p, VEGF
STZ indiiklemel 14 ’ ’ ’
indHiiemet 100 ve 200 gun ICAM-1, (Shivd.,
diyabet mg/kg 100 erkek AGEs ve kaspaz-3U 2012)
(Sigan) denek Retina ve Plazma anormalliklerini
onler
Azoksimetan . o
kaynakl1 kolon 25 mg/kg 17 hafta thferasiﬁgéo\i(:g?;i S;fs' NFip, (Saiprasad
karsinojenez 50 denek o ] vd., 2013)
(Fare) Antioksidan etki
Klinik ¢calismalar
Hastalik modeli Uygulama  Uygulanma
dozu . Sonuclar Referans
siiresi
Saglikli bireylerde E-selektin,
kardiyovaskiiler 450 mg/giin 6 hafta Hiicre ici yapisma molekiilii-1, (Salden
biyomarkerleri Vaskiiler hiicre yapisma molekiilii-1 ~ Vd., 2016)
(68 denek) (VCAM-1) U
Alkolden bagimsiz Tiimér nekrog faktiri - (Cheraghp
yagl karaciger 100 mg/giin 12 hafta umor ne "OZ axtoru-a. ve nukieer our vd.,
faktor-«B (NF-xB) U
(50 erkek) 2019)
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Tablo 2.2. (Devam) Hesperidin’in anti-enflamatuvar aktive ¢alismalart

Klinik ¢calismalar
Hastahk Hastahk Hastahk
Hastalik modeli . . Hastahk modeli
modeli modeli modeli

Timor nekroz faktorii alfa (TNF-a),

Tip-2diyabet me/in 6 hafta interldkin 6 (IL-6) ve yiiksek (H:i”\’/zyou
(64 denek) hassasiyetli C-reaktif protein (hs- 201 8.)’
CRP) U
Diyabetli bireyler
. . . Eghtesadi
45 denek 500 mg/ 8 hafta - - (
( ) mg/giin C-reaktif protein (CRP), IL-6 U vdl., 2016)
Miyokardiyal _ o
infarksiyon 600 mg/giin 4 hafta _ E—s.elektm Seviyest U _ (Haidari
Adiponektin ve HDL-C seviyeleri #  vd., 2015)
(75 denek)
) 1,819 gen ekspresyonu
Immiinomodiilasyona 292 mg/giin 4 hafta CCL26, CX3CR1, CXCL17 1t (Perche
(24 erkek) NF«xpIB U vd., 2014)
Metabolik sendromlu CRP, ICAM-1, VCAM-1, E-selektin i
500 mg/giin 3 hafta (Rizza vd.,
(24 denek) ) 2011)

ft: Degerlerdeki artig
U: Degerlerdeki azalig

2.6. Kersetin ve Hesperidinin Biyosentez Yolag

Kersetin ve hesperidin’in biyosentezi malonil-CoA ile baslayan karbohidrat
metabolizma yolaginda gegeklesmektedir. Bu biyosentez siireci Sekil 2.4’te yer almaktadir.
Kumaroil-CoA ve 3-malonil CoA bilesiklerinin kalkon sentaz enzimi ile tepkimeye girmesi
sonucunda stabil olmayan, sar1 renkli naringenin kalkonunu olusturmaktadir. Bu bilesik
kalkon izomeraz enzimi yardimiyla stabil siklik naringenin flavanona donilismektedir.
Naringenin flavanon-34-hidroksilaz enzimi tarafindan hidroksilasyona ugrayip eriodiktiyol
flavanonu olusmaktadir. Bu biyosentez basamagmdan sonra kersetin ve hesperidin’in

doniisiim yolaklar1 ayrilmaktadir.

Kersetinin sentezlenmesinde eriodiktiyol flavanon-3g-hidroksilaz (FTH) enzimi

tarafindan 3-OH konumundan hidrolize edilmektedir. Bu sekilde elde edilen
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dihidroksikersetin flavonol sentaz enziminin etkisi ile aglikon yapisindaki kersetin’e
doniismektedir (Mateus vd., 2018; Sharma vd., 2018).

Hesperidin’in  sentezlenmesi i¢in eriodiktiyol 4'-O-metiltransferaz enziminin
yardimiyla hesperetin’e dontismektedir. Hesperetin, 7-O-glukosiltransferaz C-7 konumunda
glikozile edilerek glikoz baglanarak hesperetin-7-O-glikoz olusmaktadir. Yapisinda iki
seker grubu olarak glikoz ve ramnoz tasiyan hesperedin’i elde etmek igin 1,2-
ramnoziltransferaz enzimi tarafindan glukozil kismmin 2°-OH grubuna ramnoz
baglanmaktadir (Balasundram vd., 2006; Karim vd., 2021, Patel, 2018).

H H
e ——— N OH ’l‘OH
) T | |
N _71_{(3umar011—Cf)é __-7 Kalkonsentaz HO. -~ OH ‘% 7 Kalkon izomeraz HO. o~ f()j Ry
e ‘~ ‘ ‘( -~ Naringenin
_ 3-Malonil-CoA > [ 1
~— OH O OH _O
OH Flavanon-3f4

N o hidroksilaz
& OH (FHT) oy

_].C
HO” \/J-‘\)/O O @ 0. f{,,,l\ _OH
HO oH C\’ HO O HO -~ O . [-r-;.‘ I

Flavanon-7-0- 4-metoksi

OH O ikozi
liozil Q% } Eriodiktiyol
transferaz T T
OH O
1,2-Ramnozil Hesperetin OH O
transferaz
OH rur ©OH
OH L on \__OH

- e
Ramnoglikozil I “SoH

OH O
OH O

Dihidrokersetin
OH O Kersetin

~ ’,5':'*-.\‘,-" OH

o HO. _~_ 0O L ‘[ HO\ g O v ‘
O\Ei:g N ) ‘ ] ) ”\ Flavonol sentaz |

Hesperidin

Sekil 2.4. Kersetin ve hesperidin’in biyosentez yolag: (Karim vd., 2021)

2.7. Mikrobiyal Transformasyon

Mikrobiyal transformasyon, farmakolojik etkilere sahip bilesiklerin etkinligini
arttirmak ya da in vivo sartlarda canli organizmalar agisindan zararli olarak kabul edilen
bilesiklerin enzimler yardimiyla zararsiz (detoksifikasyon) hale getirmek amaciyla
mikroorganizmalar veya izole enzimlerin katalizorliigiinde gergeklesen dogal kimyasal
tepkimelerdir. Mikrobiyal transformasyon, genis bir gesitlilige sahip biyoteknolojik
tepkimeler olup en 6nemli 6zelliklerinden birisi sentetik olarak gergeklestirilmesi oldukga
zor olan tepkimelere de olanak saglamasidir (Mutafova vd., 2016; Zafar vd., 2016). Bu
sekilde kimyasal yapilart modifiye edilen dogal tirtinden daha giiclii biyolojik aktivitelere ve
fizikokimyasal 6zelliklere sahip yeni biyoaktif bilesiklerin eldesi hedeflenmektedir (Cano-
Flores vd., 2020).
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Mikrobiyal transformasyon, daha yiiksek stereo- ve regioselektif ozelligi ve ayni
zamanda enantiospesifik olmasindan dolay1 biiyiik 6neme sahiptir. Rasemik karigimlardan
kiral metabolitlerin iiretimine izin verdigi i¢in kimyasal sentez yontemlerine gore daha
avantajlidir. Mikrobiyal transformasyon deneylerinin ger¢ceklesme kosullart Kimyasal sentez
yontemlerindeki ekstra islem basamaklarina gerek olmaksizin tepkimeler tek seferde
gerceklesmektedir.

Kullanilan mikroorganizmalarin hizli biiytimesi, kiltir alinma kolayligi, uygun
genetik manipiilasyonlar yapabilmesi gibi avantajlar1 bulunmaktadir. Mikroorganizmalarin
hizli biiyiimesi ve preperatif olgekli tiretim kolaylig1 gibi avantajlar1 sebebiyle endiistriyel
tiretiminde mikrobiyal yontemler tercih edilmektedir. Cevresel olarak daha gilivenli bir
teknoloji olan mikrobiyal liretim siire¢leri ve atik seviyesini de etkin bir sekilde azaltilmasina
olanak saglamaktadir. Mikrobiyal doniisiimler siire¢ sonunda atiklarin iyilestirilmesi ve
uzaklagtirllmasindan ziyade, atik olusumunun ortadan kaldirilmasindan dolay1 ‘Green
Teknoloji’ olarak nitelendirilmektedir. Bu ¢alismalarin diger avantajli yonleri;

e Basit, kolay ve diisiik maliyetle hazirlanabilir olmast,

e (ok sayida sus ile ¢alisilmanin kolay ve tekrarlanabilir olmast,

e Elde edilen ¢ok sayida metabolitin daha kolay tespit edilip izolasyon ve yapisal
tanimlamaya uygun olmasi,

e Dogada var olmayan yeni metabolitlerin izole edilebilmesi,

e Birgok adimi igeren sentetik tepkimeler i¢in uygun olmast,

e Aratepkimelere gerek kalmadan gergeklesmesi,

e Siire¢ sonucunda elde edilen metabolit verimin yiiksek olmast,

e Kemo-, regio- ve stereospesifikligin gerekli oldugu tepkime kosullarinda
kullanilabilir olmasi,

e Mikroorganizmalarin stok kiiltlirlerinin bakiminin, hiicre ya da doku kiiltiirlerinin
veya laboratuvar hayvanlarinin bakimindan daha basit ve ucuz olmasi,

e Biiyiik 6l¢ekli kurulumlari ve manipiilasyonlarinin kolay olmasi,

e Toksik kimyasallarin kullaniminin azaltilmasi ve iriin eldesinde segicilige olanak
saglamasi,

e Giivenilir ve tekrarlanabilir olmasidir (Berger, 2007; Cano-Flores vd., 2020; Choi
vd., 2015; Faber, 2011; Smitha vd., 2017; Telefoncu, 2010).

Mikroorganizmalar, biyokimyasal olarak birbirinden oldukg¢a farkli doéniisiimler
gosterebilmektedir. Mikrobiyal transformasyonda kullanilan dogal iirlinler {izerinde ¢esitli
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mikroorganizmalarin  hiicreleri tarafindan yiikseltgenme, indirgenme, oksidasyon,
hidroksilasyon, dekarboksillasyon, izomerlesme, fosforilleme, C-C baglarinin koparilmasi,
esterlestirme, metilasyon, demetilasyon, izomerizasyon, hidroliz, glikozilasyon ve
hidrojenasyon gibi tepkimelerin gergeklestigirildigi bilinmektedir. Kiiltiirler bu tepkimeler
sirasinda oldukga farkli gevresel kosullara ¢ok c¢abuk adaptasyon saglayabilmektedirler
(Cano-Flores vd., 2020; Faber, 2011; Schrewe vd., 2013; Telefoncu, 2010). Aspergillus ve
Bacillus cinslerinin de iginde bulundugu birgok mikroorganizma ile mikrobiyal
transformasyon gerceklesmektedir.

Mikrobiyal transformasyon c¢alismalari tiim hiicreler ile yapilabilecegi gibi
mikroorganizmalardan izole edilen enzim sistemleriyle de gerceklestirilebilmektedir. Izole
edilmis enzim sistemleri ile yapilan calismalar daha spesifik ve yiiksek verimle
gerceklesebilmektedir (Brenna vd., 2011; Cano-Flores vd., 2020).

Gida, ila¢ ve koku alanlarinda yapilan mikrobiyal transformasyon g¢aligmalart giin
gectikce artis gostermektedir. Bu caligmalara ek olarak endiistriyel atik maddelerin geri
kazanilmasi gibi alanlarda da gelismeler bulunmaktadir (Rajaguru vd., 2000). Funguslar
dogal friinlerin katalizlenmesinde ticari ve endiistriyel agidan fermente igeceklerin,
yiyeceklerin, biyolojik aktivitesi olan bilesiklerin, c¢oziiclilerin, organik asitlerin,
polisakkaritlerin, antibiyotiklerin vb. iirlinlerin iiretiminde 6nemli bir rol oynamaktadirlar.

Endiistriyel 6l¢ekteki ¢alismalarda Zygomycota mantarlarindan Mucor ve Rhizopus
cinsleri yaygin olarak kullanilmaktadir. Rhizopus sitrik asit liretiminde tercih edilirken
Mucor ise yiiksek miktarda lipaz enzimi igerdigi igin ¢ok cesitli kimyasal bilesiklerin
hidroksilasyon tepkimesini katalizlenmesinde kullanilmaktadir (Cano-Flores vd., 2020;
Parra vd., 2009; Pollard ve Woodley, 2007; Straathof vd., 2002).

Mikrobiyal transformasyon ile aglikon yapilarindaki bilesiklerin suda ¢oziinme ve
biyoyararlanim problemine yonelik ¢aligmalar da bulunmaktadir. Bu ¢aligmalara Beauveria
ve Absidia suslari ile prenilflavonoitleri ve diger flavonoitlerin biyotransformasyonu 6rnek
gosterilebilir (Cao vd., 2015).

Polifenolik yapidaki flavonoitler mikrobiyal transformasyonla dogada var olmayan
yeni metabolitlerin iiretilmesini sagladigi i¢in biiyiik 6neme sahiptir (Cano-Flores vd.,
2020). Flavonoitler kuvvetli biyolojik aktivite gostermelerine ragmen ¢oziintirliik problemi
ve Kkararsiz yapilarindan dolay1 dozaj formiilasyonlari igin sorun teskil etmektedir. Ayni
zamanda flavonoitlerin dahilen kullanimlarinda ise biyoyararlanimlari oldukga diistiktiir.

Flavonoitlerle ilgili karsilasilan bu problemlere karsi enzimatik, kimyasal veya
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kemoenzimatik modifikasyon yontemleri kullanilabilmektedir. Bu sekilde secici olarak
dontigim gergeklestigi icin verim de yiksek olmaktadir. Bunlara ek olarak
biyotransformasyon enantiyomerik iriinler iiretme ve nétral pH, ortam sicakliklar1 ve
atmosferik basinglarda calisma imkani saglamasi bakimindan da avantaj sunmaktadir.
Biyotransformasyon sonucu elde edilen iiriinlerin olusumunda ve veriminde kullanilan
dontisiim ortami ve flavonoitin yapisi gibi faktorler etkili olmaktadir (Wang vd., 2010).

Flavonoitlerle ilgili giliniimiize kadar yapilan mikrobiyal transformasyon
calismalarinda genellikle deneysel siirecte mikroorganizmalar sivi besiyerinde bilyiitiilen
hiicre siispansiyonlar1 seklinde hazirlanmistir. Elde edilen metabolitler, C-18 veya kiral
kolonlar kullanilarak Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi (YBSK) ile analiz edilmektedir.
Bu metabolitler kromatografik yontemlerle izole edilmis metabolitlerin yapilarinin
aydinlatilabilmesi i¢in de spektroskopik yontemlerden genellikle NMR ve Kkiitle
spektroskopisinden yararlanilmaktadir (Seo vd., 2011).

Flavanonlarin mikrobiyal transformasyonunda kullanilan Absidia, Aspergillus,
Penicillium ve Streptomyces mikroorganizmalari, flavanon yapisinda hidroksilasyon, halka
acilmas1 ve dehidrolasyon tepkimeleri meydana getirerek g¢esitli metabolitlerin elde
edilmesini saglamaktadir (Seo vd., 2011). Cunninghamella da doniisiim ¢alismalarinda
Penicillium ve Aspergillus kadar yaygin kullanilmakta olup yiiksek verimlerle metabolit
olusumunu saglamaktadir (Asha ve Vidyavathi, 2009). Mikrobiyal transformasyon
sirasindaki flavonoit yapilarinda gozlemlenen genel doniistim tepkimeleri, hidroksilasyon,
dehidroksilasyon, O-metilasyon, O-demetilasyon, glikozilasyon, deglikozilasyon,
dehidrojenasyon, hidrojenasyon, benzo-y-piron yapisinin C halkasinda agilma, siklizasyon
ve karbonil indirgenmesidir (Cano-Flores vd., 2020).

Gastrointestinal ~ sistem  mikrobiyotasinda  yiiksek = miktarlarda  bakteri
bulundurmaktadir. Bu bakteriler 10¥/mL-10"/mL oraninda ince bagirsakta bulunurken 10
10%?/g kalin bagirsakta yer almaktadir (Santangelo vd., 2019). Bir insan kolonunda 400'den
fazla bakteri tiirli bulunmaktadir. Bunlarin biiyiik bir ¢ogunlugunu sporsuz anaerobik
bakteriler olusturmaktadir (Santangelo vd., 2019). Bu bakteriler sirasiyla Bacteroides
(Gram-negatif, cubuk formu), Eubacterium (Gram-pozitif, cubuk formu) ve Bifidobacterium
(Gram-pozitif, ¢ubuk formu), Bacteroidetes, Firmicutes ve Actinobacteria phyla’dir
(Santangelo vd., 2019). Escherichia coli (Gram-negatif, ¢ubuk formu) bakterisine de

bagirsaklarda az miktarlarda rastlanmaktadir (Santangelo vd., 2019).
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Bagirsak florasinda yer alan bu mikroorganizmalar, viicuda alinan fitokimyasal ve
diger gida triinlerinin igerigindeki bilesikKlerin halka ag¢ilmasi, redoks tepkimeleri,
deglikalizasyon, demetilasyon ve dehidroksilasyon gibi mikrobiyal biyokatalitik siireclerin
gerceklesmesinden sorumludur (Gong vd., 2020, Singh vd., 2020). Bu tepkimeler sayesinde
bilesiklerin bagirsaktan absorpsiyonunda ve biyoyararlaniminda artis gozlenmektedir
(Selma vd., 2017).

Bagirsak mikrobiyotasinda oncelikle a-ramnozidaz, f-glikuronidaz, s-glikozidaz, S-
galaktozidaz, nitrorediiktaz, azorediiktaz, 7-a-hidroksilaz, proteaz enzimleri iretilmekte
olup bilesiklerin doniistimlerinden bu enzimler sorumludur (Gong vd., 2020).

Ozellikle flavonoitlerin glikozidazyonu ile seker gruplari ayrilmaktadir. Bu durum
bilesigin daha hidrofobik hale gelmesine ve molekiil agirliginin diisiik olmasi nedeniyle pasif
difizyonun artis1 ile bagirsak limeninden kolayca sistemik dolasima gecisine olanak
saglamaktadirlar (Singh vd., 2020). Bacteroides sp., Streptococcus sp. ve Clostridium sp.
suglar1 flavonoitlerden kersetin, kaempferol, naringenin, izoflavonlar ve katesin bilesiklerin
indirgenme tepkimelerden sorumludur (Singh vd., 2020).

Tez ¢alismasinda kullanilan kersetin ve hesperidin flavonoit yapisindaki bilesiklerdir.
Bu bilesikler ile ilgili olarak literatiirde baz1 ¢alismalar bulunmaktadir.

Kersetin’le yapilan mikrobiyal transformasyon calismalari farkli yontem ve
materyaller kullanilarak gerceklestirilmistir. kersetin’in Eucalyptus perfiniana bitki hiicre
kiiltiirii ortam (Kasai vd., 2007), in vitro olarak olusturulmus yapay GIS sistem (Khairallah
vd., 2018) ve fungustan izole edilmis enzim sistemleri kullanilarak doniisiim tepkimeleri
gerceklestirilmistir (Guan vd., 2017).

Kersetin’in GIS mikrobiyotasinda gerceklesen doniistiiriilen tepkimeleri sonucunda
homoprokatesik asit olarak da bilinen 3,4-dihidroksifenilasetik asit, 3-(3-hidroksifenil)
propiyonik asit, 3,4-dihidroksibenzoik asit ve 4-hidroksibenzoik asit doniisiim metabolitleri
gbzlenmistir. Bu doniistimlerden sorumlu suslar Bacteroides fragilis, Clostridium
perfringens, Eubacterium ramulus, Streptococcus S-2, Lactobacillus L-2, Bifidobacterium
B-9 ve Bacteroides JY-6’dir (Santangelo vd., 2019). Mikrobiyal transformasyonda
kersetin’in substrat olarak kullanildigi ¢aligmalar Tablo 2.3’te derlenmistir. Sekil 2.5’te ise

kersetin’in metabolitlerinin molekiil formiilleri yer almaktadir.
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Tablo 2.3. Kersetin’in mikrobiyal transformasyon ¢alismalari

Substrat Katalizér Metabolit Referans
Kersetin Rhizobium loti Floroglisinol (Rao vd., 1991)
NZP2042 Protokatesik asit
Bradyrhizobium sp. (Lotus)
Kersetin Gliocladium deliquescens 2-Protokatesol-florogusinol (Xu vd., 2017)
NRRL 1086 karboksilik asit
2,4,6-Trihidroksibenzoik asit
Protokatesik asit
Kersetin Cunninghamella elegans Kersetin 3-O-f-D-glukopiranozit (Zivd., 2011)
ATCC 9245 Kaempferol 3-O-4-D-
glukopiranozit
izoramnetin 3-O-$-D-
glukopiranozit
Kersetin Bacillus cereus Protokatesik asit (Rao ve
[zokersitrin Weisner, 1981)
Kersetin Bagirsak mikrobiyotasi Protokatesik asit (Santangelo vd.,
Bacteroides fragilis 3- (3-Hidroksifenil) propiyonik asit  2019)
Clostridium perfringens 3,4-Dihidroksibenzoik asit
Eubacterium ramulus 4-Hidroksibenzoik asit
Kersetin Streptomyces rimosus subsp.  Kersetin-7-O-3-4"-deoksi-hekza-4"-  (Ma vd., 2013)

rimosus ATCC 10970

enopiranozit tironik asit
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4-Hidroksibenzoik  izoramnetin 3-O-f-D- glukopiranozit
asit
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Kaempferol 3-O-p-D- glukopiranozit Protokatesik asit Kersetin 3-O-B-D-glukopiranozit
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(0]
HO OH :©\/U\
HO OH
3-(3-Hidroksifenil) propiyonik asit 3,4-Dihidroksibenzoik asit

Sekil 2.5. Kersetin metabolitleri

Hesperidin mikrobiyal transformasyon ¢aligmalar1 da literatiirde yer almaktadir. Bu

calismalarda Hesperidin’den daha etkili ve biyoyararlanimi daha yiiksek yeni bir dogal iiriin

eldesi amaglanmustir. Bu kapsamda funguslar, funguslardan izole enzimler veya gen transfer

yontemleri ile gerceklestirilen biyoteknolojik yontemler kullanilmistir (Ferreira vd., 2013;

Shen vd., 2010). izole hesperidin ya da daha ¢ok narenciye kabuk ekstrelerinde bulunan

hesperidin’in funguslardan izole enzimlerle hangi miktarda hesperetin’e doniistiigii ve

verimleri arastirilmistir (Madeira ve Macedo, 2015; Minig vd., 2011; Pifiuel vd., 2013).

Mikrobiyal transformasyon igin tercih edilen bir diger yontem de insan deneklerine
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hesperidin verilerek feges yoluyla donistimlerin analizidir (Amaretti vd., 2015). Bu
caligmalarin disinda hesperetin’in farkli seker gruplar ile yapmis olduklart konjugatlarin
Ipomoea batatas (L.) Lam. ve Eucalyptus perriniana F.Muell. ex Rodway iki farkli bitki
hiicre kiiltiirii igerisinde hesperetin yapisina doniisiimleri arastirilmistir (Shimoda vd., 2008).

Literatiirde hesperidin’in mikrobiyal transformasyonunda kullanilan
mikroorganizmalar, substratlar, elde edilen metabolitler ve aktivite ¢calismalar1 Tablo 2.4’te
sunulmustur. Yapilan bu c¢alismalarda yapi tayini i¢in c¢ogunlukla YBSK yontemi
kullanmilmistir. Metabolit izolasyonu ve yap1 tayini disinda tanimli bilesiklerin
miktarlarindaki degisimler ve bunlarin biyolojik aktiviteleri arastirilmistir. Sekil 2.6°da ise

hesperidin’in metabolitlerinin molekiil formiilleri yer almaktadir.

Tablo 2.4. Hesperidin mikrobiyal transformasyon tepkimeleri

Substrat Katalizor Metabolit Aktiviteler Referans

Brezilya Paecilomyces variotii Hesperetin Total fenol, DPPH, (Nakajima

Narenciye ORAC, hiicre kiiltiirii vd., 2016)
kabuk ekstresi (Yag dokusunda

lipoksijenaz igin)

Brezilya Paecilomyces variotii Hesperetin DPPH, ORAC (Madeira
narenciye kabuk vd., 2014)
ekstresi
Brezilya Paecilomyces variotii Hesperetin MTT (Nakajima
narenciye kabuk Anti-enflamatuvar vd., 2017)
ekstresi
Hesperidin 1.Aspergillus terreus Hesperetin - (Dodda vd.,
(NCIM 657) 2012)

2.A. flavus (MTCC 1783)
3. A. ochraceus (NCIM 1140)
4.Cunninghamella elegans
(NCIM 689)

5.C. blakesleeana
(MTCC 3729)

6.C. echinulata(MTCC 4279)
7.Rhizopus stolonifer
(NCIM 880)
8.Gliocladium roseum
(NCIM 1064)
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Tablo 2.4. (Devam) Hesperidin mikrabiyal transformasyon tepkimeleri

Substrat Katalizor Metabolit Aktiviteler Referans
Naringin Streptomyces griseus Naringenin-7-O- - (Wang vd.,
Hesperidin (ATCC 13273) glikozit 2005)
Baicalin Naringenin
Luteolin Hesperetin
Baicalein
Baicalein-6-metil
eter Krisoeriol
Hesperidin Bifdobacterium longum (3-(3'-Hidroksi4'- - (Pereira-
Hesperitin (RO175) metoksifenil)- Caro vd.,
Lactobacillus rhamnosus propiyonik asit 2018)
subsp. Rhamnosus 3-(3',4"-
(NCTC 10302) Dihidroksifenil)
propiyonik asit
3-(3'-Hidroksifenil)-
propiyonik asit
3-Fenil-propiyonik
asit
Hesperidin Rhodotorula glutinis Kartamidin - (Sordon vd.,
(AM242) Izokartamidin 2016)
R. glutinis (KCh735)
R. rubra (AM4)
R. rubra (AM82)

Citrus sinensis Mikrobiyotadan izole Pichia Hesperetin-7-O- Toplam fenol miktari (Escudero-
L. var. Navel Kluyveri glikoz Askorbik asit miktari Lopez vd.,
late (Huelva, Hesperetin DPPH, FRAP, ORAC, 2016)

Ispanya) meyve TEAC

suyu

Citrus sinensis Mikrobiyotadan izole Pichia Hesperetin Toplam fenol miktari (Escudero-
L. var. Navel Kluyveri Askorbik asit miktari Lopez vd.,
late (Huelva, DPPH, FRAP, ORAC, 2013)

Ispanya) meyve TEAC

suyu
Hesperidin Insan feces florasi Hesperetin Anti-enflamatuvar, (Kim vd.,
Antioksidan, 1998)
Antibakteriyal,
Antikanser
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Sekil 2.6. Hesperidin metabolitleri

2.8. Enzimatik Transformasyon

Enzimler, canli organizmalar tarafindan iiretilen ve tiim yasamsal siire¢leri i¢in gerekli
olan, metabolik biyokimyasal tepkimeleri katalize etmek i¢in kullanilan protein yapisindaki
bilesiklerdir. Enzimatik transformasyon ise enzimlerin katalizor olarak kullanildig:
tepkimelerdir. Bu calismalar sentetik islemlerdeki kimyasal katalizorlerin yerine, dogal
katalizér olarak enzimler tercih edilmektedir (Novozymes, 2021; Yamada ve Shimizu,
1988).

Enzimler, dar bir pH ve sicaklik arali§inda, uygun ortam kosullarinda, katalizor etkileri

sayesinde ¢cok daha hizli bir sekilde tepkimenin ger¢eklesmesini saglayan protein yapilardir.
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Enzimin yapisina baglh olarak iyonik ¢oziiciilerde veya organik deney ortaminda tepkimeler
gerceklesmektedir. Laboratuvar c¢alismalarinda deney ortaminda enzimin yapisi etkili
olurken; basit apareylerle ve daha kolay uygulanabilir prosediirler kullanilmaktadir. Ayrica
kullanilan bazi enzimlerin yardimci ¢oziiciilere daha iyi tolerans gosterebilmesi suda
¢ozinlrligi disiik olan bilesikler i¢in avantaj saglamaktadir (Yamada ve Shimizu, 1988).

Tepkime ortaminin optimum sartlarinin saglanmasinin daha kolay olmasi, yan tiriinler
olmadan yiiksek verimde metabolit tiretilebilmesi enzimatik transformasyonun kimyasal
tepkimelere karsi Onemli avantajlarindandir. Uygulanan transformasyon yontemleri,
biyolojik aktivitesi olan bilesiklerin iiretiminde yenilik ve siirdiiriilebilirlik agisindan da
avantajlidir (Novozymes, 2021; Xanthakis vd., 2010). Yapilan g¢alismalar sonucunda
enzimatik transformasyon bir¢ok alanda giderek daha 6énemli bir yontem haline gelmekte
olup endiistriyel 6lgekte de proseslerin gelistirilmesine imkan tanimaktadir. Bu ¢aligmalara
verilebilecek en giizel drneklerden birisi penisilinin tiretimidir (Yamada ve Shimizu, 1988).

Enzimlerin katalizor olarak kullanimi, kimya endiistrisinde koklii bir teknolojidir.
Katalizor olan enzim bir tepkimenin aktivasyon enerjisini (Ea) diisiirerek ¢alisir, boylece
tepkime hizim1 onemli Ol¢iide artirir. Sonug olarak metabolitler daha hizli olusur ve
tepkimeler daha hizli denge durumuna gelir. Tiim katalizorlerde oldugu gibi, enzimler
katalize ettikleri tepkimeler tarafindan tiiketilmezler ve tepkimelerin dengesini
degistirmezler. Bununla birlikte enzimler, substratlar1 i¢in oldukga spesifik olmalari
bakimindan diger katalizorlerden farklidir (Novozymes, 2021).

Biyotransformasyon  calismalarinda  enzimlerin  diger  avantajlari,  tekli
stereoizomerlerin iiretiminde yiiksek secicilige sahip olmasi, daha az tepkime ara basamagi
icermesi, yeniden isleme ve saflastirma adimlarina sahip olmasi, daha kolay metabolit
izolasyonu gergeklestirilebilmesi, diisiik maliyetli olusu ve daha az ¢evre Kkirliligi
olusturmasidir (Novozymes, 2021).

Flavonoitlerin enzimatik transformasyon c¢alismalarinda enzimlerin konsantrasyonu,
enzimin bulundugu sinif, flavonitlerin yapisi, optimum sartlar (sicaklik, substrat ve ¢oziicii)
etkili olmaktadir. Bu duruma ek olarak enzim immobilizasyonunda son yillarda ¢ok giiclii
cihazlarla enzim stabilizasyonu ve susuz ortamda regioselektif etkili enzim modifikasyonlari
sayesinde maliyet diistiriilmiistiir (Viskupi¢ova vd., 2009).

Enzimatik transformasyon enzimlerin elde edilmesinin kolay olmasi, diisiik maliyetli
olusu, farkli yapidaki birgok bilesik ile tepkime verebilmesi, kofaktore gerek olmaksizin

substratin ~ yapisinin  degistirilerek  fizikokimyasal ~ve  biyolojik  6zelliklerinin
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iyilestirilebilmesi gibi 6zelliklerinden dolayr laboratuvar ve endiistriyel ¢aligmalarda ilgi
gormektedir (Wang vd., 2010). 1980 ve 1990’11 yillarda enzim miihendisliginin gelismesiyle
endiistriyel ¢capta farmasotik ve 1yi kimya uygulamalarina gore yapisal olarak oldukca farkli
metabolitler elde edilmeye baglanmistir (Cano-Flores vd., 2020; Choi vd., 2015).
Endiistriyel ¢apta enzim pazarinin %90’dan fazlasini hidrolitik enzimler olusturmaktadir.
Hidrolitik enzimler en ¢ok deterjan, yem, seker iiretimi, biyoetanol, yiyecek ve icecek
endiistrilerinde kullanilmaktadir. Hidrolaz sinifinin alt grubunda yer alan lipazlar, proteazlar
ve glikozidazlar gibi hidrolitik enzimler, %90'n {izerinde pazar payiyla en 6nemli ticari
enzimler olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Blamey vd., 2017). Endiistride kullanilan enzimlerin
izole edildikleri mikroorganizmalar ve bazi kullanim alanlar1 Tablo 2.5’te verilmektedir (de
Carvalho, 2011; Patel, 2018; Solano vd., 2012).

Tablo 2.5. Endiistride kullamilan enzimler, izole edildigi mikroorganizmalar ve kullamim alanlari (Cano-

Flores vd., 2020)

Mikrobiyal Enzimler Mikroorganizma Kullamim Alani

Pisirme, demleme, nisasta sivilagtirma
Meyve suyunun aritilmasi Tekstil
enddistrisi

Kagit endiistrisi

) Bacillus amyloliquefaciens
a-Amilaz B. stearothermophilus
B. licheniformis

Aspergillus niger Bira tiretiminde
Glikoamilaz A. awamori Konsantre glikoz ve friiktoz suruplari
Rhizopus oryzae

Proteazlar A. usami -

Insanlarm laktoz intoleransinin
Laktaz Kluyveromyces lactis azaltilmasinda
(p-Glikozidaz) K. fragilis Prebiyotik gidalarda

Candida antarctica Peynirin tadini iyilestirmek

C. cylindraceae Ay30 Tibbi uygulamalar
Kozmetiklerde

Biyosensor olarak kullanimi
Pseudomonas sp. Biyodegredasyonda kullanimi

Lipaz Helvina lanuginosa

Geotrichum candidum

Fosfolipaz Fusarium oxysporum Peynirin tadin iyilestirmek
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Tablo 2.5. (Devam) Endiistride kullanilan enzimler, izole edildigi mikroorganizmalar ve kullanim

alanlari (Cano-Flores vd., 2020)

Mikrobiyal Enzimler Mikroorganizma Kullanim Alan
Funalia trogii ) o )
) ] ) ) Saraptan polifenolik bilesenlerin
Lakkaz Bacillus licheniformis uzaklastirilmast
Bacillus vallismortis
A. niger
Pektinaz A. wentii Meyve suyunun aritilmast
Rhizopus sp.
. ] . . Meyve suyunun koku ve tadinin
Esteraz Bacillus licheniformis iyilestirilmesi

Streptomyces sp.
Meyve suyunun aritilmasi

Ksilanazlar Bacillus sp. Biranin kalitesinin arttirilmasi
Pseudomonas sp.

A. niger
Glikoz oksidaz Penicillium glaucum . )
) Yiyeceklerin raf dmriinii uzatmak
P. adametzzi
A. niger
Katalaz Metarhizium anisopliae Yiyeceklerin korunmasi

Psychrobacter piscatorri

) o Yiyeceklerin besin katilesi, rengi ve
Peroksidaz Streptomyces viridosporus tadinin iyilestirilmesi

Flavonoitler ~ yapilarindaki  kimyasal heterojenlik, etki mekanizmalarinin,
biyoyararlanimlarinin ve farmakokinetik 6zelliklerinin degigmesi nedeniyle biyolojik
aktivitelerinin arastirilmasini gerekmektedir. Bilesiklerin stabilite ve diisiik ¢oziiniirliikleri
biyolojik aktivitelerini olumsuz yonde etkilemektedir. Karsilasilan bu sorunlardan dolayi,
spesifik modifikasyonlar uygulanarak fizikokimyasal Ozellikleri iyilestirilmektedir.
Bilesiklerin 6zelliklerinin 1iyilestirilmesi ve uygulama alanlarinin genisletilmesi igin
kimyasal, enzimatik veya kemo-enzimatik modifikasyon yontemleri tercih edilmektedir
(Xanthakis vd., 2010). Tepkimelerin gerceklesmesinde Van der Waals ve hidrojen
baglarinda meydana gelen degisimler s6z konusuyken, kimyasal calismalarda termal
enerjiden yararlanilmaktadir (Yamada ve Shimizu, 1988).

Flavonoitlerin enzimatik transformasyonu igin lipaz, transferaz, izomeraz, esteraz ve
proteaz gibi g¢esitli enzim gruplar1 tercih edilmektedir. Flavonoitlerin enzimatik

transformasyonunda kullanilan enzimler Sekil 2.7°de yer almaktadir.
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Sekil 2.7. Flavonoitlerin enzimatik transformasyonunda kullanilan enzimler

Bu ¢aligmalarda yaygin kullanima sahip enzim lipazdir (Wang vd., 2010). Enzimatik
transformasyon ¢aligsmalarini ele alacak olursak;

- Lipaz Enzimi ve Yapilan Calismalar:

Lipazlar (triasilgliserol asilhidrolaz, EC 3.1.1.3.) serin hidrolazlar smifinda yer
almaktadir. Lipazlar hidroliz, inter-esterifikasyon, alkoliz, asidoliz, esterifikasyon ve
aminoliz dahil olmak iizere bir¢ok farkli tepkimede katalizleyici olarak rol almaktadirlar
(Vakhlu, 2006). Giiniimiizde lipaz enzimi endiistride kullanimi en yaygin enzimdir.
Lipazlarin gida, agrokimya, oleokimya, farmasotik gibi gesitli biyoteknolojik alanlarda
kullanim1 bulunmaktadir. Lipazlar kendi aralarinda pankreatik lipaz, fungal lipazlar
(Candida rugosa, Rhizomucor ailesi) ve bakteriyel lipazlar (Staphylococcus ve
Pseudomonas ailesi) olmak iizere li¢ ana gruba ayrilmaktadirlar (Viskupi¢ova vd., 2009).
Lipaz enzimi hidrofobik bir yilizey ile karsilastiginda aktivasyonda ciddi bir artig
gozlenmektedir. Tepkime siireci birgok farkli basamaktan olusmaktadir. Bunlar yiizeyler
aras1 etkilesim, konformasyonda degisim, ylizeyler arasi penetrasyon ve lipaz enziminin
kendi kedine katalize etmesi ile siire¢ sona ermektedir. Bu siire¢ zarfinda ortam kosullar1 da
etkileyici olmaktadir. Eger ortamda su yok denilecek kadar az ise tersine tepkime durumu
s0z konusu olmaktadir. Flavonoitlerle gerceklesen tepkime mekanizmasi esterlesme tizerine

olmaktadir (Viskupicova vd., 2009).

36



Flavonoitlerin lipaz enzimi ile transformasyonunda en yaygin kullanilan Candida
antarctica’dan izole edilen lipaz B (CALB) enzimidir. Bu kapsamda rutin ve izokersitrin ile
calisilmistir. Deney sonucunda iki bilesiginde aglikon kisminda hidrojen bag: ile hidrofobik
kisimlar arasinda stabil olarak 4’-OH ve 6’-OH gruplarindan asetilasyon gerceklesmistir (de
Oliveira vd., 2009).

Pseudomonas cepacea’dan izole edilen lipaz enzim ile yapilan ¢aligsmalarda da 3°-OH,
5’-OH ve7’-OH konumlarinda bulunan hidroksiller ile asetilasyon gerceklesmektedir
(Chebil vd., 2006).

Literatiirde enzim immobilasyonu susuz ortamda stabilitesinin saglanabilmesi ve
bolgesel bir seciciliginin olmasi1 gibi enzim Ozelliklerinden dolay1 oldukg¢a avantajli bir
yontem olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Lipaz enzimi ile gergeklestirilen bu doniistimlerde
substratin karbon zincir uzunlugu, deneyin gerceklestigi ortam kosullari, agil grubunun
etkilesime girebilecegi substitiiye grubun konumu elde edilecek yeni metabolit/lerin
yapisinda siklikla etkili olan faktdrlerdir. iki farkli ortam kosulunda yapilan deneysel
calismalarda iyonik ortamda tepkimeye girme orani organik ¢oziiciilii ortama gore 4 kat daha
etkili oldugu bulunmustur. Ayn1 zamanda da en yiiksek verimin kisa zincirli asil gruplart ile
saglandig1 belirtilmistir (Wang vd., 2010).

- Transferaz Enzimi ve Yapilan Calismalar:

Transferaz enzimi EC siniflandirmasinda sinif 2°de yer almaktadir. NovQ, prenil
flavonoitlerinin biyotransformasyonunda basarili bir rol oynamaktadir. Preniltransferaz
enzimi sayesinde flavonoitlerin B halkasinda yer alan dimetil allil tranferi
gerceklesmektedir. Bu konuda yapilan calismalardan birisinde naringenin ve genistein
bilesenlerinin B halkasindaki 3’-OH ve 4’-OH dimetil allil gruplarinin transferi ile yeni
metabolitler elde edilmektedir (Ozaki vd., 2009).

Enzimatik glikozilasyonda kullanilan glikozil transferaz enzimi sayesinde flavonoit ve
aglikon yapilarina gore suda c¢oziiniirliigli ve stabilitesi daha yiiksek bilesikler elde
edilmektedir (Xiao vd., 2009). Flavonol yapisindaki kersetin bes hidroksil grubu
bulundurmaktadir. Bu gruplarin birisi veya daha fazlasinin glikozillenmesi ile bilesigin
¢ozliniirligii ve stabilitesi artis gostermektedir (Haddad vd., 2006). Hesperidinaz enziminin
hesperidin-7-glikozit ile tepkimeye girmesi ince bagirsaktan kolona kadar olan bolgede

bilesigin absorbsiyonunu diistirmektedir.

37



- Izomeraz Enzimi ve Yapilan Calismalar:

[zomeraz enzimi EC smif 5’te yer almaktadir. Flavonoitlerin dogadaki biyosentez
stirecinde kalkon izomeraz enziminin rol almaktadir. Bu enzim kalkon kimyasal yapisini
flavonona katalizleyerek siklizasyonundan gorevli enzimdir. 2(S)-Naringenin ve 2(S)-5-
deoksiflavanon kimyasal yapilarinin 6’-deoksikalkon ve kalkon déniistimiinden sorumludur
(Ozaki vd., 2009)

- Lakkaz Enzimi ve Yapilan Calismalar:

Myceliophthora’ dan izole edilen lakkaz enzimi (EC: 1.10.3.2), rutin substrati ile iki
farkli deney ortaminda (metanol ve tampon ¢ozeltisi) hazirlanip enzimatik transformasyon
calismas1  gerceklestirilmistir. Rutin  ile  karsilastirildiginda  elde  edilen
metabolitlerinfizyolojik 6zellikleri agisindan daha etkili olduklar1 gézlenmistir (Kurisawa
vd., 2003).

Lakkaz enzimi yapilan bagka bir c¢alismada deney ortaminda jelatin varliginda
katesinin oksidasyonunu katalize ederek Kkatesin-jelatin konjugatinin sentezlenmesi
amaciyla kullanilmistir (Chung vd., 2003). Elde edilen bu konjugat yapis siiperoksit anyon
radikallere kars1 iyi bir siipiiriicii aktivite gosterirken; insanlardaki diisiik dansite lipoprotein
oksidasyonu tizerinde inhibe edici etki gostermektedir.

- Peroksidaz Enzimi ve Yapilan Calismalar:

Armoracia rusticana’dan izole edilen peroksidaz enzimi (EC: 1.11.1.7) amin grubuna
oktahedral silseskioksan substitiiye olarak bulunan yesil ¢aydaki katesin’in konjugasyonunu
katalize etmede kullanilmistir. Calisma sonucunda elde edilen metabolit ile substratin
biyolojik aktivite calismalar1 gergelesmistir. Bu kapsamda ksantin oksidaz ve siiperoksit
anyon radikal aktiviteleri degerlendirilmis olup metabolitin substrattan daha etkili oldugu
bulunmustur (Ihara vd., 2005).

- Seliilaz Enzimi ve Yapilan Calismalar:

Pentinolitik ve seliilolitik seliilazlar (EC: 3.2.1.4.) ana halka ve yan halka yapisindaki
polisakkarit hidroliz aktiviteleri igin karakteristiktir (Mandalari vd., 2006).

Ticari olarak bulunan Trichoderma viride’dan elde edilen seliilaz preperatlarinin
glikozil yapisi olarak dekstrinin kullanildigi (+)-Katesin ve (-)-epigallokatesin gallat
karisiminda transglikozilasyon aktivitesi gosterdigi bulunmustur. Bazi (-)-epigallokatesin
tirevleri biyokatalizor olarak seliilaz enziminin kullanilmasi ile hazirlanmaktadir.

Hazirlanan bu tiirevlerden birisi olan 5-O-a-D-glikopiranozit ¢ok yiiksek sicakliklarda stabil
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ve ¢Oziinirligi yliksek olup astrenjandir. Aglikon yapisindan daha fazla stimiile edici
astrenjan etki gostermektedir. (Noguchi vd., 2008).

- Proteaz Enzimi ve Yapilan Calismalar:

Proteazlar (EC 3.4.21.62), uluslararasi siniflandirma sisteminde "Hidrolazlar"
sinifinda yer almakta olup proteinlerin yapisinda bulunan ve amino asitleri birbirine
baglayan peptit baglarinin, bir su molekiiliiniin tepkimeye katilimiyla hidrolizini saglayarak
proteoliz tepkimesini gergeklestirmektedir. Bu tepkimelerin gergeklesmesi sonucu amitlerin
secici hidrolizi, diisiik molekiiler agirlikli peptitlerin olusumu ve transesterifikasyonlar
gozlenmektedir (Novozymes, 2021; Tacias-Pascacio vd., 2020). Bu enzimler, bitkilerde,
hayvanlarda ve mikroorganizmalarda olmak tizere ¢ok genis bir yayilim gdstermektedir
(Viskupicova vd., 2009).

Proteazlar, enantiyomerik formdaki bilesiklerin kompetatif olarak tepkimeye girdigi
caligmalarda da kullanilabilmektedir. Proteaz katalizorleri, enantiyomerleri, karboksilik asit
esterlerinin veya amitlerinin hidrolizini yaparak, esterlestirme veya transesterifikasyon
tepkimeleri ve amit/peptit bagi olusumu gibi c¢esitli tepkimeleri gergeklestirmektedir
(Novozymes, 2021).

Proteazlar, fonksiyonel gruplarin aktif bolgelerine gore; serin proteaz (subtilisin),
aspartik proteaz, sistein proteaz ve metalloproteaz olarak siniflandirilmaktadir. Proteazlar
fizyolojik ve patofizyolojik siire¢lerin ¢ogunda kritik rol oynarken, ayni zamanda deterjan
ve gida endiistrisinde de temel olarak genis bir uygulama alani bulunmaktadir (Viskupicova
vd., 2009). ila¢ endiistrisinde ve biyoteknolojide de olduk¢a kapsamli kullanim alani
bulunmaktadir (Tacias-Pascacio vd., 2020; Viskupic¢ova vd., 2009).

Proteaz sinifinda yer alan alkalaz enzimi (EC: 3.4.21.62), serin endo-peptidaz ve
subtilisin A olmak tlizere {i¢ sekilde isimlendirilmektedir. Uygulama alanlari, amino
esterlerin stereoselektif hidrolizi ve ester gruplarina karsi segicilik gibi uygulamalar
karsimiza ¢ikmaktadir. Baz1 esterlerin stereoselektif hidrolizini katalize etmesini saglayan
bir esteraz gorevi goriir. Alkalaz ayrica heterosiklik amino esterlerini verimli bir sekilde
hidrolize eder (Novozymes, 2021).

Serin proteazlar aktif bolgelerinde, substrat baglanmasi ve boliinmesi icin gerekli olan
bir serin grubu icermektedir. Serin proteazlar, genis substrat spektrumlar ile karakterize
edilir. Esteraz ve amidaz aktivitelerini icerecek sekilde saf peptidaz tepkimeleri de
gozlemlenmektedir. Yaygin olarak gerceklesen tepkimesinde bir niikleofil olarak serin, bir

elektrofil olarak aspartat ve bir baz olarak histidin igeren katalitik merkez seklindedir.
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Tepkime mekanizmasi, amino asit veya peptit kismmin pargalanmasi ile sonuglanan
asilasyon yoluyla kovalent olarak baglanmis enzim-substrat ara {iriiniiniin olusumunu
icermektedir. Su ile niikleofilik tepkime sonucunda, deasilasyon olusur ve boylece peptidin
hidrolizi ger¢eklesmis olur (Novozymes, 2021).

Flavonoitlerin enzimatik transformasyon ¢aligmalarinda ilk kullanilan enzim, proteaz
subtilisin enzimidir (Viskupicova vd., 2009). Proteaz enzimi ile ilgili olarak flavonoitlerden
rutinoz disakkarit, monoglikozitlerin susuz piridin ¢6ziiciisii igerinde subtilizin proteazin
katalitik aktivitesi ile agilasyon islemi gergeklestirildigi rapor edilmistir. Bu agilasyon
tepkimesi ile rutinin glikoza pargalanmasi sonucu yiiksek verimlilikte tek bir monoester
yapist elde edilmistir. Ayrica subtilizin kullanilarak yiiksek secicilikte modifikasyon
tepkimesi elde edilmektedir.

Triglikozit yapisindaki flavonoitler i¢in glikozun parcalanmasi diisik verimde
gerceklesmektedir. Flavonoitlerin agilasyonunda enzimlerin tepkime iizerinde ozellikle
regioselektif etkisi bulunmaktadir (Xiao vd., 2005).

Xiao ve digerleri tarafindan Bacillus subtilis’den elde edilen alkalin proteaz enzimi
(Novozyme 435) ile piridin ortaminda 3""-O-substitiiye vinil rutin esterleri ve tert-biitanol
ortaminda 4""-O-substitiiye vinil rutin esterleri elde edilmistir (Xiao vd., 2005).

- Esteraz Enzimi ve Yapilan Calismalar:

Esteraz enzimi (EC 3.1.1.1) karbonil esteraz smifinda yer almaktadir. Tepkime
mekanizmasi olarak lipazla aynidir. Ancak substrat olarak kisa zincirli yag asitlerini tercih
ederken lipazlarda genellikle uzun zincirli yag asitleri tercih etmektedir. Bu agidan farklilik
gostermektedir. Tki enzim arasindaki diger bir fark ise yiizeyler arasindaki aktivasyondur
(Viskupicova vd., 2009).

Esterazlarin siiflandirilmasinin  temeli substratin asit parcasina gore karboksil
estereaz, aril esteraz, asetil esteraz gibi spesifik olmasiyla iligkilidir. Laboratuvar
uygulamalarinda esteraz enzimi ile calismak ¢ok pratik degildir. Bunun nedeni ise
esterazlarin sadece asetat, propiyonat ve biitirat gibi kisa zincirli yag asitler tizerinde etkili
olmasidir (Viskupicova vd., 2009).

- a-Glikozidaz ve a-Amilaz Enzimi ve Yapilan Calismalar:

Viicudumuza almman makromolekiillerden karbohidrat, lipit ve polipeptitlerin
sindirimin %70’ten fazlas1 bagirsaklarda gerceklesmektedir (Martinez-Gonzalez vd., 2017).
Maromolekiillerden karbohidratlarin sindiriminden a-glikozidaz (EC 3.2.1.20) ve a-amilaz

(EC 3.2.1.1) enzimleri sorumludur (Martinez-Gonzalez vd., 2017). Bu enzimlerin ¢alisma
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mekanizmasi1 karbohidratlarin yapisindaki a-glikozidik baglarin hidrolizi ile ilgilidir
(Martinez-Gonzalez vd., 2017).

o-Amilaz enzimi insan tiikiiriik ve pankreas salgisinda izomer formlarinda bulunurken
a-glikozidaz enzimi ise ince bagirsakta bulunmaktadir. Her bir a-glukozidaz izoformu biri
maltaz-glukoamilaz ve digeri siikroz-izomaltaz aktivitesine sahiptir. Maltaz-glukoamilaz

formu hidrolitik ortamda daha yiiksek bir aktiviteye sahiptir (Martinez-Gonzalez vd., 2017).
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3. YONTEM

3.1. Materyal Temini

Deney calismasi kapsaminda Kersetin (Sigma-Aldrich) ve Hesperidin (Sigma-

Aldrich) bilesikleri firmadan satin alindi. Bu iki bilesik mikrobiyal ve enzimatik

transformasyon c¢aligmalarinda substrat olarak kullanildu.

3.2. Deneysel Calismada Kullamlan Kimyasallar

Tez kapsaminda yapilan deneysel ¢aligmalarda kullanilan kimyasallar Tablo 3.1°de

yer almaktadir.

Tablo 3.1. Kullanilan kimyasallar

Kimyasal Malzeme Firma
1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil Sigma-Aldrich
Artemia yumurtalar1 Artemio®Pur JBL
Asetonitril Sigma-Aldrich
Anisaldehit Emboy

Asetik asit Carlo erba
Aseton Sigma-Aldrich
Dietil eter Sigma-Aldrich
Dipotasyum hidrojen fosfat (K:HPO.) Merck

Emetin hidrokloriir Sigma- Aldrich
Etanol Sigma-Aldrich
Etil asetat Sigma-Aldrich
Formik asit Merck

Gallik asit Sigma-Aldrich
n-Hekzan Sigma-Aldrich
Kersetin Sigma-Aldrich
Lakkaz Novozyme
Linoleik asit Sigma-Aldrich

Lipooksijenaz (Soybean)

Metanol

Nordihidroguyaretik asit (NDGA)
Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO4)

Sodyum asetat

Fluka-BioChemika
Sigma-Aldrich
Fluka-BioChemika
Merck

Carlo erba
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Tablo3.1. (Devam) Kullanilan kimyasallar

Sodyum bifosfat dihidrat Sigma-Aldrich
Sodyum dihidrojen fosfat dihidrat Sigma-Aldrich
Su (YBSK Kalitesinde) Sigma-Aldrich
Siilfiirik asit Carlo Erba
Toluen Merck

3.3. Deneysel ¢calismada Kullanilan Cihazlar

Tez kapsaminda mikrobiyal ve enzimatik transformasyon, kolon kromatografisi, ince
tabaka kromatografisi (ITK), preperatif ITK, yap tayininde, antioksidan, enzim inhibisyon
ve antimikrobiyal aktivite ¢alismalarinda kullanilan cihazlar ve apareyler Tablo 3.2°de yer

almaktadir.

Tablo 3.2. Kullamilan cihazlar ve apareyler

Cihaz ve Aparey Firma

Etiiv MMM Medcenter (37°C)
Calkalayici IKA KS 269 Basic

HPTLC Camag

Mcfarland Densitometre Biosan

Mikroplak okuyucu BioTek Power Wave XS
Multikanal pipetor Eppendorf

OBSK Biichi Sepacore X10

NMR (Niikleer Manyetik Rezonans) Cihazi Bruker, UltraShield 300 MHz, ABD
Otoklav HMC Hirayama

Rotavapor Heidolph

S1vi Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi Shimadzu 20A Prominance
Su banyosu GFL® 1086

Steril kabin Class Bio Il

pH Metre Ohaus, Starter 3100M

UV okuyucu Camag

UV Lamba Camag

Ultrasonik banyo Bandelin Sonorex
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3.4. Arastirma Yontemleri

3.4.1. Mikrobiyal transformasyon

Mikrobiyal transformasyon ¢aligsmalarinda bakteri, maya ve mantarlardan olusan 25
mikroorganizma kullanildi. Deney kapsaminda kullanilan mikroorganizmalara ait bilgiler
Tablo 3.3’te yer almakta olup kod olarak belirtilen siitun Anadolu Universitesi
Farmakognozi Laboratuvar1 mikroorganizma kiiltiir koleksiyonundaki kodlama sistemidir.

Mikroorganizmalarin temin edildigi firma/kurumlar mikroorganizma adlarmin yaninda

belirtildi.

Tablo 3.3. Mikrobiyal transformasyonda kullanilan suglar

No Kod Mikroorganizma

1 DK-A Bacillus subtilis var. clausii (ATCC 9799)
2 DK-B Bacillus coagulans (SNZ 1969)

3 DK-C Bacillus subtilis var. notto (BN)

4 DK-D Lactobacillus fermentum (CECT-5716)

5 DK-E Lactobacillus rhomnosus (GG)

6 DK-F Streptococcus thermophilus (TH-C)

7 EO Rhizopus stolonifer (MF461023)

8 F-9 Aspergillus parasiticus (NRRL 2999)

9 F-10 Aspergillus niger (NRRL 326)

10 F-11 Aspergilllus niger (ATCC 10549)

11 F-12 Aspergillus alliaceus (NRRL 317)

12 F-15 Aspergillus flavus (ATCC 9807)

13 F-17 Penicillium claviforme (MR 376)

14 F-21 Penicillium chrysogenum (NRRL 792)

15 F-22 Fusarium solani (ATCC 1284)

16 F-24 Fusarium culmorum (Fen FAK.)

17 F-27 Saccharomyces cerevisiae (ATCC 9763)
18 F-31 Sporobolomyces pararoseus (ATCC 11385)
19 F-35 Alternaria alternata (NRRL 20593)

20 F-40 Neurospora crassa (Regensburg)

21 F-57 Aspergillus niger (NRRL 567)

22 F-69 Phanerachaete chrysosporium (E 446)

23 F-92 Penicillium valentinum (Fen. Fak. Biyo.)
24 F-93 Aspergillus terreus var. africanus (Fen. Fak. Biyo.)
25 F-98 Aspergillus nidulans (Abraham)
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3.4.1.1. Mikrobiyal transformasyon én deneme ¢alismalari

Calismada kullanilan kiiltiirler, Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Farmakognozi Anabilim Dalin’ndaki -80°C’demuhafaza edilen kiiltiir koleksiyonundan
temin edildi. Koleksiyondan alinan bakteriler daha once steril edilen Mueller Hilton Agara
(MHA) (Sigma M-9552) ekimi yapildiktan sonra gelisen bakteriler Muller Hilton Broth
(MHB) (Merck 1.10293) siv1 besiyerlerine ekildi. Es zamanli olarak funguslar 6nce yatik

agar daha sonrasinda da a-medium s1v1 besiyerlerine ekildi (Ozsen, 2017).

On deneme ¢alismalar1 kapsaminda her mikroorganizma icin sadece besiyeri ve
mikroorganizma bulunan kor olarak adlandirilan erlenlerde hazirlandi. On deneme
calismalarina ait sema Sekil 3.1’de yer almaktadir. Substratlar (kersetin ve hesperidin) igin
birer erlen igeriginde besiyeri, mikroorganizma ve substrat (5 mg/mL) olacak sekilde
hazirland1. Bu sekilde 6n hazirliklar1 tamamlanan erlenler otoklavlandi. Otoklavlama iglemi
sonrasinda oda sicaklifina getirilmis erlenlere steril kabin ortaminda daha 6nce kati
besiyerinde aktive edilmis mikroorganizmadan ekim yapildu.

Bu sekilde ekimi ger¢eklestirilen mikroorganizma igeren erlenler 25°C’de 120 rpm
ayarli calkalamali inkiibator ortaminda funguslar 3, bakteriler 1 giin pre-inkiibasyona
birakildi. Mikroorganizmalarin yeterince biiyiimesi saglandiktan sonra steril kabinde
substrat ilavesi gergeklestirildi. Kor olarak adlandirilan erlenlere ise substratin
¢cozlinmesinde kullanilan ¢6ziiciiden ayn1 miktarda ilave edildi.

Calkalayicili inkiibatorde transformasyon siireci devam eden erlenlerden 4, 8, 12
giin sonlarinda 1-2 mL &rnek alindi.  Mikrobiyal transformasyon metabolitlerinin zamana
bagli olusum siiregleri analiz edildi. Bu 6rnekler etil asetat ile 1:1 ekstraksiyon islemi 3 kez
tekrarlandi. Daha sonrasinda etil asetatli kistm alinarak ¢oziiciisii uguruldu. Etil asetatlt
ekstrelerde metabolit varlig1 iTK sistemi kullamilarak kontrol edildi.

A. niger susundan elde edilen metabolitlerin verimini arttirmak amaciyla /-
siklodekstrin (molekiil agirligi:1153) ile hesperidin kaplandi. Ideal ¢oziiniirliigii 10 mM
olarak belirlenen f-siklodekstrinin (Sigma) kaplandiktan sonra ilave edildigi besiyerinin
hacmine gore substrat ve f-siklodekstrin miktar1 hesaplanip f-siklodekstrin’den 30 mg
tartildi. Daha sonrasinda da hesperidin’in etanoldeki ¢oziintirliigii 500 mg/mL oldugu igin

10 mg hesperidin tartilip ¢oziindiiriilerek S-siklodekstrin’e emdirildi.
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Pre-inkiibasyon
Siv1 besiyeri (2 giin)

Ekstraksiyon

Hesperidin Etil asetat : besiyeri (1:1)

Kersetin

inkiibasyon

Numuneler

ince Tabaka Kromatografisi (iTK)

Sekil 3.1. Mikrobiyal transformasyon on deneme ¢alismasi

3.4.1.2. Mikrobiyal transformasyon preparatif olcek ¢alismasi

Mikrobiyal transformasyon biiyiik Olcek calismalarinda bakteriler icin MHB,
funguslar i¢in de a-medium siv1 besiyerleri hazirlandi. Bu besiyerlerinin icerikleri Tablo
3.4’de yer almaktadir. Deneysel c¢alismalar kapsaminda kullanilan biitiin besiyerleri
mikroorganizma ekimi ger¢eklestirilmeden once otoklavda 1.1 Atm ve 121°C’de, 1 saatlik

bir siire boyunca steril edildi (Ozsen, 2017).

Tablo 3.4. St besiyerleri ve igerikleri

Besiyeri Besiyeri icerigi

Muller Hilton Broth (MHB) Nigasta 15¢g
Et ekstresi 509
Kazein hidrolizat 175¢
Saf su 1000 mL

o-Medium NaCl 509
Na,HPO, 5.0¢
Pepton 509
Yeast ekstresi 509
Glikoz 2009
Saf su 1000 mL
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On deneme ¢alismalarindaki ITK analiz sonuglarin1 gdz 6niinde bulundurarak izole
edilmesi planlanan metabolitin en yiiksek verimle elde edildigi giin baz alinarak biiyiik 6lgek
calisilmalar gergeklestirildi. Mikrobiyal transformasyon ¢alismasinin 14. giiniinde besiyeri
ortammna 1:1 oraninda etil asetat eklenerek ekstraksiyon islemi gergeklestirildi. Daha
sonrasinda Buchner hunisi kullanilarak vakum pompasina baglanmis olan Nuche erlenine
stiziildii. Erlende toplanan ekstreler ultrasonik banyoda yarim saat bekletildikten sonra
doniistim ekstresi ve etil asetat 1:2 oraninda olacak sekilde 3 kez ayrima hunisinde
ekstraksiyon islemi gergeklestirildi.

Toplanan etil asetatli kisim susuz Na2SOas bulunan behere aktarildi. Bu sayede
doniistim ekstresinden gelen sulu faz uzaklastirildi. Etil asetatli doniisiim ekstresinin
¢oziiciisii rotavaporda uzaklastirildi.

3.4.2. Enzimatik transformasyon

Enzimatik transformasyon c¢alismalari kapsaminda lakkaz enzimi Novozyme
firmasindan temin edildi.

Yontem olarak literatiirde Chakroun ve digerleri tarafindan yapilan deneysel ¢alisma
modifiye edildi (Chakroun vd., 2012). Amekiran Farmakopesine (USP) gére 0.05 M pH=4.5
olan sodyum asetat tampon ¢6zeltisi hazirlandi. Deneysel ¢alismada substratlar metanolde
¢ozlindirildiikten sonra hazirlanan tampon ¢ozeltisine ilave edildi. Sonrasinda 100 pL
lakkaz enzimi ilavesi ile siire¢ baslatildi. Deneysel siiregler balon jojede gergeklestirildi.
Ayrica eszamanli olarak substrat bulunmayan ayni deney sartlarinda hazirlanan kontrol
grubu ile de balon jojede oda sicakliginda ¢alisma gergeklestirildi. Sekil 3.2°de enzimatik
transformasyon asamasi yer almaktadir. Farkli giinlerde doniisiim ekstresinden &rnekler
alindiktan sonra Ornekteki enzimin deaktive edilmesi i¢in 1:1 oraninda asetonitril ilave
edildi. Enzimatik transformasyon tepkimesi 7. giiniin sonunda enzim deaktivasyonu ile

durduruldu.
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Lakkaz

oty v,
‘ s - p

i.nkiibasyon
(Oda sicakhgmda)
» e
e + Enzim deaktivasyonu
[ Asetonitril : Doniigiim ekstresi(1:1)

- Mﬁdmuwa S e ‘-’.L kl R I

SK/KS-KS ince Tabaka Kromatografisi (IiTK)

Sekil 3.2. Enzimatik transformasyon asamasi

3.4.3. Metabolitlerin saflastirilmasi

Mikrobiyal ve enzimatik tranformasyon g¢alismalarinda elde edilen metabolitlerin
dontisim ekstrelerinden saflastirilmasinin  gergeklestirilebilmesi igin orta basingli sivi
kromatografisi (OBSK), kolon kromatografisi ve preparatif ITK gibi farkli kromatografik
yontemler kullanilda.

Kolon kromatografisi ve OBSK tekniginde kuru doldurma yapilarak hazirlanan
silikagel kapli kolonda gradient olarak %0-%95 n-hekzan:etil asetat ¢oziicii sistemi
kullanildi. n-Hekzan:etil asetat %95’den sonra %100 etil asetat ve en sonunda da %100
metanol gegirerek izolasyon asamasi sonlandirildi. Kolonlardan elde edilen fraksiyonlar ITK
yapilarak metabolitlerin saf olarak elde edildigi fraksiyonlar tespit edildi.

Kolon kromatografisi ile elde edilen fraksiyonlardaki safsizliklar1 uzaklastirabilmek
igin preparatif ITK yéntemi kullanilda.

3.4.4. Metabolitlerin yap: tayini

Safligindan emin olunan metabolit/metabolitlerin yap1 tayini i¢in SK/KS-KS,
HRMS, tek boyut NMR (*H-NMR, 3C-NMR) ve ¢ift boyut NMR (NOESY, DEPT/HMBC)
olmak tizere farkli spektroskopik analiz yontemleri kullanildi. Elde edilen analiz verileri

literatiirdeki verilerden destek alinarak yapilar aydinlatildi (Ozsen, 2017).
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SK/KS-KS analizleri

SK/KS-KS, analizleri kapsaminda Anadolu Universitesi Farmakognozi ABD’da
mevcut cihaz kullanilarak gergeklestirildi. SK/KS-KS, analiz sartlar1 15 c¢cm, RP-C18,
3um’lik kolon; %10-%100B 20 dk; akis hizi: 0.7; Oda sicakliginda; Mobil faz A:
MeOH:Su:Formik asit (10:89:1) B: MeOH:Su:Formik asit (89:10:1) olarak belirlendi.

HRMS ve HLPC analizleri gerekli hallerde Dopnalab’dan hizmet alimi ile
gerceklestirildi.

Yiiksek ¢oziintirliiklii kiitle spektroskopisi (HRMS) ¢alismalari i¢in Shimadzu SK-KS-
IT-TOF (Kyoto, Japonya) sistemi kullanildi. SK kism1 iki adet SK-20AD ikili pompa, DGU-
20A3R gaz giderici tinite, CTO-10ASvp kolon firii, SIL-20AC otomatik 6rnekleyici ve
SPD-M20A PDA detektorden olusmaktadir. Kiitle analizleri iyon tuzakli ugus zamanl kiitle
spektrometresinde (IT-TOF) elektron sprey iyonizasyon (ESI) pozitif ve negatif mod
kullanilarak Shimadzu LCMSsolution yazilimi ile yapildi. Analizler Shim-Pack FC-ODS
(150 x 2 mm, 2 um) CI18 kolon kullanilarak gergeklestirildi. Hareketli faz olarak %0.1
formik asit igeren asetonitril su karisimi 0.25 mL/dk akis hizinda sisteme gonderildi. 2 puL
enjeksiyon hacminde gonderilen Orneklerin kolon firin1 sicakligi 40°C, CDL sicaklig
200°C, 1s1 blogu sicaklig1 200°C ve nebulizator gaz akisi 1.5 L/dk seklinde optimize edildi.

Miktar tayini c¢aligmalar1 da ayni cihaz ilizerinde PDA dedektorle 254 nm dalga
boyundaki UV absorbanlar1 kullanilarak yapildi.

Niikleer manyetik rezonans spektroskopisi (NMR)

'H-NMR, BC-NMR, *H-'HCOSY, H-1C HSQC ve 'H-*C HMBC analizleri yapildi.
Dopnalab’ta yer alan Bruker DPX 300 (Alman) ve Ankara Universite Varian Mercury
(Agilent) 400 MHz (Palo Alto, CA, USA) cihazlar ile analizler ger¢eklestirildi. Coziicii
olarak dotoro-aseton (Aseton-ds), détoro-kloroform (CDCls-ds) ve d6toro-DMSO (DMSO-
ds) kullanildi. Kimyasal kayma degerlerinin ppm olarak hesaplandi.

3.4.5. Biyolojik aktivite yontemleri
3.4.5.1. 1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) serbest radikal siipiiriicii aktivite

Substratlarin ve metabolitlerin antioksidan aktivitesi i¢in Tiirkoglu ve ark. tarafindan
yapilmis olan ¢alisgma modifiye edilmis olup 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH") ile deney
gerceklestirildi  (Tirkoglu vd., 2006). Antioksidan aktivite calismasi igin etanolde
¢oziindiiriilen substratlar, metabolitler ve doniigiim ekstreleri seri diliisyon yontemi ile farkli
konsantrasyonlarda hazirlandi. 96 kuyucuklu plaka kullanilarak planlanan diizende

numunelerin oldugu kuyucuklara DPPH" ¢ozeltisinden (40 pg/mL) ilave edildi. 25°C’de
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karanlik ortamda 30 dakika bekletilip inkiibasyon islemi tamalandiktan sonra
spektrofotometre ile 517 nm’de absorbanslari belirlendi (3.1). Pozitif kontrol olarak askorbik

asit ile ¢alisildi. Deney ¢alismasi {i¢ tekrarli olarak gergeklestirildi.

Abs (kontrol) — Abs (6rnek)
Abs(kontrol)

% Inhibisyon = x 100 (3.1)

3.4.5.2. ABTS " siipiiriicii aktivite

Substratlarin ve metabolitlerin 2,2'-azino-bis(3-etilbenztiyazolin-6-siilfonik asit)
(ABTS) siipiiriicii aktivitesini tespit etmek amaciyla Ree ve ark. metodu kullanild: (Re vd.,
1999). Numunelerin konsantrasyonlar1 DPPH- yontemindeki gibi hazirlandi. ABTS”*
radikali 15 mL 7 mM ABTS* ve 264 puL 140 mM potasyum persiilfat ¢ozeltisi deney
calismasindan 16 saat 6nce hazirlanip 25°C’de karanlik ortamda bekletildi. ABTS™ 6nce
hazirlanan stok soliisyonunu metanol ile seyreltilerek 734 nm’deki absorbansi 0.70 + 0.02
olacak sekilde ayarlandi. 96 kuyucuklu plaka iizerinde 50 pL farkli konsantrasyonlarda
hazirlanan numune ¢o6zeltisinden, 100uL. ABTS*’den ilave edildi. 25°C’de 10 dakika
bekletilip 734 nm’de absorbansi kore karsi okunmustur. Pozitif kontrol olarak trolox
kullanildi. Numunelerin ve trolox inhibisyon yiizdesi hesaplandi (3.1). Deney ¢aligsmasi ii¢

tekrarl1 yapildi.

3.4.5.3. Anti-enflamatuvar aktivite calismalart

Baylac ve Racine tarafindan yapilan ¢alisma modifiye edilerek lipooksijenaz enzim
aktivitesi ¢alismalar1 gergeklestirildi (Baylac ve Racine, 2003). Calismada pozitif kontrol
olarak farkli konsantrasyonlarda hazirlanan NDGA (Nordihidroguaiaretik asit) kullanildi.

In vitro enzim aktivitesi ¢alismasinda tampon ¢ozeltisi olarak pH 9’a ayarli fosfat
tamponu kullanildi. 1 mg/mL lipooksijenaz enzimi ¢ozeltisi tampon olarak hazirlandi.
Deney calismasinda 62.5 puM linoleik asit ¢Ozeltisi enzim aktivasyonundan sorumlu
substrattir. Deney diizeneginde 40 uL 6rnek ¢6zeltisinden, 1940 pL tampon ve 20 pL enzim
eklendikten sonra 25°C’de 10 dakika inkiibasyona birakildi. Islem sonrasinda substrat ilave
edilerek ELISA cihazinda 234 nm’de 30 saniyede bir 40 kinetik okuma yapildi. Deney
calismasi dort tekrarli yapildi.
3.4.5.4. Antimikrobiyal aktivite calismalart

Substratlarin ve metabolitlerin maya, bakteri ve funguslara karsi antimikrobiyal

aktivitelerini degerlendirebilmek amaciyla Klinik ve Laboratuvar Standartlart Enstitiisii
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(CLSI) tarafindan hazirlanmis olan standart yontemlere gore ¢alismalar gergeklestirildi.

Mikrodiliisyon yontemi kullanilarak 10 farkli mikroorganizma ile ¢aligildu.

Bu mikroorganizmalar 6 bakteri (Escherichia coli NRRL B-3008, Staphylococcus
aureus ATCC 6538, Salmonella typhimurium ATCC 13311, Bacillus subtilis NRRL B-
4378) 2 maya (Saccharomyces boulardii REFLOR® ve S. cerevisiae ATCC 9763) ve 2
fungusdan (Candida albicans ATCC 10231 ve Aspergillus nidulans Abraham)
olusmaktadir. Bu kapsamda pozitif kontrol grubu olarak antibakteriyal etkili amoksisilin ve
kloramfenikol; antifungal etkili amfoterisin B ve ketokonazol ilaglar1 kullanildi. Deneysel
calismalar iki tekrarli olarak gergeklestirildi.

Kati besiyerinde inkiibe edilen mikroorgamizmalardan bakteriler igin MHB; maya ve
fungus tiirleri i¢in de RPMI broth ekim yapildi. Tekrar inkiibe edilen suslarin bulanikliklari
tirbidometrik olarak 0.5 Mc Farland olarak ayarlanda.

96 kuyucuklu ve steril mikroplaklarda steril ortam sartlarinda kuyulara 100 pL
hazirlanan 6rnek ¢ozeltisinden ve steril edilmis olan 100 pL sivi besiyerleri ilave eklendi.
Seri dilisyon yontemi ile kuyucuklarda farkli konsantrasyonlarda hazirlanan 6rneklerin
tizerisine 100 pL 0.5 Mc Farland hazirlanmis olan mikroorganizma eklendi. Bu islemler her
mikroorgannizma i¢in tekrarlanmig olup bakteri bulunan plaklara 24 saat sonra fungus
bulunan plaklara ise 48 saat sonunda resazurin ilave edilerek substratlarin ve metabolitlerin
15.62-500 pg/mL konsantrasyon aralig1 icin MiK hesaplandi (CLSI, 2006).

3.4.5.5. Biyofilm aktivite calismasi

Antibiyofilm aktivite ¢alismas1 kapsaminda MHB besiyeri bulunan tiiplerde
mikroorganizmalar (Staphylococcus aureus ve Pseudomonas aeruginosa) 37°C, 24 saat
inkiibasyona birakildi. Yogunlugu ayarlanmis mikroorganizmalar 1:10 seyreltilerek 200’er
uL steril mikro plakalara ilave edildi. 37°C’de 2 giin inkiibasyondan sonra %0.9’luk NaCl
ile 2 kez dikkatlice yikama yapildi. Olusan biyofilm tabakasi tizerine 100 uL besiyeri ve 100
uL konsantrasyonu ayarlanmis bilesikler eklendi. 37°C’de 24 saat inkiibasyondan sonra 20
uL rezasurin ilavesi yapilip Minimum Biyofilm Inhibisyon Konsantrasyonu (MBIK)
hesaplandi. Calisma 3 tekrarli olarak gergeklestirilmistir (Elkhatib vd., 2014, Mariscal vd.,
2009).

3.4.5.6. Dama tahtas: yontemiyle biyofilm tabakada sinerjik aktivite
Dama tahtas1 yontemi (Checkerboard yontemi) kombinasyonda kullanilan hesperetin

ve naringenin bilesiklerinin sekizli seri diliisyonlar1 hazirlandi. 96 kuyucuklu steril mikro
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plakalar1 alindi. Ayni plaka icerisinde yer alan 8’er kuyucuk lireme ve sterilite kontrolii
olarak hazirlandi.

Stanojevi¢ ve digerleri, 2010 tarafindan yapilan ¢alisma modifiye edidi. Bu kapsamda
biyofilm Staphylococcus aureus susu ile biyofilm aktivite ¢alismasinda anlatildig: sekilde
hazirlandi. 2 kez yikama isteminden sonra kombinasyondaki naringenin 8 yatay sira;
hesperetin 8 dikey sira kullanilarak azalan konsantrasyonlarda plakaya her bir bilesik i¢in 50
uL olacak sekilde eklenip tizerine 100 pL besiyeri ilave edildi.

Bu caligmada 64 kuyucukta iki bilesigin farkli konsantrasyonlarda kombinasyonu
olusturulmus olup 24 saat, 37°C’de inkiibe edildi. Siirenin sonunda Resazurin ¢ozeltisinden
20 uL eklenip ve 3 saat daha ayn1 sicaklikta inkiibasyona devam edildi. inkiibasyon sonunda
tiremenin olmadiginit mavi renkli kuyucuklardan gozlemledi (Elkhatib vd., 2014; Stanojevi¢
vd., 2010). Dama tahtas1 ydnteminde Fraksiyonel Inhibisyon Konsantrasyonu Indeksine
(FiK1) gére hesaplama yapildi.

FiK indeks (FIKI) degerinin hesaplanmast;

FiKI = FIK X+FIK Y

FIK X = X’in kombinasyondaki MiK degeri/ X’in tek bagina MiK degeri

FIK Y = Y’in kombinasyondaki MiK degeri/ Y’in tek basina MiK degeri
FiKI degerlerine gére sonuglar:

- FIKI < 0.5 = Sinerjik etki

- 0.5 <FIKI < 1 = Aditif etki

- 1 <FIKI < 4 =Bagimsiz etki

- FIKI > 4 = Antagonist etki

3.4.5.7. Brine Shrimp toksisite ¢calismalari

Substratlarin  ve metabolitlerin  Brine Shrimp yontemi kullanilarak akut
sisotoksisiteleri arastirildi. Bu kapsamda yapilan ¢alismada pH:8 olacak sekilde deniz tuzu
ile besiyeri hazirlanip hava pompasi ile besiyerine oksijen destegi saglandi. Artemia
yumurtalart (Artemio®Pur JBL) hazirlanan besiyerinde oda sicakliginda 60 saat
inkiibasyona birakildi. 60 saatin sonunda gelisimini tamamlayan larvalar ile caligmalar
gerceklestirildi.

Pozitif kontrol olarak emetin hidrokloriir kullanilirken; negatif kontrol olarak
%0.05’lik DMSO kullanildi. Substratlar ve metabolitler 500, 250, 125 ve 62.5 png/mL olmak
tizere dort farkli konsantrasyonda hazirlandi. Her bir konsantrasyon igin 96°lik mikro

plakadaki kuyucuklara 20-25 karides eklendikten sonra hazirlanan ¢6ziiciilerden 100 pL
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ilave edilip oda sicakliginda 24 saat inkiibasyona birakildi Calisma dort tekrarli olarak
gerceklestirildi.

24 saat inkiibasyon sonrasinda numuneleri igeren kuyucuklardaki karideslerden
Olenler ve aktivitesini kaybedenler sayilarak konsantrasyona bagli toksite sonuglar1 ve letal
konsantrasyon (LCso) hesaplandi (Jacobsson vd., 2021; Solis vd., 1993).

3.4.6. Istatistiksel analiz

Biyolojik aktivite ¢alismalarinda %50 inhibisyon gozlemlenen konsantrasyon
degerleri i¢in GraphPad Prism 8.0 kullanilarak istatistiksel 1Cso degeri hesaplandi. Calisma
sonucunda elde edilen veriler normal dagilim gosterenlerde tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) Tukey ve Tamhane testleri IBM SPSS Statistics 20 yazilimi ile hesaplanip
yorumlandi. Her parametre igin ortalama deger = SEM hesaplandi. Sonuglar %95 giiven

araliginda P< 0.05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR ve YORUM
4. 1. Kersetin Mikrobiyal Transformasyon Tepkimeleri

Kersetin’in mikrobiyal transformasyonu kapsaminda 25 mikroorganizma ile ¢aligildu.
Sadece Alternaria alternata, Penicillium claviforme, Aspergillus nidulans ve A. flavus ile
yapilan ¢alismalarda Kersetin doniisiim metabolitleri gozlemlendi (Sekil 4.1). Penicillium
claviforme ile 6n deneme c¢alismalarinda doniisiim metaboliti gozlenmesine ragmen
preparatif 6l¢ek calismalarda susun biiylimesi ile ilgili sorunla karsilasildigi i¢in metabolit

izolasyonu gerceklestirilemedi.

Penicillium claviforme

MR 376
Alternaria alternata - Kersetin - Aspergif)lt;; nit;!ulans
ranam

NRRL 20593

1l

Aspergillus flavus
(ATCC 9807)

Sekil 4.1. Kersetin mikrobiyal transformasyon mikroorganizmalari

- Aspergillus flavus doniisiim tepkimesi

Aspergillus flavus ile 4, 8 ve 12. giinlerde besiyerinden alinan doniisiim ekstrelerinde
metabolit olusumunun zamana bagl degisimi oncelikle ITK plaginda incelendi. ITK
plagmin 365 nm’deki goriintiisii Sekil 4. 2’de yer almaktadir. ITK plaginda iki metabolitin
olustugun gézlenmektedir. Bu metabolitlerden Metabolit 1 (M1) UV 1sik altinda 245 nm’de
siyah renkli, 365 nm’de mavi-mor leke vermektedir. Mobil fazi etil asetat: n-hekzan: formik
asit (3:1:0.5) olan ITK sisteminde M1 metabolitinin Rf degeri 0.54 olarak hesaplandi. M1
ilk kez 8. giin sonunda elde edilen ckstrede gozlemlenirken; 12. giin ekstresinde de

bulundugu tespit edildi. ITK plagindaki en belirgin M1 lekeyi 8. giinde gozlendi.
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Sekil 4. 2. Kersetin A. flavus doniisiim ekstrelerinin ve metabolit M1 (Rf: 0.54) ve M2 (Rf: 0.46) 365 nm'de
ITK gériintiisii

F15Q 4. giin: Aspergillus flavus 4. giin doniisiim ekstresi F15 4. giin: A. flavus 4. giin kor ekstresi kor
ekstresi; F15Q 8. giin: A. flavus 8. glin doniisiim ekstresi F15 8. giin: A. flavus 8. giin kor ekstresi kor
ekstresi; F15Q 12. giin: A. flavus 12. giin doniisiim ekstresi F15 12. giin: A. flavus 12. giin kor ekstresi kor
ekstresi

M1 metabolitine ait kiitle spektrumu Sekil 4.3’te yer almaktadir. SK/KS-KS analizi
sonucunda M1 i¢in [M-H] 227.9 ve kiitle spektrum fragmentleri degerlendirildiginde m/z
227,185 ve 143 major pikleridir. Literatiir bilgileri bize M1 metabolitinin stilben yapisindaki
resveratrol olabilme ihtimalini gostermektedir (Flamini, 2013; Liu vd., 2015). TCI (Tokyo
Chemical Industry) firmasindan satin alinan resveratrol ile HRMS analizi gergeklestirilmis
olup [M-H]*229.0862 ait spektrum Sekil 4.4’te yer almaktadir.
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Sekil 4.4. Resveratrol HRMS spektrumu

Literatiirde resveratrol'iin SK-SK spektrumunun par¢alanma iiriinleri ve m/z degerleri
Sekil 4.5’te yer almaktadir. Resveratrol (m/z: 228) fragment iyonlar1 m/z 185 —143
parcalanmalari karakteristiktir. Liu ve digerleri ¢alismasinda yer alan resveratrol spektrum
yarilmalar1 ile Sekil 4.3’teki fragmentler uyumludur (Flamini, 2013; Liu vd., 2015).
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Sekil 4.5. Resveratrol'iin SK-SK spektrumunda par¢alanma iiriinleri ve m/z degerleri (Flamini, 2013)

Resveratrol varligi ITK sistemi ile Kkalitatif olarak Sekil 4. 2°de gosterildi. Aym
dontigiim ekstreleri ile 6nce kalitatif olarak HRMS analizinde resveratrol varligi gosterildi.
Sekil 4.6°da 8. giin donilisiim ekstresine ait spektrum yer almaktadir. m/z 229 degeri
resveratrol varhgini gdstermektedir (Vlase vd., 2009). ikinci asamada standart olarak
firmadan temin edilen resveratrol ile SK-KS cihazinda kantitatif analiz c¢alismasi
gerceklestirildi. Yapilan galismada resveratrol’iin doniisiim ekstrelerinde eser miktarda var

oldugu belirlendi.
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Sekil 4.6. A. flavus 8. giin doniisiim ekstresindeki resveratrol'tin HRMS spektrumu

Resveratrol’e ait kimyasal formiil Sekil 4.7°de yer almaktadir. Resveratrol (3,4’,5-
trihidroksistilben) fitoaleksin 6zelliginde stilben yapisinda polifenolik bilesiktir. Resveratrol
tiziim, Polygonum cuspidatum Siebold & Zucc., yer fistig1, kirmiz1 sarap, yabanmersini,

serbetgiotu, Itadori bitkisinin kdkleri ve ¢ayinda yaygin olarak bulunmaktadir (Burns vd.,

2002; Thapa vd., 2019).
OH
HO : X O
OH
Sekil 4.7. Resveratrol'iin (molekiil agirligr: 228) kimyasal yapisi

Resveratrol, ¢ok ¢esitli farmakolojik ozelliklerle iligkilendirilmektedir. Bu
farmakolojik etkiler arasinda antioksidan, anti-enflamatuvar, immiinomodiile edici etki,
antidiyabetik, antikanser, ndrodejeneratif ve kardiyavaskiiler hastaliklara kars1 aktivitesi yer
almaktadir. Bitkilerde stres, yaralanma, enfeksiyon veya UV radyasyona karsi korumak
amaciyla tretilmektedir (Harikumar ve Aggarwal, 2008; Pannu ve Bhatnagar, 2019).

Resveratrol’iin suda ¢oziiniirliigii zayif olup stabilite problemi bulunmaktadir. In vivo
calismalarda, diisiik biyoyararlanim nedeniyle karacigerde meydana gelen metabolizasyonu
oldukga smirlidir (Zupancic vd., 2015).

Resveratrol fenilpropanoit yolaktan sentezlenen sekonder bir metabolit olup
biyosentez yolagi Sekil 4.8’de yer almaktadir. Resveratrol sentezi igin fenilpropanoit yolagi
aromatik aminoasit yapisindaki L-fenilalanin igermektedir. Bu aminoasit L-fenilalanin
amonyak liyaz tarafindan oksidatif olmayan deaminasyon reaksiyonla sirastyla sinnamat ve
4-kumarat bilesiklerine doniisiimiinii saglamaktadir. 4-kumarat bilesigi 4-kumaroil CoA
ligaz enzimi tarafindan 4-kumaroil-CoA'ya doniistiiriillmesi ile aktif bir ara bilesik

tiretilmektedir. Bu ara bilesik genellikle bitkilerin normal biiyiime ve gelismesinde rol
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almaktadir. Ancak stres kosullarinda flavonoitlerin iiretiminde 4-kumaroil-CoA'nin bir
kismi kullanilmaktadir. 4-Kumaroil-CoA'nin siklizasyonu sonunda stilben yapisindaki
resveratrol olusmaktadir. Bu adim, stilben sentaz enzimi tarafindan katalize edilmektedir

(Pannu ve Bhatnagar, 2019).
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Resveratrol

Sekil 4.8. Resveratrol biyosentez yolagi

Resveratrol stres durumu s6z konusu oldugunda biyosentezi gergeklestigi igin
bitkilerde disiik miktarlarda bulunmaktadir. Literatiirde resveratrol’lin iiretimini artirmak
icin mikroorganizmalar1 ve farkli enzimlerin genetik manipiilasyonunu igeren ¢esitli

yontemler kapsamli bir sekilde incelenmistir. E. coli ve S. cerevisiae suslarina 4-kumaroil-
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CoA ligaz ve stilben sentaz enzimlerinin genetik manipiilasyonu ile 4-kumarik asit bulunan
besiyerinde resveratrol sentezi gergeklestigi gézlemlenmektedir (Beekwilder vd., 2006;
Pannu ve Bhatnagar, 2019; Watts vd., 2006).

A. flavus doniisiim siirecinde elde edilen ikinci metabolit M2’dir. Metabolitinin
olusumu ilk kez 4. giinde gdzlemlendi. ITK plaginda 254 nm’de siyah, 365nm’de sar1 leke
olarak tespit edildi. Déniisiim ekstrelerine ait 365 nm’deki ITK plak gériintiisii Sekil 4. 2°de
yer almakta olup M2 metabolitinin Rf degeri 0.46’dir. M2’ye ait kiitle spektrumu [M-H]
314.8°tir. Sekil 4.9’da farkli iki elektron voltta (15 ve 50 eV) M2 bilesigine ait kiitle
fragmentlerini bulunmaktadir. Literatiir ile karsilagtirildiginda M2 metabolitinin izoramnetin
bilesigi ile benzerlik gostermektedir. Jutesen tarafindan yapilan ¢alismada izoramnetin ve
ramnetin bilesiklerine ait kiitle spektrumlar1 Sekil 4.10°da yer almaktadir (Justesen, 2000).
[zoramnetin yapisinda 3’ konumunda metoksi bulundurmaktadir. A halkasi ait KS-KS
fragmentlerinden m/z 151 ve m/z 107 izoramnetin igin karakteristiktir. Ramnetin’in
karakteristik fragmentleri m/z 165 and m/z 121°dir. Iki bilesik SK/KS-KS spektrumlari ile
olas1 molekiil olarak yapilar1 aydinlatildi. Literatiirdeki bilgilerden yola ¢ikilarak TCI

(Tokyo Chemical Industry) firmasindan izoramnetin bilesigi temin edildi.

Printing Time: 1:14:34 PM
Printing Date: Tuesday, December 14, 2021
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Sekil 4.9. M2 metaboliti kiitle spektrumu
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Sekil 4.10. [zoramnetin (4) ve ramnetin (B) kiitle spektrumlar: (Justesen, 2000)

Izoramnetin  (3’-metoksi-3,4°,5,7-tetrahidroksiflavon)  flavon yapisinda  bir
flavonoittir. izoramnetin’in kimyasal formiilii Sekil 4.11°de yer almaktadir. Izoramnetin’in
diger flavonoit tiirevlerinde oldugu gibi suda ¢oziiniirliigii diisiik olup metanol ve DMSO’da

daha iyi ¢oziinme gostermektedir. Sar1 kristal formda kullanilmaktadir (Wang vd., 2016).
OH

OH O

Sekil 4.11. [zoramnetin (molekiil agirhigi: 316) kimyasal yapisi

Izoramnetin, elma, bogiirtlen, kiraz, armut, turp, kirmizi sogan, Hippophae
rhamnoides L. ve Ginkgo biloba L.'nin yaprak, ¢igek ve meyvelerinde bulunmaktadir.
Ayrica Hippophae rhamnoides ve Oenanthe javanica (Blume) DC. bitkilerinin igeriginde

bulunmakta olup bu bitkiler Yunanistan’da ve Danimarka’da geleneksel kullanimlar ile

bilinmektedir (Kandakumar ve Manju, 2017).
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Izoramnetin antioksidan, antimikrobiyal, antikanser, nérolojik, kardiyovaskiiler,
hepatoprotektif, anti-enflamatuvar, tireme sistemini koruyucu ve anti-diyabetik etkisi dahil
olmak tizere birgok farmakolojik 6zellige sahip ¢ok yonlii bir bilesiktir (Kandakumar ve
Manju, 2017).

[zoramnetin dogada bitkide sikimik asit yolaginda iiretilmekte olup biyosentez yolag1
Sekil 4.12’de yer almaktadir. Bu yolaga goére Kersetin’e flavonol-3-metilaz enzimi
araciligiyla B halkasindaki 3’ konumuna metil grubu baglanmasi ile elde edilmektedir
(Crozier vd., 2000). izoramnetin 3’-metilkersetin olarak da adlandirilmaktadir. Biyosentez
yolaginda Kersetin’in doniisiim iriinii oldugu igin literatiirde yer alan ¢alismalarda kersetin

metaboliti olarak da adlandirilmaktadir (Boesch-Saadatmandi vd., 2011).
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Sekil 4.12. [zoramnetin'in biyosentez yolag: (Crozier vd., 2000)

Aspergillus flavus kersetin doniisiim siirecince ti¢ farkli zaman diliminde (dort, sekiz
ve onikinci giinler) doniisim numuneleri toplanip etil asetat c¢oziiciisii ile sivi-sivi
ekstraksiyonu yapildi. Daha 6nce kalitatif analizi ITK sisteminde yapilmis olan ekstrelerin
icerigindeki izoramnetin’in kantitatif miktar tayini i¢in SK-KS cihazi kullanilda.

Bu calisma kapsaminda oncelikle izoramnetin’in kalibrasyon egrileri olusturuldu.
Dort, sekiz ve onikinci giin doniisiim ekstrelerindeki metabolit miktarlar1 analiz edildi.

[zoramnetin zamana bagh degisim grafigi Sekil 4.13’te yer almaktadir. Elde edilen

verilere gore belirlenmis olan zaman dilimlerinde izoramnetin’in en yiiksek doniisiim verimi
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dordiincii glinde %18.20 olarak hesaplandi. Grafikte de belirtildigi iizere doniisiim

metabolitinin miktarinda zamanla ters orantili degisim gozlenmektedir.

0.133

12

0.146

0 2 4 6 8 10 12

m Konsantrasyon (mg) B Giin

Sekil 4.13. A. flavus kersetin mikrobiyal transformasyon zamana bagli izoramnetin degisim grafigi

- Alternaria alternata doniigiim tepkimesi

Alternaria alternata ile mikrobiyal transformasyon én deneme ¢alismalarinda ITK
plaginda gozlemlenen metaboliti izole edebilmek i¢in preparatif Olgek calisma
gergeklestirildi. Bu doniigiim ekstresi igin OBSK ile kromatografik yontemi ile izolasyon
caligmalar1 yapilmasina ragmen metabolit saf olarak elde edilemedigi icin yap1
aydimnlatilamadi.

- Aspergillus nidulans doniigiim tepkimesi

Aspergillus nidulans ile kersetin’e ait doniisiim ekstresinin kolon kromatografisinden
elde edilen %52-56 n-hekzan:etil asetat fraksiyonun major bilesik olarak metabolit M3 (13.2
mg) bulundu. Bu metabolite ait kiitle spektrumu Sekil 4.14’te yer almaktadir. M3 [M-H]
300.7 olup ayrica kiitle fragmentleri 272.8, 244.7, 200.9 ve 106.9 olarak tespit edildi.
Literatiir incelemesi sonucunda Sorghum cinsine ait ¢alismada yapisi aydinlatilamayan
flavonoit veya polifenolik bilesik olarak tanimlanan bilesik ile aymi kiitle fragmentleri

bulunmustur (Kang vd., 2016).
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W _EPI (300.61) Charge (+0) CE (30) FT (250): Exp 4, 15.712 min from Sample 5 (DK68N) of Damla.wiff (Turbo Spray) Max. 5.1e4 cps.
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Sekil 4.14. M3 kiitle spektrumu

Doniistim  ekstresinin  kolon kromatografisindeki %58-61 n-hekzan:etil asetat
fraksiyonundan metabolit 4 (M4, 3.2 mg) elde edildi. M4 metabolitine ait analiz sonucu [M-
H]™ 159.2 olarak bulunmakta olup kiitle spektrumu Sekil 4.15’te yer almaktadir. Kiitle
fragmenti olarak m/z 109 tespit edildi. Literatiirde taramasi sonunda M4 kiitle fragmentleri
ile protokatesik asit kiitle fragmentleri arasinda benzerlik oldugu bulundu (Kang vd., 2016,
Mendoza-Meza ve Espafia-Puccini, 2016). Extrasynthese firmasindan temin edilen
protokatesik asit ile M4 metabolitin igeren fraksiyonu mobil fazi etil asetat:n-hekzan:formik
asit (30:20:0.5) olan ITK sisteminde incelendi. Standart ile yapilan ITK c¢alismasi
protokatesik asit oldugunu dogruladi. Kiitle fragmentlerinden m/z 109 protokatesik asitten
asit grubu koptuktan sonra kalan aromatik halka ve ona bagli hidroksil gruplarinin varligini
gostermektedir (Gutierrez-Zetina vd., 2019). Protokatesik asit SK-SK spektrumunda

parcalanma iiriinii ve m/z degerleri Sekil 4.16’da yer almaktadir.
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W EPI (152.84) Charge (+0) CE (15) FT (250): Exp 3, 6.861 min from Sample 4 (DK68R) of Damla.wiff (Turbo Spray) Max. 5.1€5 cps.
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Sekil 4.15. M4 kiitle spektrumu

Sekil 4.16. Protokatesik asit SK-SK spektrumunda parc¢alanma iirtinii ve m/z degerleri
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Kersetin’in protokatesik asite doniisimii i¢in C halka yapisindan par¢alanma
tepkimesi gerceklesmistir. Bu tepkimeye ait Sekil 4.17’de yer almaktadir. Pargalanma

tepkimesinin gergeklestigi bolge kirmizi ok ile gosterildi.

O

HO
oA
HO

OH O
Kersetin Protokatesik asit

Sekil 4.17. Kersetin A. nidulans ile doniigiim tepkimesi

Protokatesik asit (3,4-dihidroksibenzoik asit) fenolik asit grubunda yer alan sekonder
metabolittir. Protokatesik asidin kimyasal formiilii Sekil 4.18’de yer almaktadir. Bilesik
yaygin olarak meyve, sebze, tahil, kiraz, sogan, liziim, kahverengi piring, biberiye, tar¢inda
bulunmaktadir (Gutierrez-Zetina vd., 2019; Kakkar ve Bais, 2014).

Protokatesik asit gri ila ten rengi bir kat1 kristal toz yapisinda olup hafif bir fenolik
kokuya sahiptir. Suda az ¢oziiniir (1:50), alkol, eter gibi organik ¢oziiciilerde yiiksek
¢cozliniirliige sahiptir (Kakkar ve Bais, 2014).

HO
OH

HO
Sekil 4. 18. Protokatesik asit (molekiil agirlig: 154) kimyasal yapisi

Protokatesik asit birgok farkli biyolojik yolak {izerinde etkisinden dolay1 farkl
farmakolojik etkileri bulunmaktadir. Bunlar antioksidan, antimikrobiyal, antikanser,
antiiilser, antidiyabetik, antiaging, anti-enflamatuvar, analjezik aktivitelerdir (Gutierrez-
Zetina vd., 2019; Kakkar ve Bais, 2014).

Protokatesik asitin biyosentezi bitkilerde sikimik asit yolagindan gergeklesirken;
insanlarda ise flavonoitlerin 6zellikle antosiyaninler, flavonoller ve prosiyaninlerin insan

bagirsak florasinda degredasyonuyla elde edilmektedir (Gutierrez-Zetina vd., 2019).
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Literatiirde kersetin’in Rhizobium loti NZP2042 ve Bradyrhizobium sp. (Lotus) ile
mikrobiyal doniisim tepkimeleri gerceklestirilmis olup doniisim metaboliti olarak
protokatesik asit tespit edilmistir (Rao vd., 1991).

4.2. Kersetin Enzimatik Transformasyon Tepkimeleri

Kersetin enzimatik transformasyon c¢alismasi lakkaz enzimi ile 6n deneme
calismasinda flavonoit yapisina uygun modifiye edilmistir. Bu metoda gore tepkime siiresi
7 giin olarak belirlendi. 7. giin sonunda enzim deaktivasyonu ile deney sonlandirildi. Elde
edilen doniigiim ekstresinde M5 ve M6 metabolitleri gdzlemlendi.

Doniisiim metabolitlerinin - SK/KS-KS analizi yapildi. Kersetin, M5 ve M6
metabolitlerinin kiitle spektrumlar1 sirasiyla Sekil 4.19, Sekil 4.20, ve Sekil 4.21°de
verilmektedir. Kersetin [M-H] degeri 300.8, M5 metabolitinin [M-H] degeri 344.8 ve M6
metabolitinin [M-H] degeri 298.8 olarak bulundu.

W _EMS: Exp 1, 12.041 min from Sample 19 (DK82Karisim) of Damla.wiff (Turbo Spray) Max. 2.4e7 cps.
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Sekil 4.19. Kersetin kiitle spektrumu
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W _EVS: Exp 1, 11.157 min from Sample 9 (DK72A) of Damla.wiff (Turbo Spray)
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Sekil 4.20. M5 metaboliti kiite spektrumu

W EVS: Exp 1, 15.726 min from Sample 9 (DK72A) of Damia.wiff (Turbo Spray)
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Sekil 4.21. M6 metaboliti kiitle spektrumu
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Kersetin’in lakkaz ile enzimatik transformasyon metabolitlerinin izolasyonu amaciyla
preparatif 6lgekte ¢aligmalar gergeklestirildi. Metabolitlerin izolasyonu i¢in mobil faz etil
asetat:n-hekzan:formik asit (30:10:0.5) olan prepI TK yontemi kullanildi.

M5 ve M6 saf olarak izole edilmis olup yapilar1 *H ve *C-NMR verileri ve kiitle
spektrumlari ile aydimlatildi. Kersetin ve izole edilen M5, M6 metabolitlerine ait *H-NMR
spektrumlari sirastyla Sekil 4.22-Sekil 4.26°de yer almakta olup *C-NMR spektrumlar:
Sekil 4.27-Sekil 4.29’da bulunurken; Kersetin, izole edilen M5 ve M6 metabolitlerine ait
spektral bulgular sirasiyla Tablo 4.1 ve Tablo 4.2°de yer almaktadir.

Kersetin spektral bilgileri

Kimyasal adlandirma: 2-(3,4-Dihidroksifenil)-3,5,7-trihidroksi-4h-kromen-4-on
(C15H1007)

'H-NMR (400 MHz, Aseton-de): 6.27 (1H, d, J=2.1 Hz, H-8), 6.52 (1H, d, J=2.1 Hz,
H-6), 7.00 (1H, d, J=8.5 Hz, H-5’), 7.70 (1H, dd, J=8.5 Hz, Jo=2.2 Hz, H-6"), 7.83 (1H, d,
J=2.2 Hz, H-2’), 7.94 (1H, bs, OH-3), 8.27 (1H, bs, OH-3"), 8.48 (1H, bs, OH-4’), 9.61(1H,
bs, OH-7), 12.15 (1H, bs, OH-5).

13C-NMR (100 MHz, Aseton-d6): 94.55 (C-8), 99.25 (C-6), 104.24(C-10), 115.87
(C5°), 116.31 (C-6’), 121.56 (C-2°), 123.88 (C-17), 136.84 (C-3), 145.88 (C-3°), 147.02 (C-
4%), 148.41 (C-2), 157.86 (C-9), 162.40 (C-5), 165.03 (C-7), 176.64 (C-4) (Charisiadis vd.,
2014, Puranik ve Srivastava, 2017).

MS (ESI) (m/z) [M + H]: 300.8

M5 spektral bilgileri

'H-NMR spektrumu baslangi¢ bilesigi olan kersetin’e ait spektrumlar ile
karsilastirildiginda kersetin’in 2 (5.06 ppm, s) ve 3 (4.47 ppm, s) konumunda yer alan
karbonlar arasinda cifte bag bulunmaktadir. M5 metabolitine ait spektrumda belirtilen ppm
araliginda singlet piklere Kkarsilagilmamasi buradaki ¢ifte bagin doyuruldugunu
gostermektedir. Kersetin’de 7 (9.61 ppm, s), 3° (8.27 ppm, s) ve 4’ (8.48 ppm, s)
konumlarinda yer alan hidroksi gruplarinin yerine M5’te 7 (3.50 ppm, s), 3’ (3.64 ppm, s)

ve 4’ (3.56 ppm, s) konumlarinda metoksi bulunmaktadir.

13C-NMR spektrumu baslangic bilesigi olan kersetin’e ait spektrumlar ile
karsilastirildiginda 7 (62.77 ppm), 3’ (64.37 ppm) ve 4’ (63.57 ppm) pikleri M5’te bu ii¢
konuma metoksi eklendigini gostermektedir.
Kimyasal adlandirma: 2-(3,4-Dimetoksifenil)-3,5-dihidroksi-7-metoksikroman-4-on
Ci1sH1807
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'H-NMR (300 MHz, Aseton-ds): 3.50 (3H, s, MeO-7), 3.56 (3H, s, MeO-4), 3.64 (3H,
s, MeO-3°), 4.47 (1H, s, H-3), 4.73 (1H, bs, OH-3), 5.06 (1H, s, H-2), 7.15 (1H, s, H-8), 7.32
(1H, d, J=7.40 Hz, H-6), 7.58 (1H, t, J=7.40 Hz, H-5"), 7.70 (1H, d, J=7.30 Hz, H-2), 8.00
(1H, dd, J=7.34 Hz, J0=2.70 Hz, H-6’), 12.69 (1H, bs, OH-5).

13C-NMR (75 MHz, Aseton-ds): 62.77 (MeO-7), 63.57 (MeO-4’), 64.37 (MeO-3"),
72.54 (C-3), 78.87 (C-2), 89.56 (C-8), 95.09 (C-6), 105.84 (C-10), 122.05 (C-2’, C-5"),
129.37 (C-17), 133.02 (C-6°), 142.61 (C-4’), 149.75 (C-3°), 154.79 (C-9), 167.51 (C-5),
179.45 (C-7), 188.37 (C-4) (Puranik ve Srivastava, 2017).

MS (ESI) (m/z) [M + H]": 344.6

M6 spektral bilgileri

'H-NMR spektrumu baslangic bilesigi olan kersetin’e ait spektrum ile M6
metabolitine ait *H-NMR spektrumu karsilastirildiginda 2 (5.06 ppm, s) ve 3 (4.57 ppm, s)
konumunda yer alan karbonlar arasinda ¢ifte bag bulunmaktadir. M6 metabolitine ait
spektrumda belirtilen ppm araliginda singlet piklere karsilagilmamasi buradaki ¢ifte bagin
doyuruldugunu gostermektedir. M6’te kersetin’de yer alan 5 (12.15 ppm, s) ve 4’ (9.61 ppm,
s) hidroksi piklerinin yerine 5 (3.58 ppm, m) metil ve 7 (3.92 ppm, s) metoksi pikleri
gbzlemlenmektedir. 3 konuma bagli hidroksi gruplarinin kopmasindan dolay1 kersetinde
7.94 ppm, s olarak bulunan pik metabolitte gdzlemlenmemektedir.

13C-NMR spektrumu baslangi¢ bilesigi olan kersetine ait spektrumlar ile
karsilastirildiginda kersetin bilesigine 5 (41.03 ppm) konumunda metil ve 7 (63.53 ppm)
konumlarinda da metoksi eklenmesiyle M6 elde edildi.

Kimyasal adlandirma: 3-Hidroksi-2-(4-hidroksifenil)-7-metoksi-5-metilkroman-4-on
C17H1605

'H-NMR (300 MHz, Aseton-ds): 3.63 (3H, m, Me-5), 3.92 (3H, s, MeO-7), 4.05 (1H,
s, OH-4"),4.46 (1H, s, H-3), 5.06 (1H, s, H-2), 5.62 (1H, s, OH-4"), 7.35 (2H, dd, J=5.5 Hz,
Jo=3.7 Hz, H-6), 7.15 (1H, m, H-8), 7.58 (2H, dd, J=8.1 Hz, Jo=2.2 Hz, H-3’, C-5), 7.69
(2H, dd, J=9.8 Hz, Jo=1.7 Hz, H-2’, C-6’).

13C-NMR (75 MHz, Aseton-ds): 41.03 (CHs-5), 63.53 (MeO-7), 72.56 (C-3), 82.03
(C-8), 85.49 (C-2), 85.72 (C-6), 120.51 (C-3’, C-5"), 128.17 (C-2°, C-6’), 134.16 (C-1’, C-
4%), 149.14 (C-9), 160.82 (C-5), 179.01 (C-7), 187.55 (C-4) (Puranik ve Srivastava, 2017).

MS (ESI) (m/z) [M + H]": 298.7

70



900
850
800
750
=700
650
600
550
500
450
400
F350
-300
250
200
150
=100

50

POKW qo RRRRRReS R aaad B
v e
A(s)
1215
D)
7:94
|
1
l Ao o l TS S WE | W—
b3 ¥ | ! 31
8 & RN R q 59
= — JE R 554
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
135 13.0 125 120 115 11.0 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05
f1 (ppm)

DK36-A.1.fid

—12.69

@)
7.32

E )
7.58

G (dd)
8.00

Sekil 4.22. Kersetin’in *H-NMR spektrumu

X
T

176.23
G7.92

303 -

450

400

F350

F300

250

~200

-150

r100

r50

0

16 15 14 13

=8 = a T

8 7 6
f1 (ppm)

71

i =

* 4,48
w4

Sekil 4.23. M5 metaboliti *H-NMR spektrumu



r2.4
r23
r2.2
F2.1
20
1.9

771
~7.60
759
~7.56
_-7.33
~7.31
—7.15
—506

473
447
{447

= = = = = = - .8

FL.7
ri6
Fris
ri4
F (d) L3
rl.2
rl.1
rio
09
08

G (dd) E@)| |c@|poe A (s) 1B (s)
8.00 7.58 F32 N TAS 5.06 447

06
, 105
04
0.3
0.2

A A Mebivimye 3 e ot H0.0

k ~0.1
a F-0.2
49 47 45 43

T T T T T T T T T T T T T T T T Tt

69 67 65 63 61 59 57 55 53 5
f1 (ppm)

Sekil 4.24. M5 metaboliti *H-NMR spektrumu 4-8 ppm aralig:

=10 I
3

72



DK-96-B.1 fid

771
771
7.69
7.68
7.60
7.59
7.57
7.56
7.35
7.35
7.16
7.15
44

B (dd)
7.58

A (dd) c(s)
7.70 563

100
d93

dos —
40205+~
fg9.03~
4885,

B (dd)
758

T T

12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -4 -2 -3
f1 (ppm)

Sekil 4.25. M6 metaboliti *H-NMR spektrumu

7.16
7.15
7.14
563

—506
446

S
7.

A (dd)
7.70

G (dd)
735

H(d) C(s) 1(s) 1(s)
7.14 5.63 |5.06 4,46

99 I

38 I

" L ¥

w s 0
-

142 I

900

800

=700

600

500

400

F300

200

~100

0

=

»0e3 I

978777

g

T

T T T

1 = : N
T LA S S L SO U S TS S T B S T £ S S e S L O S S S e S . o
757473727170696867666564636261605958575655545352515049484.746454443

f1 (ppm)

Sekil 4.26. M6 metaboliti *H-NMR spektrumu 4-8 ppm aralig:

73

H2



CARBON_O1 A 338 ¥88% 3
POKW 8 BEE 58 §
— — N —

[ N P |

1

[ Rt i B S T+
@NOMNGO Ao
foggu T Non
NN OO T T
HeAHAA AHoo
SNy VNS

90000

~80000

70000

60000

50000

40000

30000

20000

10000

0

T T T T T T T T T T T T T T T
230 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90

f1 (ppm)

T

80

T

70

60

50

Sekil 4.27. Kersetin'in 3C-NMR spektrumu

74

40

10

T
-10



DK96-4.2.fid FR O T
BBbiabBsB
885853838
B ki d Bhe BB 9 me sesrns PoRhoby
5] [ r~ =] =) g, 200 DU IO P Y
b e 5 9 0Has 89y 2 B8 RNIBYE8 ARABANA
| (. | llN AN T T SSSNIA Sl
1
| A s | 1] |K | 1| | | *“

22000
21000
~20000
19000
~18000
~17000
16000
15000
~14000
~13000
12000
~11000
~10000
2000
8000
~7000
6000
5000
4000
3000
2000
1000

~1000
=-2000

TP T e oo Sy T 7 e T TR, P PN T P T PR T e ey e et PR el i R e TS AT [T AT S e e s e e e S
60 250 240 230 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 O -10 -20 -30 -40 -50 -60

DK-96-B.2 fid

—187.55
—179.01

f1 (ppm)

Sekil 4.28. M5 metaboliti *C-NMR spektrumu

o =+ o —
@ — =0 @ QMmoo o p
=] g o ec ] ~ ~OYQ N W Q
a8 =+ [ RES] =1 woo o of —
— — oo - mmo ~ g =+
I I 20N | NI

120000

~110000

~100000

90000

80000

70000

60000

~50000

40000

30000

20000

10000

-0

~-10000

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
60 250 240 230 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 O -10 -20 -30 -40 -50 -60

f1 (ppm)

Sekil 4.29. M6 metaboliti 3C-NMR spektrumu

75



Tablo 4.1. Kersetin, M5 ve M6 'ya ait *H-NMR spektral bulgular

Kersetin Metabolit 5 Metabolit 6
IH-NMR (400 MHz) & C IH-NMR (300 MHz) & C IH-NMR (300 MHz) 6 C
- c2 5.06 s (1H) c2 5.06 s (1H) c2
- C3 4.47 s (1H) C3 457 s (1H) C3
- c4 - c4 - c4
- C5 - C5 - C5
6.52 d, J=1.6 Hz (1H) C6 7.32d,J=7.26 (1H) C6 7.34 dd, J=7.8 Hz, C6
Jo=1.3 Hz (1H)
9.61's (1H) c7 - c7 - c7
6.26 d, J=1.6 Hz (1H) c8 7.14 s (1H) c8 7.16-7.14 m (1H) c8
- C9 - C9 - C9
- C10 - C10 - C10
- Ccr’ - Ccr’ - cr
7.83d, J=2 Hz (1H) c2 7.69 d, J=7.83 (1H) c2 7.69 dd, J=8.0 Hz, c2
Jo=1.6 Hz (1H)
- Cc3’ Cc3’ 7.58 dd, J=7.5 Hz, Cc3’
Jo=2.1 Hz (1H)
- c4 c4 - c4
7.00d, J=8.8 Hz (1H) C5’ 7.581, J=7.68 Hz (1H) C5’ 7.58 dd, J=7.5 Hz, C5’
Jo=2.1 Hz (1H)
7.71dd, J=8.8 Hz, ce6’ 8.00 dd, J=7.74, Jo= ce’ 7.69 dd, J=8.0 Hz, ce’
Jo=2.2 Hz (1H) 2.04 (1H) Jo=1.6 Hz (1H)
12.15s (1H) C5 473 s (1H) C3 3.92 s (1H) 7
(OH) OH OCH,
7.94 s (1H) C3 12.68 s (1H) C5 3.58 m (1H) 5
(OH) OH CHs
8.27 s (1H) c3 3.50's (3H) c7 5.62's (1H) 30H
(OH) OCH3
8.48 s (1H) c4 3.64's (3H) c3 4.04's (1H) 4
(OH) OCHgs; OH
3.555 (3H) c4
OCH3;

J: Kimyasal kayma ppm; C: Karbon atomu
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Tablo 4.2. Kersetin, M5 ve M6 'ya ait 3C-NMR spektral bulgular

Kersetin Metabolit 5 Metabolit 6

BC-NMR (100MHz) 6 C  3BC-NMR (75 MHz) ¢ C BC-NMR (75 MHz) 6  C
148.4126 C2 78.87 C2 89.14 C2
136.841 C3 72.54 C3 72.56 C3
176.641 C4 187.97 C4 179.01 C4
162.407 C5 167.51 C5 169.15 C5
99.251 C6 95.09 C6 85.41 C6
165.036 C7 179.45 C7 160.82 C7
94.549 C8 89.57 C8 82.00 C8
157.865 C9 154.79 C9 155.80 C9
104.242 C10 105.84 C10 107.81 C10
123.887 cr 129.37 cr 128.47 cr
121.563 c2’ 122.06 c2 128.17 c2
145.886 C3’ 149.75 Cc3’ 120.51 Cc3’
147.022 c4 142.61 c4 134.16 c4
115.871 Cs’ 122.06 C5’ 120.51 C5’
116.313 Cce’ 133.02 Cco6’ 128.17 Cco6’

63.53 7

OCHs3

41.03 5

CH;

J: Kimyasal kayma ppm; C: Karbon atomu
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Sekil 4.30°da kersetin’in lakkaz ile enzimatik transformasyon tepkimesi yer

almaktadir.

OH O

Kersetin M5 M6

Sekil 4.30. Kersetin’in lakkaz ile enzimatik transformasyon tepkimesi

4.3. Hesperidin Mikrobiyal Transformasyon Tepkimeleri

Hesperidin’in mikrobiyal transformasyon on deneme calismalarinda kersetin ile
yapilan c¢alismaya benzer sekilde 25 mikroorganizma kullanildi. Bu ¢aligmalar sonucunda
hesperidin’in mikrobiyal transformasyon déniisiim metabolit varligi ITK analizi ile
degerlendirildi. Elde edilen ITK plak goriintiilerine gore suslardan sadece dokuzunda
doniisiim gozlemlendi. Bu suslardan ikisi bakteri (Bacillus subtilis var. clausii ve
Streptococcus thermophilus), biri maya (Sporobolomyces pararoseus) ve besi de farkli tiirde

funguslar olarak tespit edildi. Bu mikroorganizmalar Sekil 4.31°de gosterilmistir.

Bacillus subtilis var. clausii
ATCC 9799

Alternaria alternata Aspergilllus niger
NRRL 20593 ‘ t ‘ ATCC 10549
Rhizopus stolonifer - . qe Fusarium solani
MF461023.1 Hesperldln ATCC 1284
Penicillium claviforme l Saccharomyces cerevisiae
MR 376 ATCC 9763
Sporobelomyces pararoseus
ATCC 11385

Sekil 4.31. Hesperidin mikrobiyal transformasyon mikroorganizmalar

On deneme calismalarindan elde edilen veriler dogrultusunda metabolitlerin
izolasyonu amaciyla preparatif olgekte calismalar gerceklestirildi. Fusarium solani ve
Penicillium claviforme suslar1 ile 6n deneme ¢alismalarinda mikrobiyal transformasyon
gozlenmesine ragmen preparatif olgek caligmalarda suslarin biiytimesi ile ilgili sorunla

karsilagildigi i¢in metabolit izolasyonu gergeklestirilemedi.
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Hesperidin preparatif 6lgekte 5 farkli mikroorganizma ile g¢alisildi. Bu galismalar
sonucunda dontisiim ekstreleri elde edildi. Dontisiim ekstrelerinden hareketle izolasyon
islemi gergeklestirildi. Bu ¢alismalar kapsaminda Alternaria alternata ve Bacillus subtilis
var. clausii doniisim metabolitleri izole edilip yapis1 aydinlatildi. Rhizopus stolonifer ve
Sporobolomyces pararoseus ile preperatif olgek caligmalar gergeklestirilmesine ragmen
metabolitlerin miktarinin az olmasindan dolay1 yapi tayini yapilamadi.

- Bacillus subtilis var. clausii doniisiim tepkimesi

Bacillus subtilis var. clausii doniisiim ekstresinden metabolit eldesi manuel kolon ile
gerceklestirildi. Toplanan %80-90 n-hekzan:etil asetat fraksiyonu ile ikinci kez manuel
kolon ile galisildi. Kurulan ikinci kolondan alinan %10-20 n-hekzan:etil asetat fraksiyonu
ile prepiTK yapilarak 12.5 mg Metabolit M7 izole edildi. Hesperidin’den daha polar olarak
elde edilen M7 metaboliti iTK plaginda 365 nm’de pembemsi renkte olup 254 nm’de siyah

leke vermektedir.

Hesperidin’in ve izole edilen M7 nin kiitle spektrumlari sirasiyla Sekil 4.32 ve Sekil
4.33°de; H-NMR spektrumlari Sekil 4.34-Sekil 4.36;'*C-NMR spektrumlar1 Sekil 4.37 ve
Sekil 4.38’de bulunurken; hesperidin ve izole edilen M7 metabolitine ait spektral bulgular
Tablo 4. 3’te yer almaktadir.

- Hesperidin spektral bilgileri

Kimyasal adlandirmast: (2S)-5-Hidroksi-2-(3-hidroksi-4-metoksifenil)-7-
(((2S,3R,5S,6R)-3,4,5-trihidroksi-6-((((2S,3R,4R,5R)-3,4,5-trihidroksi-6-metiltetrahidro-
2H-piran-2-il)oksi)metil)tetrahidro-2H-piran-2-il)oksi)kroman-4-on (C2sH34015)

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): 1.08 (3H, d, J=6.0 Hz, Me-5>"), 2.76 (1H, dt, J=16.8
Hz, Jo=4.7 Hz, H-30), 3.13 (1H, m, H-5"*"), 3.21 (1H, m, H-4>>), 3.25 (1H, dd, J=8.9 Hz,
Jo=4.4 Hz, H-3B), 3.39 (1H, t, J=4.3 Hz, H-3>>), 3.42 (1H, t, J=4.3 Hz, H-2>>"), 3.53 (1H,
m, H-5"’), 3.62 (1H, t, J=4.1 Hz, H-3"), 3.76 (1H, s, -OMe-4)4.46 (1H, d, J=6.0 Hz, H-
2°%), 4.51 (1H, d, J=1.6 Hz, H-4"), 4.59 (1H, d, J=4.5 Hz, H-6""«), 4.67 (1H, d, J=5.5 Hz,
H-6""B), 4.97 (1H, d, J=5.5 Hz, H-1"""), 5.38 (1H, d, J=4.9 Hz, H-1"), 5.51 (1H, dd, J=12.2
Hz, Jo=3.3Hz, H-2), 6.12 (2H, dd, J=6.4 Hz, Jo= 2.2 Hz, H-2’-H6’), 6.90 (1H, d, J=8.1, H-
5%), 6.93 (2H, dd, J=5.2 Hz, Jo= 3.2 Hz, 6H-8H), 9.08 (1H, s, OH-3"), 12.01 (1H, s, OH-5).

13C-NMR (100 MHz, DMSO-ds): 17.83 (Me-C5°"), 42.04 (C-3), 55.68 (OMe-C4"),
66.03(C-6"), 68.31 (C-2"), 69.58 (C-4>), 70.26 (C-3>>"), 70.69 (C-5>""), 72.06 (C-3"),
72.98 (C-27"), 75.51 (C-4’"), 76.26 (C-5"), 78.37 (C-2), 96.37 (C-8), 99.43 (C-6), 100.60
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(C-1""), 103.31 (C-10), 112.02 (C-3"), 114.14 (C-6"), 117.94 (C-2"), 130.89 (C-1"), 130.96
(C-17"), 146.45 (C-5"), 147.95 (C-4"), 162.49 (C-9), 163.03 (C-5), 165.13 (C-7), 197.02 (C-
4) (Jadeja vd., 2017).

KS (ESI) (m/z) [M + H]": 608.6
- M7 spektral bilgileri

'H-NMR spektrumu hesperidin’e ait spektrumlar ile karsilastirildiginda seker
gruplarimin varligini gosteren 5.38-3.15 ppm araligindaki pikler gézlemlenmedi. Ayrica
seker grubundaki metile ait 1.07 piki (3H, d, J=6.0 Hz) sadece hesperidin spektrumunda yer
almaktadir. Hesperidin’de bulunan 2 hidroksi grubunun pikleri 12.01 ppm ve 9.08 ppm’de
gozlemlenirken; M7 metabolitine ait spektrumda hidroksi pikleri 12.18 ppm, 9.60 ppm ve
7.73 ppm’de singlet olarak gézlendi.

Hesperidin 3C-NMR spektrumunda 66-130 ppm araligindaki pikler seker grubuna ait
olup ayn1 zamanda seker grubundaki metile ait pik 1.83 ppm’de gozlemlenmektedir. M7
metabolitinde 56.33 ppm’de metoksi piki goézlemlenirken; ayni pik hesperidin’de 55.66
ppm’de bulunmaktadir.

Elde edilen NMR ve kiitle spektrum degerlerine gére M7 metabolitinin hesperidin
bilesiginin aglikon formu olan hesperetin oldugunu tespit edildi.

Kimyasal adlandirmast: 5,7-Dihidroksi-2-(3-hidroksi-4-metoksifenil)kroman-4-on

(C16H1406)

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): 2.76 (1H, dd, J =3.1 Hz, Jo=0.8Hz, H-3a), 3.18 (1H
dd, J =4.5 Hz, Jo=1.0 Hz, H-3p), 3.87 (3H, s, OMe-4'), 5.51-5.40 (1H, m, H-2), 5.96 (1H,
dd, J= 2.2 Hz, Jo= 0.7 Hz, H-8), 5.98 (1H, dd, J = 2.23 Hz, Jo=0.9 Hz, H-6), 6.99 (1H, d,
J=1.7 Hz, H-2"), 7.08 — 7.03 (2H, m, H-5', H-6"), 7.73 (1H, s, OH-3"), 9.67 (1H, s, OH-7),
12.19 (1H, s, OH-5).

13C-NMR (100 MHz, Aseton-ds): 43.53 (C-3), 56.33 (OMe-4"), 79.82 (C-2), 95.88 (C-
8), 96.83 (C-6), 103.23 (C-10), 112.32 (C-5'), 114.39 (C-2'), 118.78 (C-6"), 132.82 (C-1"),
147.61 (C-3"), 148.71 (C-4'), 164.29 (C-5), 165.29 (C-9), 167.42 (C-7), 197.14 (C-4)
(Fletcher, 2011).

HRMS (ESI) (m/z) [M + H]* 303.0863
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[ _EMS: Exp 1, 11.147 min from Sample 16 (DK73F) of Damla.wiff (Turbo Spray)
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Sekil 4.37. Hesperidin 3C-NMR spektrumu
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Tablo 4. 3. Hesperidin ve M7 ye ait spektral bulgular

Hesperidin Hesperetin (M7)
!H-NMR (400 MHz) C BC-NMR  'H-NMR (400 MHz) C BC-NMR
o (100 MHz) o (100 MHz)
o o
5.49 dd, J=12.2 Hz, C2 78.37 5.45-5.41 m, 3.0 Hz Cc2 79.82
Jo=3.3Hz (1H) (1H)
2.76 dt, J=16.8 Hz, C3a 42.04 2.78dd, J =3.1 Hz, C3a 43.53
Jo=4.7 Hz (1H) Jo=0.8Hz (1H)
3.24 dd, J=8.9 Hz, C3p 3.16 dd, J =4.5 Hz, C3p -
Jo=4.4 Hz (1H) Jo=1.0 Hz (1H)
- C4 197.02 - C4 197.14
12.01 bs (1H) C5 163.03 12.18 s (1H) C5 164.29
OH OH
6.93 dd, J=5.2 Hz, C6 99.43 5.98dd, J=2.2 Hz, Cé 96.83
Jo= 3.2 Hz (2H) Jo=1.1 Hz (1H)
- c7 165.13 9.60 s (1H) C7-OH 167.42
6.93 dd, J=5.2 Hz, C8 96.37 5.95dd, J= 2.2 Hz, Cc8 95.88
Jo=3.2 Hz (1H) Jo= 0.7 Hz (1H)
- C9 162.49 - C9 165.29
- C10 103.31 - C10 103.23
- cr 130.89 - cr 132.82
6.13 dd, J=6.4 Hz, c2 117.94 6.98 dd, J= 2.4 Hz, c2 114.39
Jo=2.2 Hz (1H) Jo=0.7 Hz (1H)
9.08 bs (1H) C3 112.02 7.73 s (1H) Cc3 147.61
OH OH
- c4 147.95 - c4 148.71
6.89 d, J=8.1 (1H) C5’ 146.45 7.08 —7.03m (1H) C5’ 112.32
6.13 dd, J=6.4 Hz, ce’ 114.14 7.08 —7.03 m (1H) ce’ 118.78
Jo=2.2 Hz (1H)
5.38d, J=4.9 Hz (1H) Cc1» 130.96 3.87s(3H) C4’-CHs 56.33
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Tablo 4.3. (Devam)Hesperidin ve M7 ye ait spektral bulgular

Hesperidin Hesperetin (M7)
'H-NMR (400 MHz) C BC-NMR 'H-NMR C BC-NMR
o (100 MHz) 6 (400 MHz) & (100 MHz) 6

4.46d,J=6.0 Hz (1H)  C2” 72.98
3.63t,J=4.1Hz (1H)  C3” 72.06
4.51d, J=1.6 Hz (1H) Cc4” 69.58
3.53m (1H) Cc5” 76.26
4.59d, J=4.5 Hz (1H) c6” 66.03

467d,J=55Hz (IH)  C6”

497d,J=55Hz (1H)  CI>” 100.60
341t,J=43Hz (1H)  C2 68.31
3.39t,J=43Hz (1H)  C3 70.26
3.24 m (1H) 4 75.51
3.13 m (1H) cs” 70.69
1.07d,J=60Hz (3H) C5” 17.83
CHs
3.76 s (3H) c4’ 55.66
OCHs

J: Kimyasal kayma ppm, C: Karbon atomu

Hesperetin (3',5,7-trihidroksi-4'-metoksi flavanon) flavanon yapisinda bir flavonoittir.
Hesperidin’in aglikon yapisi olup hesperidin’den seker gruplarinin ayrilmasi sonucu

olusmaktadir (Salehi vd., 2021). Hesperetin’in kimyasal formiilii Sekil 4.39’da yer

Cr
HO (0]
O OH

OH O

almaktadir.

Sekil 4.39. Hesperetin kimyasal formiilii (molekiil agiriigr: 302)
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Hesperetin yaygin olarak geng narenciye meyvesinde (Rutaceae), ayn1 zamanda Citrus
sinensis L. kabugunda ve portakal suyunda bulunmaktadir. Ayrica domates, elma ve
ciceklerde de bol miktarda bulunmaktadir (Salehi vd., 2021). Hesperetin hidrofobik bir
yapiya sahip ¢ogu flavonoit yapisindaki bilesige benzer sekilde suda ¢oziiniirliigii zayif olup
gastrointestinal sistemde diisiik absorbsiyona sahiptir (Costa vd., 2019; Parhiz vd., 2015).

Ayrica, hesperetin'nin  hemoroit tedavisinde ve ayrica ameliyat sonrasi
tromboembolizmi 6nlemede oldukga etkili olan vazoprotektif bir ajan oldugu bilinmektedir.
Hesperetin umut vaat edici antioksidan (esas olarak serbest radikallerin siiptiriicii olarak iglev
goriir), Ostrojenik, anti-enflamatuvar, antikanser, antidiyabetik, antiaterojenik ve
kardiyoprotektif etkiye sahiptir. Hesperetin bagirsak bakterilerinin etkisiyle hesperidin’in
hidrolizinden elde edilebilmektedir (Parhiz vd., 2015; Salehi vd., 2021).

Bitki ve mikroorganizmada hesperetin sentezi eriodiktiyol 4'-O-metiltransferaz
enzimiyle gergeklesmektedir. Hesperetin biyosentezi Sekil 2.4’te yer almaktadir.
Hesperetin, 7-O-glukosiltransferaz C-7 konumunda glikozile edilerek glikoz baglanmakta
olup hesperetin-7-O-glikoz olusmaktadir. Yapisinda glikoz ve ramnozdan olusan iki seker
grubu tastyan hesperedin’i elde etmek i¢in 1,2-ramnosiltransferaz enzimi tarafindan glukozil
kisminin 2°-OH grubuna ramnoz baglanmaktadir (Balasundram vd., 2006; Karim vd., 2021;
Patel, 2018).

Literatiirde mikrobiyal transformasyon c¢alismalar1 kapsaminda Aspergillus ve
Cunninghamella cinsleri, Rhizopus stolonifer, Gliocladium roseum, Paecilomyces variotii,
Streptomyces griseus mikrobiyotadan izole Pichia kluyverii insan feges florasi kullanilarak
hesperidin’den hesperetin doniisiimleri gézlemlenmistir (Cheng vd., 2015; Dodda vd., 2012;
Escudero-Lopez vd. 2016; Kim vd., 1998; Madeira vd., 2014; Nakajima vd., 2016; Nakajima
vd., 2017; Sordon vd., 2016; Wang vd., 2005).

Tez caligmasi kapsaminda yer alan alt1 bakteri ile yapilan mikrobiyal transformasyon
calismasina ait ITK plak goriintiileri 365 nm’deki Sekil 4.40’ta ve 254 nm’deki Sekil 4.41°de
yer almaktadir. ITK calismasinda mobil faz olarak etil asetat:n-hekzan:formik asit
(30:20:0.5) hazirland1. Bu ITK plaginda bulunan metabolit (hesperetin) Bacillus subtilis var.
clausii izole edildi. Izole edilen metabolit Streptococcus thermophilus doniisiim
ekstrelerinde de gozlemlenmektedir. Diger bakterilerde hesperetin  doniistimii

gbzlemlenmedi.
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Sekil 4.40. Bakterilerle hesperidin'in mikrobiyal transformasyon 365 nm'de ITK goriintiisii

Hes: Hesperidin, Hst: Hesperetin, DKA-H: Bacillus subtilis var. clausii doniisiim ekstresi; DKA: Bacillus
subtilis var. clausii kor ekstresi; DKB-H: B. coagulans doniisiim ekstresi; DKB: B. coagulans kor ekstresi;
DKC-H: B. subtilis var. notto doniisim ekstresi; DKC: B. subtilis var. notto kor ekstresi; DKD-H:
Lactobacillus fermentum doniistim ekstresi; DKD: L. fermentum kor ekstresi; DKE-H: L. rhomnosus doniisiim
ekstresi; DKE: L. rhomnosus kor ekstresi; DKF-H: Streptococcus thermophilus doniisiim ekstresi; DKF: S.
thermophilus kor ekstresi
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Sekil 4.41. Bakterilerle hesperidin'in mikrobiyal transformasyon 254 nm'de ITK gériintiisii

H: Hesperidin, Hst: Hesperetin, DKA-H: Bacillus subtilis var. clausii doniisiim ekstresi; DKA-kor: Bacillus
subtilis var. clausii kor ekstresi; DKB-H: B. coagulans doniisiim ekstresi; DKB-kor: B. coagulans kor ekstresi;
DKC-H: B. subtilis var. notto doniisiim ekstresi; DKC-kor: B. subtilis var. notto kor ekstresi; DKD-H:
Lactobacillus fermentum doniisiim ekstresi; DKD-kor: L. fermentum kor ekstresi; DKE-H: L. rhomnosus
donligiim ekstresi; DKE-kor: L. rhomnosus kor ekstresi; DKF-H: Streptococcus thermophilus doniisiim

ekstresi; DKF-kor: S. thermophilus kor ekstresi

- Alternaria alternata doniigiim tepkimesi

Alternaria alternata ile gergeklestirilen preperatif olgekten elde edilen doniisiim
ekstresi ile manuel kolon kromatografi ¢alismasi gergeklestirilmistir. Bu ¢alisma sonucunda
dontisiim ekstresinde tespit edilen {i¢ metabolitten ikisinin yapisi spektroskopik yontemlerle
aydinlatilirken; biri literatiirle destekli olasi bilesik olarak tespit edildi.

Kolondan elde edilen %40-50 n-hekzan:etil asetat fraksiyonunda metabolit olarak M7
(Hesperetin) gozlemlenirken; fraksiyonda ayrica M8 metaboliti gézlemlenmektedir. M8 ait
kiitle spektrumu Sekil 4.42°de yer almakta olup M8 [M-H]™ 254.9 olarak bulundu. NMR

analizi i¢in yeterli miktarda metabolit elde edilememistir.
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Sekil 4.42. M8 metaboliti kiitle spektrumu

Literatiirde kiitle spektroskopisinden yola ¢ikilarak arastirildiginda pinosembrin ile
benzer SK/KS-SK kiitle fragmentleri gozlemlendi. Pinosembrin’in ITK analizden elde
edilen goriiniir bolgede gostermis oldugu morumsu leke doniisiim metabolitinin ITK
goriintiisii ile benzerlik gostermektedir (Melaku vd., 2017; Sang vd., 2012). Bu bilgiden yola
cikilarak Sigma-Aldrich firmasindan temin edilen pinosembrin ile doniisiim ekstresinden
elde edilen fraksiyonla ITK ¢alismas1 gerceklestirildi. Bu ¢alismaya ait Sekil 4.43’te yer
almaktadir. Mobil faz olarak etil asetat:n-hekzan:formik asit (30:20:0.5) kullanilmis olup Rf
degeri 0.38 olarak hesaplandi.
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Sekil 4.43. Kolon fraksiyonu (Fr), Pinosembrin (Pino) ve Hesperidin (H) 254 nm ve 365nm'de ITK goriintiisii

Elde edilen fraksiyonun ve firmadan alinan pinosembrin bilesiginin ITK ve SK-KS
analiz sonuglarma goére metabolitimizin pinosembrin oldugunu dogrulandi. Hesperidin’in
seker gruplarinin koparilip B halkasinda bulunan 3’ konumundaki hidroksi ve 4’ metoksi

konumundaki gruplarinin kopmasi sonucu olusmaktadir. Pinosembrin’in kimyasal formiilii

Sekil 4.44’te yer almaktadir.
HO ! 0 O

OH O
Sekil 4.44. Pinosembrin’in (molekiil agiritk: 256) kimyasal yapust

Pinosembrin (5,7-dihidroksiflavanon) flavanon yapisinda bir flavonoittir. Pinosembrin
cogunlukla propolis i¢eriginde bulunmaktadir. Ayrica Peperomia Ruiz & Pav. ve Piper L.
cinsleri ve Asteraceae familyasinda bulunan bitkilerden de izole edilmistir. Pinosembrin,
diisiik bir molekiiler agirliga ve lipofilik 6zellige sahiptir, bu da kan-beyin bariyerinden
(BBB) kolayca gegmesine izin vermektedir. Bu bilesigin anti-enflamatuvar, antioksidan,
antibakteriyel ve noroprotektif aktiviteleri ile ilgili ¢alismalar gergeklestirilerek
farmakolojik etkisi kanitlanmistir. Ayrica pinosembrin'in iskemik inme tedavisi tizerinde de

olumlu etkisi gdzlemlenmektedir. Bu etkisinden dolay1 Cin Gida ve ilag Dairesi (CFDA)
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tarafindan iskemik inme tedavisi icin yeni bir ila¢ olarak onaylanmistir ve Faz II klinik
deneme siireci baslatilmistir (Lan vd., 2016; Rasul vd., 2013; Shen vd., 2019; Yang vd.,
2012).

Bitkilerde pinosembrin ii¢ enzimin etkisiyle fenilalanin'den sentezlenir: fenilalanin
amonyak liyaz, 4-kumarat CoA ligaz ve kalkon sentaz olmak tizere. Bu bilgi dogrultusunda
biiyiikk Olgekte tretimi gergeklestirebilmek igin Saccharomyces cerevisiae ve E. coli
rekombinant gen transferi ile glikozdan basariyla sentezlenmektedir. Ayrica endiistriyel
boyutlarda iiretim i¢in primer amin veya siilfamit kullanilarak pinosembrin kimyasal olarak
sentezlenmesi i¢in yontem gelistirilmektedir (Lan vd., 2016; Yan vd., 2005; Yuan vd., 2008).

Ayni kolon kromatografisinin %50-52 n-hekzan:etil asetat fraksiyonundan M9 (3.6
mg) izole edildi. ITK plaginda 365 nm’de turuncu-pembe renkte olup hesperidin’den daha
apolar bir yapiya sahipti. HRMS analizi sonucunda [M-H]* 288.2916 bulundu. M9
metaboliti daha Once literatiirde eriodiktiyol olarak tanimlandigi goriilmistiir (Silva vd.,
2015). izole edilen M9’ya ait kiitle, *H-NMR ve *C-NMR spektrumu verileri sirasiyla Sekil
4.45, Sekil 4.46 ve Sekil 4. 47°de bulunurken; M9 metabolitine ait spektral bulgular Tablo
4.4’te yer almaktadir.

M9 spektral bilgileri

Hesperidin  NMR analizlerinde ¢6ziicii olarak DMSO-d6 kullanilirken; M9
metabolitinde aseton-d6 ¢oziiciisii kullanildi. *H-NMR spektrumu hesperidin’e ait
spektrumlar ile karsilastirildiginda seker gruplarmin varligini gosteren 5.38-3.15 ppm
araligindaki pikler gézlemlenmedi. Ayrica seker grubundaki metile ait 1.07 (3H, d, J=6.0
Hz) sadece hesperidin spektrumunda bulundu. Hesperidin’de bulunan 2 hidroksi grubunun
pikleri 12.01ppm ve 9.08 ppm’de gozlemlenirken; M9 ait hidroksi pikleri 12.68 ppm, 9.45
ppm 8.98 ppm ve 8.54 ppm’de singlet olarak bulundu. Hesperidin’de 3.76 ppm’de gelen
metoksi piki M9’da gozlemlenmezken; M9 metabolitinin 8.98 ppm’de C-4’ yer alan hidroksi
piki gézlemlenmektedir.

Hesperidin *C-NMR spektrumunda 66-130 ppm araligindaki, pikler seker grubuna ait
olup aym1 zamanda seker grubundaki metile ait pik 1.83 ppm’de goézlemlenmektedir.
Hesperidin’de 55.66 ppm’de metoksi piki gozlemlenirken; M9’de bu pik bulunmamaktadir.

Kimyasal adlandirmasi: 2-(3,4-Dihidroksifenil)5,7-dihidroksikroman-4-on

(C15H1206)

'H-NMR (400 MHz, DMSO-de): 2.87 — 2.81 (1H m, H-3a), 3.55 (1H, d, J = 5.1 Hz,
H-3B), 4.12 (1H, s, H-2), 5.34 (1H, s, H-6), 6.31(1H, s, H-8), 7.13 (2H, s, H-5', H-6"),
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7.30(1H, s, H-2"), 8.54 (1H, s, OH), 8.98 (1H, s, OH), 9.45 (1H, s, OH-7), 12.68 (1H, s, OH-
5).

13C-NMR (75 MHz, Aseton-ds): 46.67 (C-3), 67.02 (C-2), 89.14 (C-8), 89.14 (C-6),
102.80 (C-10), 112.55 (C-2'), 113.51 (C-5'), 113.51 (C-6"), 131.73 (C-1'), 139.54 (C-3),
143.70 (C-4'), 155.84 (C-5), 176.53 (C-9), 180.38 (C-7), 202.39 (C-4) (Fletcher, 2011; Silva

vd., 2015).
HRMS (ESI) (m/z) [M + H]*™ 289.1092
Inten. (x100,000)
] 391.2926
1.0
o 1 237.0537
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Tablo 4.4. M9’a ait spektral bulgular

Metabolit 9
IH-NMR (400 MHz) ¢ C BC-NMR (75 MHz) é
4.12 s (1H) C2 67.02
2.87-2.81 m (1H) C3a 46.98
3.55d,J=5.1 Hz (1H) C3p -
- C4 202.39
12.68 s (1H) C5 155.84
OH
5.34 5 (1H) C6 89.14
9.45 s (1H) c7 180.71
OH
6.31s (1H) Cs8 89.14
- C9 176.53
- C10 102.80
- cr 131.73
7.30's (1H) c2 112.55
8.54 s (1H) Cc3 139.54
OH
8.98 s (1H) c® 143.70
7.13s (1H) c5’ 11351
7.13s (1H) ce’ 11351

J: Kimyasal kayma ppm; C: Karbon atomu

NMR ve HRMS analiz sonu¢ yorumlamasi ve literatiirdeki verilerin destegi ile
metabolit eriodiktiyol olarak dogrulandi. Hesperidin'in yapisindaki seker gruplarinin
kopmasi ile hesperitin (aglikon formu) elde edilmektedir. Daha sonrasinda B halkasinin 4'
konumunda demetilasyon tepkimesi ger¢eklesmistir. Bu konumdaki metil grubunun
ayrilmasi ile eriodiktiyol elde edildi (Kim vd., 2011).

Eriodiktiyol (3',4',5,7-tetrahidroksiflavanon) flavanon yapisinda bir flavonoittir.
Eriodiktiyol'iin kimyasal formiilii sekilde yer almaktadir. Citrus cinsinde ve sebzelerde bol

miktarda bulunmaktadir (Islam vd., 2020). Kuzey Amerika’da Eriodictyon californicum
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(Hook. & Arn.) Decne. bitkisinden izole edilmistir. Eriodiktiyol ayrica Eupatorium
bitkisinde bulunurken; limon, Rosa canina L., Millettia duchesnei De Wild. tomurcuklarinda
eriositrin (glikozit formu) tanimlanmistir (Clavin vd., 2007; Islam vd., 2020; Ley vd., 2005).

OH
HO 0 O
O OH
OH O
Sekil 4. 48. Eriodiktiyol (molekiil agirligi: 288) kimyasal yapust

Eriodiktiyol farmakolojik olarak antioksidan, antidiyabetik, anti-enflamatuvar,
antikanser, noroprotektif ve hepatoprotektif etkiye sahiptir (Deng vd., 2020; Islam vd., 2020;
Kwon ve Choi, 2019; Zhang vd., 2020; Zhu vd., 2015).

Bitki ve mikroorganizmanin yapisindaki biyosentez yolaginda eriodiktiyol’lin sentezi
hesperidin ile ayn1 yolaktan gergeklesmektedir (Karim vd., 2021). Biyosentez yolagi Sekil
2.4’te yer almaktadir. Literatiirde L-tirozin rekombinant gen teknolojisi ile E. coli susundan
hareketle eriodiktiyol sentezlenmistir (Zhu vd., 2014).

Oral yoldan alinan eriodiktiyol genellikle, bagirsak mikrobiyotasi tarafindan
glukuronidasyona ugramaktadir. Karacigerde metoksilasyon tepkimesi ile metabolize edilip
homoeriodiktiyol'a doniismektedir. Homoeriodiktiyol, eriodiktiyol’in B halkasindaki 3’
konumuna metil grubunun eklenmesi ile olusmaktadir (Islam vd., 2020).

Literatiirde Sigan karaciger mikrozomlar: kullanilarak pinosembrin’den elde edilen
doniisiim metabolitleri aragtirtlmistir. Bu ¢alismada pinosembrin doniisiim metabolitlerinin
kimyasal formiilleri Sekil 4.49’de yer almaktadir. pinosembrin 4’-hidroksilayon yolagi ile
naringenin’e doniisiimii gozlemlenmistir. Naringenin’nin B halkasinin 3° konumuna
hidroksi eklenmesi ile eriodiktiyol dontisiimii gézlemlendi (Nikolic ve van Breemen, 2004).

Tez gcalismasinda A. altarnata’dan elde edilen diger bir metabolit ise eriodiktiyol’dur.
Bu calismada gozlemlenen iki metabolitin ikisi de bitkide sikimik asit yolaginin farkl
yollarindan elde edilmektedir. Bu ¢alismada karaciger mikrozomlari ile bu metabolitlerin
elde edildigi gosterilmis olup iki metabolitin ara basamagi olarak elde edilen naringenin
olusumu gozlemlendi. Bitki biyosentez yolaginda Sekil 2.4’te gosterildigi iizere Once
eriodiktiyol daha sonra da naringenin doniisiimii gozlenmektedir. Literatiirde yer alan bu

bilgiler pinosembrin ve eriodiktiyol metabolitlerinin dontisiimlerini desteklemektedir.
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Sekil 4.49. Pinosembrin si¢an karaciger mikrozomlart ile transformasyon yolagi (Nikolic and van Breemen,
2004)

Kolon kromatografisinden elde edilen %95 n-hekzan:etil asetat fraksiyonundan 30 mg
metabolit M10 izole edildi. 365 nm’de turuncu renkte olup hesperidin’den daha polar iken;
hesperetin’den daha apolar bir yapiya sahip oldugu gdzlemlendi. Izole edilen M10’ya ait 'H
ve BBC-NMR verileri Sekil 4.51-Sekil 4.53 bulunmaktadir. M10 metabolitine ait HRMS
spektrumu Sekil 4.50°de bulunurken; M10 metabolitine ait spektral bulgular Tablo 4.5’te

yer almaktadir.
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- M10 spektral bilgileri

H-NMR spektrumu hesperidin’e ait spektrumlar ile karsilastirildiginda seker
gruplarmin varligini gosteren 5.38-3.15 ppm araligindaki pikler gézlemlenmedi. Ayrica
seker grubundaki metile ait 1.07 (3H, d, J=6.0 Hz) sadece hesperidin spektrumunda bulundu.
hesperidin’de bulunan 2 hidroksi grubunun pikleri 12.01 ppm ve 9.08 ppm’de
gozlemlenirken; hesperetine ait hidroksi pikleri 12.35 ppm, 10.51 ppm ve 9.22 ppm’de
signlet olarak bulundu. Ayrica 2.41 ppm 3H singlet piki metil varligin1 gostermektedir. 3.95
—3.92 (1H, m, H-2a), 4.00 — 3.97 (1H, m, H-25) 3.43 (1H, dd, J = 1.4, 0.8 Hz, H-3a) ve 3.41
—3.40 (1H, m, H-3p) pikleri yapinin kalkona dondiigiinii gostermektedir.

Hesperidin 3C-NMR spektrumunda 66-130 ppm araligindaki, pikler seker grubuna ait
olup aym1 zamanda seker grubundaki metile ait pik 17.83 ppm’de gozlemlenmektedir.
Hesperetin’de 35.50 ppm’de metil piki gozlemlenirken, ayni1 pik hesperidinde
bulunmamaktadir. Kiitle spektrumunun olmamasi ve iki boyut NMR’da piklerin zayif
gelmesinden dolay1 yapi tayini tam olarak gergeklestirilememis olup olas1 kalkon yapisi
olarak tespit edildi.

Kimyasal adlandirmasi: 1-(2,4-Dihidroksifenil)3-(3-hidroksifenil)prop-2-en-1-on

(C15H1204)

'H-NMR (300 MHz, Aseton-ds): 3.42 (1H, dd, J = 1.4 Hz, Jo=0.8 Hz, H-3), 3.96 (1H,
dd, J=7.28 Hz, Jo=0.19 Hz, H-2), 7.19 (1H, d, J= 9.0 Hz, H-6""), 7.47 (1H, d, J= 9.0 Hz, H-
2°%), 7.55 (1H, d, J= 9.5 Hz, H-5"), 8.13 (1H, d, J= 9.5 Hz, H-3"), 7.84 (2H, d, J = 8.9 Hz,
H-3°’, H-5""), 8.93 (1H, s, OH-2"), 9.22 (1H, s, OH-4""), 10.51 (1H, s, OH-4").

13C-NMR (75 MHz, Aseton-ds):46.31 (C-3), 53.52 (C-2), 103.08 (C-3"), 111.19 (C-
1’,C-5),116.77 (C-3,C-5""), 120.12 (C-2"*, C-6""), 127.81 (C-1""), 139.45 (C-6"), 153.56
(C-47), 163.38 (C-4’), 167.64 (C-2’), 231.53(C-1) (Puranik ve Srivastava, 2017).

HRMS (E+): 257.0803
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Sekil 4.50. M10 metaboliti HRMS spektrumu
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Tablo 4.5. M10’a ait spektral bulgular

Metabolit 10
!H-NMR (300 MHz) & C BC-NMR (75 MHz) ¢
- C1 231.53
3.95-3.92m (1H) C2a 53.52
4.00 —3.97 m (1H) C2p8 -
343dd,J=14,08Hz C3a 46.31
(1H)
3.41-3.40 m (1H) C3p -
- cr 111.19
12.35s (1H) c2 167.64
OH
8.13 d, J= 9.5 Hz (1H) c3 103.08
10.51 s (1H) c4 163.38
OH
7.56 d, J= 9.5 Hz (1H) cs’ 111.19
- co’ 139.45
- c1» 127.81
7.49 d, J= 9.0 Hz (1H) c2” 120.12
7.84d,J=28.9 Hz (2H) Cc3» 116.77
9.22's (1H) c4” 153.56
(OH)
7.84d,J=8.9Hz (1H) Cs” 116.77
7.19.d, J= 9.0 Hz (1H) C6” 120.12
2.41s (1H) c6’ 35.50
CHs

J: Kimyasal kayma ppm; C: Karbon atomu
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Sekil 4.54. M10 metaboliti (molekiil agiriigi: 256) kimyasal yapisi

- Sporobolomyces pararoseus doniigiim tepkimesi

Sporobolomyces pararoseus doniisiim ekstresi ile OBSK cihazinda n-hekzan ve etil
asetat ¢oziicl sistemiyle izolasyon ¢aligmalari yapildi.

%100 metanol fraksiyon metabolit M11 ITK plaginda 365 nm’de siilfiirik asit reaktifi
puskiirtildiikten sonra sar1 renkte floresans oOzellik gostermekte olup SK/KS-KS
spektrumuna gore molekiil agirligr 353 olarak tespit edildi (Sekil 4.55 ve Sekil 4.56).

Metabolit miktarinin az olmasinda dolay1 yapis1 aydinlatilamadi.

[W _Ems: Exp 1, 10.816 min from Sample 3 (DK51W-1ul) of Damla.wiff (Turbo Spray) Max. 9.9e5 cps.
9.9e5 3527
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@
c
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E 4.5e5
4.0e54
3.5e5
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Sekil 4.55. M11 metaboliti SK/KS-KS spektrumu
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W EP| (352.75) Charge (+1) CE (30) FT (250): Exp 4, 10.866 min from Sample 3 (DK51W-Lul) of Damla.wiff (Turbo Spray)
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Sekil 4.56. M11 metaboliti SK/KS-KS analizi EPI spektrumu

Rhizopus stolonifer doniigiim tepkimesi

Rhizopus stolonifer doniisiim ekstresinin  kolon kromatografisi ile metabolit

izolasyonu ¢aligmalari yapildi. %100 etil asetat fraksiyonununda bulunan M12 metabolitinin

molekiil agirhigr 312 olup kiitle spektrumu Sekil 4.57°de yer almaktadir. Ayni pik %100

metanol fraksiyonunda da ana bilesik olarak bulundu. M12 metabolitinin miktar1 az

olmasinda dolay1 yapisi aydinlatilamadi.
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W EMS: Exp 1, 17.012 min from Sample 2 (DK50S-1ul) of Damla.wiff (Turbo Spray)
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Sekil 4.57. M12 metaboliti kiitle spektrumu

W Epi (310.89) Charge (+1) CE (50) FT (250): Exp 5, 17.070 to 17.144 min from Sample 2 (DK50S-1ul) of Damia.wiff (Turbo Spray)
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Sekil 4.58. M12 metaboliti SK/KS-KS analizi EPI spektrumu
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- Aspergillus niger doniisiim tepkimesi

Aspergillus niger susu ile yapilan ¢alisma sonucunda ITK plaginda iki metabolit
gozlemlendi. Bu ¢alisma 4, 8 ve 12. giinlerde numunelerde doniisiim ekstresinden numune
alinacak sekilde tekrarlandi. Ekstrelerin etil asetat ile ekstraksiyon islemi gerceklesti. Etil
asetath fazlardaki ¢6ziicli evapore edildikten sonra hazirlanan numuneler SK-KS analizi
yapildi. Kiitle spektrumundaki sonuglar ve ITK plagindaki lekeleri literatiirle
karsilastirildiginda metabolitlerin hesperetin ve naringenin olabilecegi goriildi. Hesperetin
ve naringenin’e ait standartlar ile M7 (hesperetin) ve M13 (naringenin) olarak dogrulandi.
Bu metabolitler elimizde bulunan standartlar ile karsilastirilarak dogrulugu kanitlanmig
olup HRMS sonuglar Sekil 4.59 ve Sekil 4.60°da yer almaktadir. Naringenin’e ait HRMS
negatif iyon piki 301.0179 ve molekiil agirhigi 272’ dir. Hesperetin molekiil agirligi 302 olup
HRMS negatif iyon piki 271.0129°dur.

Inten. (x1,000,000)
] 301.0179
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00 22046 W0 ageoop A0(poBuTORH  uore 620U
200 250 300 350 400 450 500 550 600 mz

Sekil 4.59. Hesperetin HRMS spektrumu
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Sekil 4.60. Naringenin HRMS spektrumu

Hesperidin’de yer alan seker yapilarinin parcalanip aglikon haline doniismesinden
sonra hesperetin metaboliti olustu. Daha sonrasinda B halkasinda 4’ konumunda yer alan
metil grubunun uzaklastirilmasi ve 3’ konunda dehidroksilasyon tepkimeleri sonucunda

naringenin metaboliti elde edildi.
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Naringenin (4',5,7-Trihidroksiflavan-4-on) flavon yapisinda bir flavonoittir (Salehi

vd., 2019). Naringenin’e ait kimyasal formiilii Sekil 4.61’de yer almaktadir.
OH
oy @

OH O
Sekil 4.61. Naringenin (molekiil agirligr: 272) kimyasal yapisi

Naringenin, naringin veya narirutin’den (glikozit formu) hidrolizinden tiiretilen bir
flavanondur. naringenin’e iki ramnoz grubu sekerin baglanmasi ile naringin elde
edilmektedir. naringin ve naringenin birlikte Citrus tiirleri ve domates gibi baz1 yenilebilir
meyvelerde ve Ficus carica tiiriine ait meyvede yaygin olarak bulunmaktadir (Alam vd.,
2014; Salehi vd., 2019).

Naringenin farmakolojik olarak antioksidan, antihipertansif, anti-enflamatuvar,
antidiyabetik, hipoglisemik, hipolipidemik, kardiyoprotektif, hepatoprotektif ve obeziteye
kars1 koruyucu etkileri bulunmaktadir (Alam vd., 2014; Salehi vd., 2019).

Naringin suda orta derecede ¢Oziiniirliige sahipken; alkol gibi organik ¢dziiciilerde
¢ozintrligi yiiksektir. Bagirsak mikroflorasi, naringin’i bagirsakta aglikon naringenin’e
dontistiirerek bagirsaktan emilimi saglamaktadir (Alam vd., 2014).

Naringenin Sekil 2.4’teki bitki ve mikroorganizmada goézlemlenen biyosentez
yolaginda naringenin kalkonundan kalkon izomeraz ile doniismektedir (Karim vd., 2021).

Naringenin bitkilerde diigiik miktarlarda sentezlendigi i¢cin metabolik miihendisligi
uygulamalarinda E. coli ve S. cerevisiae suslar ile sentezlenmesine yonelik ¢aligmalar
bulunmaktadir (Koopman vd., 2012; Wu vd., 2014a).

Doniisiim metabolitlerinin verimlerini arttirmak amaci ile ¢alisma siklodekstrin (CD)
kapl1 hesperidin ile ayn1 metot kullanilarak tekrarlandi. hesperidin ve CD-hesperidin ile elde
edilen 4, 8 ve 12. giinlere ait ekstrelerin SK-KS analizi gerceklestirildi. Hesperetin ve
naringenin zamana bagli degisim grafigi ise Sekil 4.62’de yer almaktadir. Bu sonuglara gore
CD-hesperidin ve hesperidin’den elde edilen iki metabolitin doniisiimiiniin oldugu yogunluk
12. giinde elde edildi. Sekil 2.4’te gosterilen biyosentez yolaginda da goriildiigii lizere 6nce
naringenin  daha sonrasinda sirasiyla  hesperetin  ve  hesperidin  doniisiimii

gozlemlenmektedir. Yapilan bu calismada ise biyosentez yolaginda yer alan sira ile
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doniigiimiin tersi yonde ger¢eklesmesi s6z konusudur. Buna bagl olarak 4. giinde naringenin
olusumunun hesperetin’den diisiik olmas1 bu durumu kanitlayici 6zelliktedir.
CD-Hesperidin ile suda ¢6ziiniirliik problemi bulunan hesperidin’in doniisiim
metabolit veriminin arttirtlmast amaglandi. Fakat elde edilen veriler kaplama olmaksizin
elde edilen doniisiim metabolitlerinin daha yiiksek verimlere sahip oldugunu gostermektedir.
En yiiksek verimle narigenin’in doniisiimii 8. giinde gozlemlenmekte olup CD-
hesperidin doniisiimii en yiiksek 12. giinde gozlemlenmektedir. hesperetinde ise en yiiksek

verim 8. Giinde gozlemlenirken; CD-hesperedin doniisiim metaboliti olarak 12. giinde

gbzlemlenmektedir.
20000 Wariable
.hﬁmmm
. naringenin
hesperetin-C0

plalalaluln]
[ naringenin-C0

Abundance

4 = 12

Gin

Sekil 4.62. A. niger doniisiim metabolitlerinin zamana bagl degisim grafigi

CD: Siklodekstrin kapli Hesperidin metaboliti

4.4. Hesperidin Enzimatik Transformasyon Tepkimeleri

Enzimatik transformasyon ¢alismasi kapsaminda lakkaz enzimi ile 6n deneme
calismalar1 yapildi. Bu g¢alismada elde edilen doniisiim ekstresinin SK/KS-KS analizi
gerceklestirildi. Doniisiim metaboliti olan M14 ait [M-H] degeri 578.6 olarak bulundu.
Hesperidin molekiiliiniin kimyasal yapisindan dolayr doniisim metaboliti SK/KS-KS
kromatogrami Sekil 4.63’te 10.68 dakikada yer alan pik M14’e, 11.12°deki pik ise
hesperedin’e aittir. M14 ait EMS kiitle spektrumu Sekil 4.64°te ve EPI spektrumu ise Sekil
4.65’te yer almaktadir.

M14 eser miktarda tespit edildigi igin izolasyonu gerceklestirilemedi. M14
metabolitine ait kiitle spektrumlarinda hesperidin m/z 610 —580 M14 metabolitine
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dontigimii  sirasinda molekiil agirliginda meydana gelen 30’luk azalma hesperidin

yapisindan metoksi grubunun uzaklastirildigini gostermektedir. Hesperidin yapisinda sadece

4’

konumunda metoksi bulundurmaktadir.

uzaklagtigin1 gostermektedir.

Bu durum bize bu konumdan metoksi

W Base Peak Chrom. of -EMS: Exp 1, from Sample 16 (DK73F) of Damla.wiff mass range 100.00 - 800.00 Da (Turbo Spray)
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Sekil 4.63. M14 metaboliti SK/IKS-KS kromatogrami
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Sekil 4.64. M14 metaboliti kiitle spektrumu

W EPI (578.55) Charge (+1) CE (50) FT (250): Exp 5, 10.756 min from Sample 16 (DK73F) of Damla.wiff (Turbo Spray)
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Sekil 4.65. M14 metaboliti EPI kiitle spektrumu
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SK/KS-KS analizindeki M14’¢ ait spektrum degerlendirildiginde Sekil 4.65’te yer
almakta olup 50 eV’da [M-H] degeri 270.8 dir ve m/z 271 pikinin major pik oldugu dikkat
cekmektedir. Bu deger Sekil 4.66°da yer alan naringin ve izonaringin bilesiklerine ait kiitle
fragmentlerinin bulundugu sekilde naringenin (m/z 271) olarak gosterilmektedir. M14
spektrumunda bulunan diger bir fragment 150.8 olup literatiirdeki fragmentler igerisinde yer
almaktadir. Ayrica m/z 151 olarak gosterilen fragment kiitle spektrumunda kromon yapisina
0zgii fragmentlerdendir. Ayrica m/z 271 — 151 pargalanmalar1 naringenin igin karakteristik
piklerdir (Xu vd., 2009).
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Sekil 4.66. Naringin ve izonaringin bilesiklerinin m/z fragmentleri (Xu vd., 2009)

Yapmin naringenin aglikon yapisi igeren iki seker gruplu bir glikozit oldugu literatiir
ile desteklenmektedir. M14 metaboliti narirutin (izonaringin) veya naringin olasi bilesigi
cikarimi yapilmaktadir. Narirutin (naringenin-7-rutinozit) seker gruplarinin 1 ve 6.
konumlart arasinda baglanma varken; naringin (naringenin-7-ramnoglikozit) seker
gruplarinda 1 ve 2 konumlar arasinda baglanma s6z konusudur (Wong vd., 2021; Xu vd.,
2009; Zhang vd., 2018).
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Literatirde Zhang vd. tarafindan yapilan c¢aligmada narirutin ve naringinin
bilesiklerine ait kiitle fragmentleri Sekil 4.67°de gosterilmektedir (Zhang vd., 2018).
SK/KS-KS ile incelenen M14 metaboliti literatiirde yer alan bilgiler ile karsilastirildiginda

karakteristik pargalanmalarin da etkisi ile naringin olarak tanimlanmaktadir.
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Sekil 4.67. Narirutin ve Naringin kiitle spektrumlar: (Zhang vd., 2018)

Naringin (naringenin-7-ramnoglikozit), flavanon yapisindaki naringenin bilesiginin

glikozit formudur. Naringin’e ait kimyasal formiil Sekil 4.68’de yer almaktadir. Yapisinda
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ramnoz ve glikoz olmak iizere iki seker grubu igermektedir. Yaygin olarak aglikon haliyle
birlikte Citrus meyvelerinde bulundurmaktadir. Ayrica Cin tibbinda Drynaria fortunei
(Kunze) J. Sm., Citrus aurantium L. ve Citrus medica L. bitkilerinin de igeriginde
bulunmaktadir (Chen vd., 2016).

Sekil 4.68. Naringin (molekiil aguriigi: 580) kimyasal yapisi

Naringenin ve naringin’in kardiyovaskiiler sistem {iizerindeki farmakolojik
etkilerinden dolay1 oldukga biiyiik bir dneme sahiptir. Ayrica patolojik durumlar tizerindeki
yararlt etkileri ile ilgili olarak naringenin’in diyabetik si¢anlarin aortundaki vaskiiler
disfonksiyonu iyilestirdigi ve yiiksek yagli bir diyetle beslenen diisiik yogunluklu lipoprotein
reseptorii igermeyen farelerde aterosklerozu azalttigi belirtilmektedir (Wong vd., 2021).
Ayrica literatiirde naringin’in antioksidan, anti-enflamatuvar, anti-apoptotik, antiiilser,
antiosteoporotik ve antikanserojenik ozelliklere sahip oldugu da bilinmektedir (Chen vd.,
2016).

Son zamanlarda dogal bir sekonder metabolit olan naringin, Ooksiiriigii giderme,
balgami azaltmadaki etkinligi ve diisiik toksisiteye sahip olmasindan dolay1 Cin Gida ve ilag
Idaresi tarafindan birinci sinif yeni bir ilag {iriinii olarak klinik deneyler i¢in onaylanmigtir
(Bai vd., 2020).

Flavonoitlerin genel sentez yolagi Sekil 4.69°da bulundugu sekilde olup sikimat
yolagindan fenilalaninden baslayarak sentezlenen sekonder metabolittir. Aglikon yapisi olan
naringenin’in eldesinden sonra naringenin-7-O-glikozil transferaz enzimi ile naringenin-7-
O-glikozit ara triinii 1,2-ramnozil tranferaz enziminin etkisi ile naringin’e doniismektedir
(Sharma vd., 2019).
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Sekil 4.69. Naringin biyosentez yolag: (Sharma vd., 2019)
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Hesperidin’in lakkaz ile transformasyonu sonucunda olusan diger bir metabolit
hesperetin’dir. Hesperetin hesperidin’in aglikon formu olup daha ©nceki hesperidin’in
mikrobiyal transformasyon tepkimelerinde gozlemlendi. Sekil 4.63’deki kromatogramda

14.27 dakikada gelen pik hesperetin’e ait olup kiitle spektrumu Sekil 4.70 de yer almaktadir.

W _EMS: Exp 1, 14.262 min from Sample 16 (DK73F) of Damla.wiff (Turbo Spray) Max. 6.8€5 cps.
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Sekil 4.70. Hesperetin SK-KS/KS spektrumu

4.5. Biyolojik Aktivite Sonug¢lar:

Biyolojik aktivite caligmalar1 substrat olarak kullanilan Kkersetin ve hesperidin,
kersetin’in dort doniisiim ekstresi ve hesperedin’in 8 doniistim ekstresi ile gergeklestirildi.
Ayni caligmalar deneylerde izolasyonu ve yapi tayini calismalart gergeklestirilmis
metabolitlerden M1(resveratrol), M5, M6, M7 (hesperetin) ve M13 (naringenin) ile de
gerceklestirildi. Bu ¢aligmalar kapsaminda doniisiim ekstreleri, metabolitler ve substratlarin
in-vitro antioksidan, 5-LOX enzim inhibisyonu ¢alismalar1 gergeklestirilirken; substratlar ve
metabolitlerin ayrica antimikrobiyal ve akut toksisite aktiviteleri test edildi.

4.5.1. Antioksidan aktivite calismalari

Antioksidan aktivite ¢alismalarinda DPPH ve ABTS™ olmak iizere iki farkli metot

kullanildi. Kersetin ve hesperidin ve doniisiim ekstrelerine ait konsantrasyona baglit DPPH’
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sonuglart sirastyla Tablo 4.6 ve Tablo 4.7°de; %50°den fazla inhibisyon gosteren
numunelerin 1Cso degerleri DPPH' igin Sekil 4.71°de yer almaktadir.

Kersetin gostermis oldugu yiiksek antioksidan aktiviteden dolay1 bazi literatiir
calismalarinda pozitif kontrol olarak kullanildi. Tablo 4.6’da elde edilen sonuglar kersetin’in
mikrobiyal transformasyon c¢alismalarinda daha yiiksek verimle metabolit elde edilen
ekstrelerde DPPH' inhibisyonunun daha diisiik oldugunu gostermektedir. Aspergillus flavus
dontisim  ekstresinde (E2) ise kersetin’den daha yiikksek antioksidan aktivite
gozlemlenmektedir. E2 ekstresinde yapi tayini ile ilgili ¢alismalar sonucunda metabolit
olarak resveratrol ve izoramnetin varligi goézlemlendi. Ayrica bu ekstrenin igeriginde
mikrobiyal doniisiime ugramamis kersetin varligi da s6z konusudur. E2 ekstresinde yer alan

bu bilesiklerden kaynakli bir sinerji s6z konusu oldugu sdylenebilir.

Tablo 4.6. Kersetin ve doniistim ekstrelerinin DPPH™ antioksidan aktivite sonuclar

Konsantrasyon

25 ng/mL 50 ng/mL 100 pg/mL 200 pg/mL

Kersetin 45207 +1.89°  61.877+0.29°  62.312+0.14%  63.085+0.59? 6.296 0.017

El 6.287+1.67°  9.404 £ 1.59° 18.898 £0.94°  39.264 +0.87°  380.857 <0.001
E2 48.88 £2.18° 57.432+0.8°  61.829+3.94%  67.289 +1.27° 32.313 <0.001
E3 8.027+£0.36% 22.885+2.32° 52.745+1.45> 61.152+1.678  717.813 <0.001
E4 7.664£0.43°  8.172+0.07° 20.807 £2.04°  33.901 £2.06*  216.540 <0.001

&4 Her bir 6l¢iim degeri i¢in ayn1 harfe sahip gruplar arasinda fark yoktur.
Anova Tukey HSD ile analiz edildi.
E1: Alternaria alternata; E2: Aspergillus flavus; E3: Penicillium claviforme; E4: Aspergillus nidulans

Hesperidin substratinin  antioksidan aktivitesi kersetin’den daha disiik olup
Saccharomyces cerevisiae ve Aspergilllus niger doniisiim ekstrelerinin DPPH"™ antioksidan
aktiviteleri diger ekstrelerden daha yiliksek bulundu. A. niger doniisim metabolitleri

naringenin ve hesperetin olarak tespit edildi.
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Tablo 4.7. Hesperidin ve déniisiim ekstrelerinin DPPH' antioksidan aktivite sonug¢lart

Konsantrasyon
F p
25 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL 200 pg/mL
Hesperidin 11.796 + 1.092 15.782 £3.232 25.639+£3.62%  31.437+4412 13.789 0.017
E5 11.94 + 1.23°¢ 18.83 £2.32° 24.407 +3.99° 3492 +1.16° 46.909 <0.001
E6 8.433 £ 1.89°¢ 10.49 £ 0.36" 14.817 + 1.48b 23.573 £4.03¢2 24478  <0.001
E7 3.968 + 1.38° 4.83 £0.25% 6.456 £0.172 6.456 £0.892 6.649 0.015
ES8 9.041 + 1.38°¢ 15.782 £ 0.72° 16.362 + 4.49° 28.683 £0.58¢2 35.005 <0.001
E9 18.391 + 1.38¢ 30.76 £ 0.73°¢ 46.077 £ 0.38° 58.93 £2.81° 357.776  <0.001
E10 9331 +£3.26%  23.658+4.21°  41.294+1.81°  60.138+2.39%  155.598 <0.001
Ell 2.084 £0.22° 5.732 £2.47% 8.969 + 0.88P 16.362 + 1.162 53.532 <0.001
E12 7.519 £2.75¢ 11.433 +£0.29° 11.796 £ 0.07° 18.681 £0.142 33.558 <0.001

4 Her bir 6l¢iim degeri i¢in ayn1 harfe sahip gruplar arasinda fark yoktur.
Anova Tukey HSD ile analiz edildi.
E5: Rhizopus stolonifer; E6: Sporobolomyces pararoseus; E7: Bacillus subtilis var. clausii; E8: Penicillium

claviforme; E9: Saccharomyces cerevisiae; E10: Aspergilllus niger; E11: Alternaria alternata; E12:

Fusarium solani
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Sekil 4.71. DPPH" antioksidan aktivitesi |Cso degerleri

Kersetin

Kersetin, hesperidin ve metabolitlerinin konsantrasyona bagli DPPH’ aktivite

sonuglart Tablo 4.8’de yer almaktadir.

116



Antioksidan aktivite sonucuna gore kersetin’in 1Cso degeri 26.06+1.48 ug/mL olarak
hesaplandi. Tez kapsaminda pozitif kontrol olarak askorbik asit ile ¢aligilmis olup 1Cso
degeri 15.4954+0.62 pug/mL olarak hesaplandi (Goger vd., 2020). Substrat olarak kullanilan
kersetin’in antioksidan aktivitesi hesperidin’den daha yiiksek bulundu. Kersetin
metabolitlerinden M1 (%39.723+1.42) en yiiksek aktiviteye sahip oldugunu gézlemlendi.
Hesperidin metabolitlerinden M7 metaboliti M13 metabolitinden daha yiiksek antioksidan
aktivite gostermektedir. Bu ¢alisma sonucuna gore metabolitlerin aktiviteleri substratlardan

daha zayiftir.

Tablo 4.8. Subsrat ve metabolitlerin DPPH - antioksidan aktivite sonu¢lar

Konsantrasyon
F p
25 ng/mL 50 ng/mL 100 pg/mL 200 pg/mL
Kersetin 45207 + 1.89b 61.877 +0.29? 62.312+£0.14*  63.085+0.59*  6.296 0.017
M1 22.667 +£0.07° 24817 £0.94°¢ 29.625+1.12° 39723 +1.42% 134.265 0.001
M5 5.675 +0.62° 8.679 £ 1.59%® 9223 +1.78%  11.759+3.04%  4.887 0.032
M6 5.055 + 0.5¢ 9.452 £0.67° 15.443 £1.35°  22.885+0.63* 246.037 <0.001
Hesperidin* 11.796 £ 1.092 15.782 £3.238 25.639+£3.62%  31.437+4.41* 13.789 0.017
M7* 14.042 £0.778 14.332 £ 1.26% 17.956 £1.532 21.242+4.94% 5344 0.067
M13* 13.511 +1.23¢2 15.637 £2.82 18.608 + 1.812 18.198 £2.348 5218 0.067

&4 Her bir 6l¢iim degeri i¢in ayn1 harfe sahip gruplar arasinda fark yoktur.

Anova Tukey HSD ile analiz edilmistir.

*: Anova Tamhane ile analiz gergeklestirilmistir.

M1: Resveratrol; M5: Lakkaz enzim metaboliti; M6: Lakkaz enzim metaboliti; M7: Hesperetin; M13:
Naringenin

Kersetin ve hesperidin ve doniisiim ekstrelerine ait konsantrasyona bagli ABTS™
sonuglart sirasiyla Tablo 4.9 ve Tablo 4.10’da yer almaktadir. %50°den fazla inhibisyon
gosteren numunelerin ICso degerleri Sekil 4.72°de yer almaktadir.

ABTS™ metodu kullanilarak yapilan ¢alismalarda elde edilen sonuglar DPPH' ile
tutarlilik gostermektedir. Hesperidin donilisiim ekstrelerinden E6, E8 ve E9 yiiksek
antioksidan aktivitesi bulunmaktadir. Hesaplanan ICso degerleri Sekil 4.72°de yer almakta
olup kersetin doniisiim ekstrelerinden E2 ve E3’e ait sonuglar hesperidin doniisim

ekstrelerinden daha aktif oldugunu géstermektedir.
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Tablo 4.9. Kersetin ve doniistim ekstrelerinin ABTS™ antioksidan aktivite sonuglart

Konsantrasyon
F p
250 pg/mL 500 pg/mL 1 mg/mL 2 mg/mL
Kersetin ~ 71.006 +2.25% 71.227 £2.86° 74.492 +£1.922 76.169 + 0.792 5.242 0.074
El 15477 £2.16° 23.992 + 2.86° 3495 +£0.142 37.393 +3.148 54.391 <0.001
E2 59.146 + 5.14? 59.611 £4.442 61.612 +£0.28? 63.985 + 1.35? 1.217 0.365
E3 21.941 +1.55°¢ 55.267 £ 2.95° 63.111 +3.58b 72.389 £4.05* 143.611 <0.001
E4 12.327 £ 1.75¢ 29.18 +2.61¢ 36.53 £2.82¢ 56.477+2.02¢ 183.325 <0.001
&4 Her bir 6l¢iim degeri i¢in ayni1 harfe sahip gruplar arasinda fark yoktur.
Anova Tukey HSD ile analiz edildi.
E1l: Alternaria alternata; E2: Aspergillus flavus; E3: Penicillium claviforme; E4: Aspergillus nidulans
Tablo 4.10. Hesperidin ve doniisiim ekstrelerinin ABTS™ antioksidan aktivite sonuglart
Konsantrasyon
F p
250 pg/mL 500 pg/mL 1 mg/mL 2 mg/mL
Hesperidin 11.796 + 1.092 15.782 + 3.23? 25.639 + 3.622 31.437+4.41° 13.789 0.017
E5 20.193 +3.56° 22.68 £ 4.41° 4433 £1.35% 45.002 +1.08%  38.307 <0.001
E6 17.167 + 1.08¢ 24.608 +2.98° 41.372+£2.97° 58.92+£0.472 217.879  <0.001
E7 10.354 £2.99¢ 14.971 £ 1.75° 23.353+£0.67° 38.413 + 3.852 66.874 <0.001
ES8 26.177 +1.08¢ 21.112 +1.62°¢ 41.909 + 1.61° 58.247 +£1.018 457.548 <0.001
E9 29.269 + 0.40°¢ 42.649 £+ 2.62° 65.105 + 1.552 66.428 £2.95* 215928  <0.001
E10 9.906 + 1.75¢ 40.161 +£2.09° 53.877 £2.55° 63.424 +4.12 212,299  <0.001
E1l 13.383 £ 1.61° 16.105 + 4.49° 23.829 + 4.44b 51.282 +3.492 41.637 <0.001
E12 12.267 + 3.00° 15.268 +£2.37° 18.758 + 3.35% 26.11 £2.722 12.818 0.002

&4 Her bir 6lgiim degeri igin ayn1 harfe sahip gruplar arasinda fark yoktur.

Anova Tukey HSD ile analiz edildi.

E5: Rhizopus stolonifer; E6: Sporobolomyces pararoseus; E7: Bacillus subtilis var. clausii; E8: Penicillium

claviforme; E9: Saccharomyces cerevisiae; E10: Aspergilllus niger; E11: Alternaria alternata; E12:

Fusarium solani
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Sekil 4.72. ABTS ™ antioksidan aktivitesi 1Cso degerleri

E2: Aspergillus flavus; E3: Penicillium claviforme; E4: Aspergillus nidulans; E6: Sporobolomyces
pararoseus; E8: Penicillium claviforme; E9: Saccharomyces cerevisiae; E10: Aspergilllus niger; E11:

Alternaria alternata

ABTS™ metoduyla antioksidan aktivite sonuglar1 Tablo 4.11°de yer almaktadir. Buna
gore Kersetin en yiiksek aktiviteyi gosterirken (ICso: 36.17+3.39 ug/mL); pozitif kontrol
olarak kullanilan troloksun (ICso: 34.703+1.66 pg/mL) olarak bulunmaktadir. Kersetin
metabolitlerinden en yiiksek aktivite sahip olan bilesik M1’in 1Cso degeri 97.74+0.52 pg/mL
iken; M6’in 1Cso degeri 165.00+5.89 pg/mL olarak hesaplandi. Hesperidin doniisiim
metabolitlerinden M7 metabolitinin aktivitesi M13 metabolitinden daha yiiksek bulunmus

olmasina ragmen ICso degeri hesaplanamayacak kadar diisiik bir aktivite gézlemlendi.

Tablo 4.11. Substrat/arin ve metabolitlerin ABTS ™ antioksidan aktivite sonuglar

Konsantrasyon

250 pg/mL 500 pg/mL 1 mg/mL 2 mg/mL

Kersetin 71.006 £2.25*  71.227 + 2.862 74.492+1.92% 76.169+0.79*  5.242 0.074

M1 30.7+4.1° 479+ 4.4° 53.4 £ 1.6® 69.8 + 4.62 32.342 0.003
M5 19.858 £0.47° 21.609 +£0.47®  22.473 +0.69? 22.939+0.6* 15433 0.009
M6 15.47 £3.19¢ 44,504 +£4.88°  55.674+3.08%  66.844+3.79° 100.304  <0.001
Hesperidin 5.8+ 1.8° 13.9+£0.9° 22.6+1.12 279+2.8 68.258 <0.001
M7 13.6+1° 19.8 £0.1° 22.8 + 3.83¢ 35.1+1.52 107.621 0.001
M13 99+1.12 10.1 £0.8? 12.8+£0.82 16.4 +1.82 11.386 0.016

&C¢ Her bir 6l¢lim degeri igin ayn1 harfe sahip gruplar arasinda fark yoktur.
Anova Tamhane ile analiz gergeklestirilmistir.
M1: Resveratrol; M5: Lakkaz enzim metaboliti; M6: Lakkaz enzim metaboliti; M7: Hesperetin; M13:

Naringenin
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Kersetin ve hesperidin’den metabolitlerden resveratrol (M1), hesperetin (M7) ve
naringenin (M13) antioksidan aktiviteleri hakkinda literatiir bilgisi bulunmaktadir (Guo ve
Jauregi, 2018; Leelavinothan ve Kalist, 2011; Shubina vd., 2021; Yu vd., 2016). Daha 6nce
literatiirde yer alan calismada kersetin’in yiiksek antioksidan aktivitesinden dolay1 pozitif
kontrol olarak kullanildig1 gézlemlendi (Hasbal vd., 2015). Resveratrol’iin kersetin’den daha
diisiik antioksidan aktiviteye sahip oldugu belirtilmistir (Oktyabrsky vd., 2020).

Hesperidin, naringenin ve hesperetin ile yapilan galismalara gore farkli antioksidan
aktivite metotlar1 sonucunda gore hesperetin en yiiksek etkiye sahipken; etkinlik agisindan
hesperidin de naringenin’inden daha yiiksek yiizde inhibisyona sahiptir (Denaro vd., 2021,
Lee ve Kim, 2010).

4.5.2. Anti-enflamatuvar aktivite ¢alismalar:

Anti-enflamatuvar aktivite ¢calismasinda soya 5-LOX enzimi kullanildi. Substratlarin
ve donlisiim ekstrelerinin anti-enflamatuvar inhibisyon sonuglari Tablo 4.12 ve Tablo
4.13’te yer almaktadir. Bu aktivite calismasi kapsaminda pozitif kontrol olarak NDGA
kullanilmis olup ICso degeri 3.63+£0.29 pg/mL olarak bulundu. Hesperidin doniisiim
ekstrelerinden E3 (1Cso: 25.93+0.36 ng/mL), ve kersetin doniigiim ekstrelerinden E10 (ICso:
24.99+1.41 pg/mL) degerleri hesaplandi. Hesperidin A. flavus doniisiim ekstresi hem

antioksidan aktivite hem de anti-enflamatuvar aktive agisindan aktif bulundu.

Tablo 4.12. Kersetin ve doniisiim ekstrelerinin anti-enflamatuvar aktivite sonuglart

Konsantrasyon
10 pg/mL 20 pg/mL 40 pg/mL i P
Kersetin 41.603 £3.7° 63.194 £ 1.09° 70.139 +1.292 120.676 <0.001
El 0.707 £ 0.66° 18.74 £ 1.9° 21.599 +2.22 129.943 <0.001
E2 26.092 + 0.95¢ 41.921 £4.27° 64.52 +1.242 162.125 <0.001
E3 32.205 £ 2.56° 34.989 + 5.08" 47.38 +£2.862 14.502 0.005
E4 20.633 + 0.68° 21.288 £2.97° 31.332+0.52 33.903 0.001

&C¢ Her bir 6l¢lim degeri igin ayn1 harfe sahip gruplar arasinda fark yoktur.

Anova Tukey HSD ile analiz edildi.

E1: Alternaria alternata; E2: Aspergillus flavus; E3: Penicillium claviforme; E4: Aspergillus nidulans
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Tablo 4.13. Hesperidin ve doniisiim ekstrelerinin anti-enflamatuvar aktivite sonuglar

Konsantrasyon
10 pg/mL 20 pg/mL 40 pg/mL F p
Hesperidin ~ 43.584 +4.53b 51.587 + 3.34% 61.508 +4.01° 15202  0.004
ES5 3.363 £ 1.74° 5.714£0.71° 33.75£5.04% 37.765 <0.001
EG6 12.143 £ 1.24° 22.857 + 1.43b 32.262 +1.8%2 134.069 <0.001
E7 30.754 + 1.43°¢ 41.151 + 1.04° 61.429 + 0.36° 672.927 <0.001
ES8 21.786 + 1.79° 25.893 £ 1.61° 35.00 £2.142 39.720 <0.001
E9 22.857 +£2.5° 25.476 £2.32° 35.238 £2.862 19.298 0.002
E10 22.262 +0.74° 32.679 £ 0.18° 41.25+1.61° 256.916  <0.001
Ell 2.893 +1.39°¢ 8.897 £0.82° 12.227 £0.822 61.242 <0.001
E12 2.183 +0.82°¢ 26.31 +£0.98° 34.498 £2.052 435.834  <0.001

&C¢ Her bir 6l¢lim degeri igin ayn1 harfe sahip gruplar arasinda fark yoktur.

Anova Tukey HSD ile analiz edildi.

E5: Rhizopus stolonifer; E6: Sporobolomyces pararoseus; E7: Bacillus subtilis var. clausii; E8: Penicillium
claviforme; E9: Saccharomyces cerevisiae; E10: Aspergilllus niger; E11: Alternaria alternata; E12: Fusarium
solani

Doniistim ekstrelerinin biyolojik aktivite ¢aligmalarinda en aktif ¢ikan numune E2
olup kersetin’in Aspergillus flavus doniisiimiine aittir. Yapilan ¢aligmalarin {igiinde de aktif
olan diger doniisiim ekstreleri Penicillium claviforme (E3) ve Aspergilllus niger (E10) olarak
tespit edildi. Elde edilen bu sonuglar Aspergillus suslari ile yapilan ¢alismada elde edilen
yeni metabolitlerin antioksidan ve anti-enflamatuvar aktivite yoniinden daha zengin
oldugunu gostermektedir.

Substratlarin ve elde edilen metabolitlerin anti-enflamatuvar aktivite sonuglar1 Tablo
4.14°te yer almaktadir. Bu aktivite ¢alismasi kapsaminda substrat ve metabolitlerin 1Cso
degerleri Sekil 4.73’te bulunmaktadir.

Kersetin ve hesperidin I1Cso degerleri sirasiyla 14.73+0.61 pg/mL ve 17.21£2.10
ug/mL olarak hesaplandi. Kersetin metabolitlerinden en yiiksek aktivite enzimatik
metaboliti M5  (ICso:  21.95+1.06 pg/mL)
metabolitlerinden M7 40 pg/mL konsantrasyonda %72.884+2.48 inhibisyon gostermektedir.

transformasyon aittir.  Hesperidin

Hem antioksidan hem de anti-enflamatuvar aktivite sonuglarina gére M7 metaboliti M13

metabolitinden daha aktif bulundu.
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Literatiirde yapilmis olan ¢alismalarda elde edilen sonuglara gore kersetin’in anti-
enflamatuvar etkisi metaboliti resveratrol’dan daha yiiksek bulundu. Hesperedin tiirevi
naringenin ve hesperetin ise kersetin ve resveratrol’dan daha diisiik bir aktiviteye sahiptir.
Tez kapsaminda yapilan ¢alismadan elde edilen ICso degerleri bu calismay1 desteklemektedir
(Kutil vd., 2015; Lee ve Kim, 2010; Lesjak vd., 2018; Pinto ve Macias, 2005; Zhang vd.,
2019). Hesperidin ve hesperetin’in 5-LOX enzimi ile yapilmis anti-enflamatuvar aktivite
calismasi literatiirde ilk kez gerceklestirildi. In vitro olarak yapilmis diger aktivite
calismalar1 sonucunda iki bilesik i¢in de ICso degeri hesaplanirken; birden farkli ¢alismada
hesperidin’in aktivite sonucu hesperetin’den daha yiiksek bulundu (Denaro vd., 2021; Lee
ve Kim, 2010; Parhiz vd., 2015). Tez calismalar1 kapsaminda elde edilen sonuglar literatiir

ile tutarli bulundu.

Tablo 4.14. Substrat ve metabolitlerin anti-enflamatuvar aktivite sonuglar

Konsantrasyon
10 pg/mL 20 pg/mL 40 pg/mL F p
Kersetin 41.603 +£3.7° 63.194 £ 1.09° 70.139 + 1.292 120.676 <0.001
M1 21.808 £ 1.68°  36.868 £0.79° 51.928 +1.792 307.271 <0.001
M5 21.362£2.66° 34.425+2.28P 67.917 £ 0.3° 1217.794 <0.001
M6 9.458 +£2.42°¢ 28.373 +£2.15° 34.392 £ 0.8? 136.914 <0.001
Hesperidin 43.584+4.53b  51.587+3.34®  61.508 £4.017 15.202 0.004
M7 6.25 £ 3.87° 36.012 £ 4.85° 72.884 +£2.48?2 147.511 <0.001
M13 35317+£6.55°  4127+1.24%® 51.389 +4.142 9.650 0.013

&¢ Her bir 6l¢iim degeri i¢in ayn1 harfe sahip gruplar arasinda fark yoktur.

Anova Tukey HSD ile analiz edilmistir.

M1: Resveratrol; M5: Lakkaz enzim metaboliti; M6: Lakkaz enzim metaboliti; M7: Hesperetin; M13:

Naringenin
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Anti-enflamatuvar aktivite
40 38]93 36.46

30 26.94
5 21.95
T

0 17:21
T2 14.73

5 3.63
0 ]
Hesperidin M7 M13 Kersetin M1 M5 NDGA

Sekil 4.73. Substrat ve metabolitlerin anti-enflamatuvar aktivitesi 1Cso degerleri

M1: Resveratrol; M5: Lakkaz enzim metaboliti; M7: Hesperetin; M13: Naringenin

4.5.3. Antimikrobiyal aktivite calismalari

Antimikrobiyal aktivite ¢aligmalar1 kapsaminda 10 mikroorganizma segildi. Bu se¢im
yapilirken insan sagliginda ve bitkilerde 6nemli patolojik sorunlara sebep olan, biyofilm
tabaka olusumundan sorumlu olmasi goz Oniinde bulunduruldu. Ayrica insan bagirsak
florasinda bulunan insan sagligi tizerinde olumlu etkisi bulunan mayalar se¢ilerek calismada
kullanilan bilesiklerin yararli mikroorganizmalara etkisine bakildi (Pérez-Torrado ve
Querol, 2016). Bu mikrooraganizdalardan 6 tanesi bakteri (Escherichia coli NRRL B-3008,
Staphylococcus aureus ATCC 6538, Salmonella typhimurium ATCC 13311, Bacillus
subtilis NRRL B-4378, B. fragilis , B. licheniformis) 2 maya (Saccharomyces boulardii
REFLOR® ve S. cerevisiae ATCC 9763) ve 2 fungus (Candida albicans ATCC 10231 ve
Aspergillus nidulans Abraham) bulunmaktadir Antimikrobiyal aktivite sonuglari Tablo
4.15’te yer almaktadir.

Substratlar ve metabolitler funguslara karsi oldukg¢a yiiksek antifungal etki
gostermiglerdir. Deneysel calismada 15.6 pg/mL  konsantrasyonun altindaki etkiye
bakilamamasinin nedeni aktivite c¢alismasinin gergeklesmesi i¢in yeterli miktarda
numunenin bulunmamasidir. Bununla birlikte hesperidin metabolitleri M5 ve M13 her
ikisinin de S. aureus susuna kars1 gostermis olduklari etki hesperidin’den daha yiiksektir. Bu
sonug cilt patojenlerine kars1 daha etkili metabolitler elde edildigini géstermektedir. Kersetin

metabolitlerinden M1 S. typhimurium (62.5 pg/mL) ve B. licheniformis (62.5 pg/mL)
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suslarina  karst  kersetinden daha etkili bulundu. M1 metabolitinin yararh
mikroorganizmalardan S. cerevisiae MiK konsantrasyonu 31.25 pg/mL olarak bulundu. Bu
durumda non-patojen ve selektif 6zellikli mikroorganizmalari inhibe ettigi ve toksik etki
gosterebilecegi yorumunu yaptirmaktadir.

Minimum inhibisyon konsantrasyon (MIK) calismasinin devaminda MBK (Minimum
bakterisidal konsantrasyon) ve MFK (Minimum fungisidal konsantrasyon) calismalari
gerceklestirildi. MBK ve MFK ile bilesiklerin hangi konsantrasyonda mikroorganizmalarda
inhibe edici mi yoksa 6ldiiriicii etkiye mi sahip oldugu hakkinda bilgi vermektedir.

MBK sonuglarina gore sadece M13 metabolitinin Staphylococcus aureus susuna karsi
500 pg/mL konsantrasyonda bakteriosidal etkiye sahip oldugunu gostermektedir.
Flavonoitler yapilarinda bulundurduklar1 5 ve 7. konuma bagli hidroksi gruplarindan dolay1
Staphylococcus aureus susuna kars1 daha yiiksek antibakteriyal etkiye sahiptir (Cushnie ve
Lamb, 2005). MFK etki sonuglar1 Aspergillus nidulans karsi1 kersetin 125 ug/mL ve M7 62.5
ug/mL olarak bulundu.

Literatiirde kersetin, hesperidin ve metabolitleri M1, M7 ve M13 hakkinda yapilmis
¢alismalar mevcuttur (Attia vd., 2021; Crnivec vd., 2021; Dimki¢ vd., 2016; Hao vd., 2021;
Iranshahi vd., 2015; Lather vd., 2020; Pal ve Tripathi, 2020; Vestergaard ve Ingmer, 2019).

Tablo 4.15. Substrat ve metabolitlerin MIK degerleri (ug/mL)

[ Vi1 M5 M6 (2) M7  M13 Bl B2

Escherichia coli >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 <10 5
Staphylococcus aureus <15.6 31.25  >500 >500 125 625 3125 <10 10

Salmonella

o >500 625 >500 >500 >500 500 500 <10 10
typhimurium
Bacillus subtilis >500 250 >500 >500 >500 500 500 <10 5
Bacillus fragilis >500 >500  >500 >500 >500 500 500 40 10
Bacillus licheniformis ~ >500 62.5 >500 >500 >500 500 500 40 20
Candida albicans 125 <156 <156 <156 <156 <156 <156 4* 2%*
Saccharomyces

B 125 <15.6  >500 500 >500 625 125 1* 0.5**

boulardii
S. cerevisiae 125 3125 >500 >500 >500 125 125 2* 2%*

Aspergillus nidulans <156 <156 <156 <156 <156 <156 3125 2* 0.12**
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(1): Kersetin; (2): Hesperidin; M1: Resveratrol; M5: Lakkaz enzim metaboliti; M6: Lakkaz enzim metaboliti;
M7: Hesperetin; M13: Naringenin; B1: Amoksisilin; B2: Kloramfenikol; *: Ketakanozol (pg/mL);
**: Amfoterisin B (ug/mL)

4.5.5. Biyofilm aktivite calismasi

Biyofilm, mikroorganizmalarin birbirine ve bulunduklar1 canli ya da cansiz bir kati
ylizeye yapisarak olusturduklar1 toplulugu ifade etmektedir. S. pneumoniae H. influenza, S.
aureus ve P. aeruginosa gibi bir¢ok siniizit etkeni patojen siniislerde biyofilm olusturarak
hastaliga neden olurlar ve bulunduklar1 ortamdan uzaklastirilmalar1 tek yasayan
mikroorganizmalara nazaran daha zordur ve bu nedenle direng faktoriidiirler (Fastenberg
vd., 2016).

Bu kapsamda Staphylococcus aureus (ATCC 6538) ve Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853) ile biyofilm g¢alismasi gerceklestirildi. Antimikrobiyal aktiviteleri yiiksek
olan ve ayn1 doniisiim ekstresinden elde edilen hesperetin ve naringenin bilesikleri ¢alisma
icin secildi. Ayrica hesperidin metabolitleri oldugu igin ¢alismada hesperidin de
bulunmaktadir. Bu ii¢ bilesigin MiK ve MBIK degerleri Tablo 4.16°da yer almaktadir.

Tablo 4.16. Hesperidin, hesperetin ve naringenin MIK ve MBIK degerleri (ug/mL)

Mikroorganizmalar MIK/MBIK degerleri  Hesperidin Hesperetin  Naringenin
Staphylococcus aureus MIK 125 62.5 31.25
MBIK 500 250 250
Pseudomonas aeruginosa MIK 500 500 500
MBIK >500 >500 >500

Biyofilm ve antibakteriyal aktivite ¢alismasi sonucunda hesperetin ve naringenin
hesperidin’den daha etkili bulundu. Literatiirde naringenin’in daha dnce Vibrio harveyi ve
Escherichia coli suslar ile yapilmis biyofilm ¢alismasi bulunmaktadir (Vikram vd., 2010).

Diger bir ¢alismada naringenin, yag asidi salgisini azaltarak biyofilm olusumunu
azaltip S. aureus MRSA mutantlari {izerinde antibakteriyel aktiviteye sahip oldugunu tespit
edilmistir. Ayrica hem antibakteriyel aktivite hem de biyofilm inhibisyonu i¢in antibiyotik
olarak tedavide kullanilan oksasilin ile yiiksek sinerjik aktivite gozlemlenmistir (Song vd.,
2020).

Naringenin calisilan diger bir sus S. mutans’tir. Bu sus kullanilarak olusturulan

biyofilm ikinci (bakteriyel yapigsma) ve liglincli agsamalarinin da (biyofilm olgunlasmasi)
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baskilamaktadir. Bu ¢alisma sonucu naringenin’in dis kliniginde uygun konsantrasyonda
giivenli bir ¢lirlik 6nleyici ajan olarak kullanilabilecegi 6n goriilmektedir (Yue vd., 2018).
Hesperidin ve hesperetin bilesikleri ile yapilan biyofilm g¢alismasinda S. aureus
RN4220 ve S. aureus SA1199B suslarina karst hesperetin daha aktif bulundu. Bu ¢alismada
glikozit ve aglikon formunda farkli bilesikler karsilastirilmis olup aglikon yapisindaki
flavonoitlerin glikozit formlarindan daha etkili oldugu kanisina ulasildi (Lopes vd., 2017).

4.5.6. Dama tahtasi yontemi ile sinerjik aktivite calismasi

Naringenin ve hesperetin bilesikleri ile Staphylococcus aureus (ATCC 6538) biyofilm
yapist olusturulduktan sonra dama tahtasi yOntemindeki konsantrasyonlarla calisma
gerceklestirildi. Calisma sonucu FiKI degeri ‘FIKI = FIK X+FIK Y’ formiiliine gére
hesaplanmustir. X degeri hesperetin (FIKX: 0.25), Y degeri ise naringenin’e (FIKY: 0.0625)
aittir.

YFIK= 0.3125 olarak bulundu. Deneysel ¢alisma sonucunda elde edilen sonug ‘FIKi
< 0.5 = Sinerjik etki’ araliginda yer almaktadir. Hesperetin ile naringenin arasinda biyofilm
aktivite ¢alismasinda sinerjik etkiye sahip oldugu bulundu.

Literatiirde naringenin ve hesperetin’in S. aureus ATCC 12598 susu ile sinerjik
aktivite calismasi yapilmis olup FIKI degeri 1.063 bulundu.  Bulunan FiKI degeri
‘1<FiKi<4 =Bagimsiz etki’ araliginda yer almaktadir. Sinerjik etki olarak bagimsiz etkiye
sahip iken; tez kapsaminda yapilan biyofilm tabakalama tizerinde sinerjik etkiye sahip
oldugu bulundu (Han vd., 1992).

B-laktam antibiyotiklerin varliginda biiyiiyen bakteriler i¢in flavonoitler, B-laktamaz
enzimleri ve PBP-2' seviyeleri lizerinde higbir etki gostermedi. Bu galismada etki
mekanizmasin1 ¢oziimleyebilmek igin elektron mikroskopisi ¢alismasi bulunmaktadir.
Sonug olarak alt inhibitér konsantrasyonlarda flavonoitlerle tedavi edilen bakterilerde
anormal morfoloji gézlemlenmektedir (Denny vd., 2008).

4.5.7. Brine Shrimp toksisite calismalari

Artemia, asirt tuzluluga iyi uyum saglayabilmesi nedeniyle batakliklar ve goller gibi
farkli yasam kosullarinda varligini siirdiirebilen zooplantonik kabuklu canlilardir. Bu
canlilar filter feeder olduklar1 igin toksik maddelere karsi asir1 hassasiyet gostermelerinden
dolay1 toksisite deneylerinde kullanilmaktadirlar. Artemia yumurtalar1 ile yapilan bu

calismalar in vivo hayvan alternatifi model olarak kabul edilmektedir.
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Deneysel ¢alisma siirecinde Artemia yumurtalariin besiyeri ile biiyiimelerinin aktive
edilmesi saglanip nauplii (instar I, II ve III) adi verilen larva evrelerindeki canlilarla
calismalar gergeklestirilmektedir (Gajardo ve Beardmore, 2012; Khabib vd., 2022).

Calisma kapsaminda standart madde olarak emetin hidrokloriir kullanildi (Solis vd.,
1993). Pozitif kontrole ait doz-etki grafigi Sekil 4. 74’te almaktadir.

Emetin hidroklorir
70
60
50
40
30
20

Letal yGzde (%)

10

10 35

-20
Log(Konsantrasyon) pg/mL

Sekil 4. 74. Emetin hidrokloriir toksik etkisi

Substrat ve metabolitlerin 62.50 pg/mL konsantrasyonunda elde edilen letal yiizde
sonuclar1 Tablo 4.17°de bulunmaktadir.

Tablo 4.17. Substratlarin ve metabolitlerin akut toksisite sonuclar

Letal yiizde (%)
Hesperidin
Resveratrol 13.350+3.87
M5
M6
Kersetin
Hesperetin 8.010+0.45
Naringenin 4.5504+6.43

-: Etki g6zlemlenmedi

Brine Shrimp deneyinde LCso degerlerine gore toksisite dort sinifa ayrilmaktadir. Bu
toksisite dereceleri giiclii toksik (LCso degeri: <100 pg/mL), orta dereceli toksik (LCso
degeri: 100-500 pg/mL), zay1f toksik (LCso degeri: 500-1000 pg/mL) ve toksik degil (LCso
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degeri: >1000 pg/mL) seklindedir (Khabib vd., 2022). Derecelendirme géz Oniine
alindiginda substrat olarak kullanilan hesperidin ve kersetin toksik degildir. Aktivite
caligmalar1 gergeklestirilen metabolitlerden lakkaz enzim metabolitleri M5 ve M6,
naringenin ve hesperetin’in de toksik olmadigi bulundu. Hesperidin, hesperetin, naringenin
ve kersetinin daha Once literatiirde yer alan toksisite ¢alismalar1 ile de sonuglar
desteklenmektedir. Hesperidin bilesiginin daha 6nce toksisite in vivo hayvan modellemesi
Ve in vivo hayvan alternatifi diger modellerle ¢alismalar1 bulunmasina ragmen Brine Shrimp
yontemi ile ¢aligmaya literatiirde rastlanilmamakta olup literatiirdeki sonuglarla korelasyon
bulunmaktadir (Al-Rikabi vd., 2020; Carevi¢ vd., 2022; Isnaini vd., 2019; Liu vd., 2019;
Nachammai vd., 2021).

500 pg/mL konsantrasyonda toksik aktivitede maksimum letal yiizde tespit edildi.
Deney kapsaminda 24 saatlik bir inkiibasyon periyodundan sonra numuneler arasinda en
yiiksek akut toksisite gosteren resveratrol olarak hesapladi. Literatiirde yer alan in vitro
caligmalar ve in vivo hayvan alternatifi diger yontemlerle yapilmis olan caligmalarin
sonuglar1 da deneysel ¢calismamizi desteklemektedir. Resveratrol’{in rutin ve rosmarinik asit
gibi diger polifenolik bilesiklerden oldukga yiiksek toksisiteye sahip oldugu ayni deney
metodu ile yapilmig bir ¢alismada gosterilmistir (Berardi vd., 2009; Cantiirk vd., 2016;
Cavalcante vd., 2017).
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5. SONUC, TARTISMA VE ONERILER

Kersetin mikrobiyal ve enzimatik transformasyon g¢aligmalar1 sonucunda ¢esitli
spektroskopik yontemler kullanilarak 6 metabolitin varligi belirlenmis olup 5 metabolitin
yapist aydinlatildi.

A. flavus mikrobiyal doniisiimii sonucu M1 (resveratrol) ve M2 (izoramnetin)
metabolitlerinden M1 kromon halka yapimnin pargalanmasi sonucu stilben yapisinda bir
bilesigin elde edildigini gosterirken; M2 kersetin’e 7. konumdan metil grubu baglanmasi ile
metoksi yapinda bir flavonoit olustugunu gostermektedir.

M1 (resveratrol) C halka yapisinin bozulmasi sonucunda elde edilmektedir.
Kersetin’in resveratrol’e doniisim tepkimesi Sekil 5.1°de yer almaktadir. Literatiirde
kersetin’in Aspergillus flavus kersetinaz enzimi araciligiyla yaptigi transformasyon
calismasinda kromon halkasinin pargalanip karbonmonoksit ve
protokatesuoilfloroglusinolkarboksilik asit bilesiklerinin olusumu gozlemlendi (Das ve
Rosazza, 2006; Kostrzewa-Sustow vd., 2008).

OH
e} O
CI ! OH

OH

OH

OH O

Kersetin
Aspergillus niger
OH
e

HO I

OH
Resveratrol

Sekil 5.1. Kersetin'in A. niger ile ikinci doniisiim tepkimesi

Aspergillus cinsinde yer alan suslarla yapilan ¢aligmalarda flavonoit yapisinin B
halkasina metoksil grubu bagladig1 gézlemlendi (Kostrzewa-Sustow ve Janeczko, 2021). Bu
durum M2 metabolitinin olusumunu desteklemektedir. Kersetin’in izoramnetin’e doniisiim

tepkimesi Sekil 5.2° de yer almaktadir.
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Sekil 5.2. Kersetin'in A. niger ile doniigiim tepkimesi

M3 ve M4 metabolitleri diisiik miktarlarda doniisiimii gézlemlenmis olup preparatif
olgekli yapilan galismalarda yapi tayini igin yeteri miktarda elde edilemedi. Yapilan ITK ve
SK/KS-KS ile elde edilen sonuglar literatiirdeki veriler ile desteklendi. M3 metaboliti kiitle
fragmentleri tutarli olmasma ragmen literatiirde de bilesigin yapist aydinlatilamadigi
belirtilmektedir (Kang vd., 2016).

M4 metaboliti protokatesik asit olarak tanimlanmis olup daha 6nce Rhizobium loti
NZP2042 ve Bradyrhizobium sp. (Lotus) suslar1 kullanilarak kersetin mikrobiyal
transformasyonu calismasinda tespit edilmistir (Rao vd., 1991). Kersetin’in protokatesik

aside doniisiim tepkimesi Sekil 5.3’te yer almaktadir.
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Sekil 5.3. Kersetin'in A. nidulans ile déniisiim tepkimesi

M5 ve M6 metabolitleri enzimatik transformasyon iirlinleri olup lakkaz enzimi ile
gerceklesti. Kersetin’in M5 ve M6 doniisiim tepkimeleri sirasiyla Sekil 5.4 ve Sekil 5.5°te
yer almaktadir. Lakkaz oksijen oksidorediiktaz enzim ailesinde yer almaktadir (Madhavi ve
Lele, 2009). Transformasyon sonucu elde edilen metabolitlerinde hidroksil gruplarinin
metoksi gruplarina déniistiigii gézlemlenmektedir. Hem enzimin yapisinda hem de ortamda
metanol bulunmasindan dolay1 biyokimyasal tepkimenin gerceklesmesi miimkiindiir.
Puranik ve Srivastava tarafindan 2017 yilinda yazilan makale kersetin molekiiler yapisinin
aydinlatilmasinda referans alindi. Caligmamiz literatiirde yer alan pikler ile uyumluluk

gostermektedir (Puranik ve Srivastava, 2017).
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Sekil 5.4. Kersetin'in lakkaz ile M5 metabolitine doniisiim tepkimesi

M6 metabolitinde yer alan metil grubu proton NMR ile gosterilmis olup ayni
zamanda da ozellikle Citrus tiirlerinde daha 6nce gozlemlenen metilat flavonoiti olarak
bitkilerde karbona bagli metil grubu olan metilat flavanoitleri olarak biyolojik doniisiimle
tiretilebilecegi gozlemlendi. Bu ¢alismada 5. konuma bagli hidroksi grubunun metil grubu

olarak degismesinin miimkiin oldugunu géstermektedir (Wen vd., 2017).

OH O

Kersetin

Mo

Sekil 5.5. Kersetin'in lakkaz ile M6 metabolitine doniisiim tepkimesi
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Hesperidin mikrobiyal ve enzimatik transformasyon g¢alismalar1 sonucunda gesitli
spektroskopik yontemler kullanilarak 8 metabolitin varligi belirlenmis olup alti metabolitin
yapist aydinlatildi.

M7 (Hesperetin) hesperidin yapisinda yer alan seker gruplarinin koparilmis aglikon
yapisidir. Bu ¢alismada bagirsak florasinda yer alan izole Bacillus subtilis var. clausii
bakterisinde doniisiim gozlendi. Bu kapsamda kullanilan B. coagulans, B. subtilis var. notto,
Lactobacillus fermentum ve L. rhomnosus suslarinda da 6n deneme ¢alismalarinda
hesperetin olusumu gdzlenmis olup en biiyiikk oranda metabolit olusumu B. subtilis var.
clausii susunda gergeklesdi. Lactobacillus suslarinin yiiksek f-glikozidaz aktivitesine sahip
olmasi da bu donlisimii desteklemektedir (Hu vd., 2022). Hesperidin’in farkli

mikroorganizmalarla mikrobiyal transformasyon tepkimesi Sekil 5.6’da yer almaktadir.

Hesperidin

Alternaria alternaty
Aspergilins niger

Buciling subtiins var. clausi
Strepitococcus thermophilus

Hesperetin

Sekil 5.6. Hesperedin'in farkly suglar ile mikrobiyal déniisiim tepkimesi

Genellikle mikrobiyal transformasyon ¢aligsmalarinda olmasi beklenilen bir durumdur.
Literatiirde Aspergillus ve Cunninghamella cinsleri, Rhizopus stolonifer, Gliocladium
roseum, Paecilomyces variotii, Streptomyces griseus mikrobiyotadan izole Pichia kluyverii
insan feges florast kullanilarak hesperidin’den hesperetin doniistimleri gozlendi (Cheng vd.,
2015; Dodda vd., 2012; Escudero-Lopez vd., 2016; Kim vd., 1998; Madeira vd., 2014;
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Nakajima vd., 2016; Nakajima vd., 2017; Sordon vd., 2016; Wang vd., 2005). M7 metaboliti
ayn1 zamanda tez kapsaminda Alternaria alternata mikrobiyal transformasyon ¢alismasinda
da tespit edildi.

M8 (pinosembrin) A. alternata ile kersetinden mikrobiyal transformasyonu ilk kez
gerceklestirildi. Hesperedin'in A. altarnata ile donilisim tepkimesi Sekil 5.7’de yer
almaktadir. Pinosembrin flavonoiti daha 6nce aga¢ kabugundan izole edilen endofitik fungus
Annulohypoxylon elevatidiscus BCRC 34014'ten izole edilmistir (Cheng vd., 2015). Bununla
birlikte fenilpropanoit yolak enzimlerini eksprese eden rekombinant S. cerevisiae susu ile de

pinosembrin olusumu gozlemlenmistir (Das ve Rosazza, 2006).

OH
oM F

QUOH

Hesperidin

Alternuaria alternata

Pinosembrin

Sekil 5.7. Hesperidin'in A. altarnata ile doniisiim tepkimesi

M9 metaboliti literatiirde daha once eriodiktiyol olarak adlandirildi. M9
metabolitinin donisiimii A. alternata ile gergeklesti. Doniisiim tepkimesi Sekil 5.8’te yer
almaktadir. Bu metabolitin olusumu hesperidin biyosentez yolaginda eriodiktiyol’den sonra
hesperetin ve hesperidin olusmasi olarak gosterilmistir (Karim vd., 2021). A. alternata
mikrobiyal transformasyonunda tanimlanan diger bir metabolitin hesperetin olmasi bu
durumu desteklemektedir.
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Hesperidin

Alfernaria alternata

Eriodiktiyol

Sekil 5.8. Hesperidin'in A. altarnata ile Eriodiktiyole doniigiim tepkimesi

M10 metaboliti A. alternata mikrobiyal transformasyonundan elde edilen bir diger
metabolit olup NMR verileri kalkon yapisinda oldugunu gostermektedir. Bu doniisiim
bitkilerde ve mikroorganizmadaki biyosentez yolagi goz Oniinde bulunduruldugunda
ger¢eklesmesi miimkiindiir.

M11 Sporobolomyces pararoseus ve M12 Rhizopus stolonifer doniisiim metabolitleri
eser miktarda olustuklar i¢in yap1 tayini yapilamadi.

M13 metaboliti A. niger ile mikrobiyal transformasyon sonucunda hesperetin’le elde
edildi. Heperidin’in naringenin’e doniisiim tepkimesi Sekil 5.9’da yer almaktadir. Yap1
elimizde bulunan standart ile dogrulanmis olup zamana bagli degisim grafigine sonucunda
en yiiksek verim 8. giin sonunda gozlendi. Literatiirde naringenin substrat olarak kullanildig:
calismalar olmasina ragmen metabolit olarak bulundugu calisma fenilpropanoit yolak
enzimlerini eksprese eden rekombinant S. cerevisiae susu kullanilmaktadir. Metabolit olarak
pinosembrin ile naringenin metabolitlerinin olusumu gézlemlenmistir (Das ve Rosazza,
2006).
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Hesperidin

Aspergillus niger

Naringenin

Sekil 5.9. Hesperidin'in A. niger ile doniisiim tepkimesi

Hesperidin’in suda ¢6ziinme problemi olmasi ve mikrobiyal transformasyonda
besiyerinin sulu olmasindan dolay1 hesperidin pg-siklodekstrin ile kaplanarak calisma
gerceklestirilerek de metabolitlerin  doniisimii  gézlemlenmis olup f-siklodekstrin
kaplanmasi ile metabolit veriminde anlamli bir degisim gézlemlenmedi.

M14 metaboliti lakkaz enziminin aktivasyonu sonucunda elde edildi. Doniistim
ekstresi analiz edildiginde eser miktarda bulundu. Elde edilen kiitle bilgisinden yola
cikilarak Chemdraw uygulamasinda modifiye edilmis olup metoksi grubunun kopmus
oldugunu gozlenmektedir. Bu bilgi 1s1ginda literatiirdeki bilgiler yardimiyla SK/KS-KS
kiitle fragmentleri M 14 metabolitinin naringin oldugunu gostermektedir.

Biyolojik aktivite caligmalari substrat olarak kullanilan kersetin ve hesperidin,
kersetin’in  dort doniisiim ekstresi ve hesperidin’in sekiz doniisiim ekstresi ile
gerceklestirildi. Ayni ¢alismalar metabolitlerden M1(resveratrol), M5, M6, M7 (hesperetin)
ve M13 (naringenin) ile de gergeklestirildi. Bu calismalar kapsaminda metabolitler ve
substratlarin in-vitro antioksidan, 5-LOX enzim inhibisyonu ve antimikrobiyal aktiviteleri
gerceklestirildi.

In-vitro DPPH" antioksidan aktivite sonucunda Aspergillus flavus doniisiim

ekstresinde (E2) ise kersetin’den daha yiiksek antioksidan aktivite gézlemlenmektedir. E2
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ekstresinde daha Once yapilan analizlerde metabolit olarak resveratrol ve izoramnetin
tanimlandi. Ayn1 durum hesperidin A. niger doniisiim ekstresinde (E10) de gegerli oldu. A.
niger doniisiim metabolitleri naringenin ve hesperetin olarak tespit edildi. Ekstrelerin
aktiviteleri metabolit aktivitelerinden daha yiiksek bulundu. Bu durum E2 doniisim
ekstresinde metabolitlerin ve igeriginde bulunan kersetin’in sinerjik etkiye sahip oldugunu
yorumunu yaptirmaktadir.

Anti-enflamatuvar aktivite ¢alismasinda soya 5-LOX enzimi kullanildi. Hesperidin
dontisim ekstrelerinden E3 (ICso0: 25.93+0.36 ng/mL) ve kersetin doniisiim ekstrelerinden
E10 (I1Cs0: 24.99+1.41 pg/mL) degerleri hesaplandi. hesperidin A. flavus doniigiim ekstresi
hem antioksidan aktivite hem de anti-enflamatuvar aktitive ac¢isindan aktif bulundu. Elde
edilen bu ¢alisma sonuglar1 bizlere Aspergillus suslari ile yapilan ¢alismada elde edilen yeni
metaboliterin antioksidan ve anti-enflamatuvar aktivite yoniinden daha kuvvetli oldugunu
gostermektedir.

Antimikrobiyal aktivite ¢aligmalari kapsaminda 10 mikroorganizma se¢ildi. Bu
mikrooraganizdalardan 6 tanesi bakteri (Escherichia coli NRRL B-3008, Staphylococcus
aureus ATCC 6538, Salmonella typhimurium ATCC 13311, Bacillus subtilis NRRL B-
4378) 2 maya (Saccharomyces boulardii REFLOR® ve S. cerevisiae ATCC 9763) ve 2
fungus (Candida albicans ATCC 10231 ve Aspergillus nidulans Abraham) bulunmaktadir.
Antimikrobiyal aktivite ¢alismasi yiiksek verimle elde edilen metabolitlere ve subsratlara
uygulandi. Hesperidin metabolitleri M15 (hesperetin) ve M13 (naringenin) her ikisinin de S.
aureus susuna kars1 gostermis olduklari etki hesperidin’den daha yiiksektir. Bu sonug cilt
patojenlerine karsi daha etkili metabolitler elde edildigini gostermektedir. Kersetin
metabolitlerinden M1 S. typhimurium (62.5 pg/mL) ve B. licheniformis (62.5 pug/mL)
suslarina kars1 kersetin’den daha etkili bulundu.

In vivo hayvan alternatifi yontemlerinden birisi olan Brine Shrimp yontemi ile substrat
ve diger aktivite caligmalar1 yapilan metabolitlerin ayn1 konsantrasyonlarda akut toksisite
degerleri hesaplandi. Resveratrol (M1) metabolitinin Brine Shrimp’lerin iizerinde diger
metabolitlerden daha yiiksek akut toksik etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Literatiirde
belirtilen toksisite degerlendirme araliklarina gore substratlar ve metabolitler toksik degildir.

Tez kapsaminda bitkisel gida atigi olarak Citrus meyvelerinde igeriginde bulunan
ayrica gostermis olduklari gii¢lii biyolojik aktivitelerinden dolay1 da gida takviyesi olarak
kullanim alanlar1 olan kersetin ve hesperidin’den hareketle 25 farkli mikroorganizma ile

mikrobiyal ve lakkaz ile enzimatik transformasyon g¢alismalar1 gergeklestirildi. Bu ¢alisma
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ile kersetin ve hesperidin’e oranla dogada daha az bulunan bilesiklerin doniistimii
gerceklestirildi. Resveratrol, izoramnetin, M5 ve M6 metabolitleri ilk kez kersetin’in
mikrobiyal ve enzimatik transformasyonu ile elde edildi. Kersetin’in mikrobiyal ve
enzimatik transformasyon galismalari sonucunda yapisi aydinlatilan metabolitler Sekil
5.10°da yer almaktadir.

Resveratrol

O

A. niger

| oH
'::I/

HO

Frotokatesik asit
OH o

Izoramnetin

Sekil 5.10. Kersetin biyodoniisiim ¢alismalar: sonucu elde edilen metabolitler

Flavonoit yapisindaki pinosembrin, eriodiktiyol ve naringenin ilk kez hesperidin’in
mikrobiyal transformasyonu ile elde edildi. Bu ¢alisma bitkilerdeki biyosentez yolag ile de
desteklendi. Hesperidin’in mikrobiyal ve enzimatik transformasyon ¢alismalar1 sonucunda

yapisi aydinlatilan metabolitler Sekil 5.11°de yer almaktadir.
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Sekil 5. 11. Hesperidin biyodoniisiim¢alismalar: sonucu elde edilen metabolitler

Hesperidin’in aglikon hali olan hesperetin metaboliti Aspergillus niger, Alternaria
alternata, Bacillus subtilis var. clausii ve Streptococcus thermophilus suslarinda
gozlemlenmistir. Hesperidin’in A. alternata ve S. thermophilus ile doniisiimii ilk defa
gerceklesti.

Hesperidin metabolitlerinin tez kapsaminda yapilan biyolojik aktivite ¢aligmalarinda
hesperidin’den daha aktif oldugu gozlendi. Hesperetin ve naringenin metabolitlerinin
biyofilme kars1 sinerjik etkisi ilk kez tespit edildi. Bu metabolitlerin gézlenmis olan sinerjik
etkisinden dolay1 kombinasyon halinde biyofilm tabakaya karsi etkili bir kullanim alani
olabilecegi gosterildi.

Gergeklestirilen biyofilm dama tahtast yontemi ilk kez yapilmis olma ozelligi
tagimaktadir. Yapilan calismanin tekrarlanabilir ve kendi igerisinde tutarli sonuglarinin
olmasi metodun limit vaat edici oldugunu gostermektedir.

Ilerleyen dénemlerde literatiire kazandirilan bu yontem ile tekli kullanimda
antibiyofilm etkisi olan bilesiklerin kombinasyon halinde biyofilm tabakaya etkilerinin

aragtirillmasiyla literatiire katki saglanmasi1 hedeflenmektedir. Ayrica doniisim
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metabolitlerinin verimlerinin arttirilmasi1 amaciyla deneysel parametrelerde degisiklikler
yapilarak bilgisayar yazilimlart destekli optimizasyon ¢alismalar1 hedeflenmektedir. Cevre

dostu biyoteknolojik  yontemler ile hammadde iretimine yonelik ¢alismalar
planlanmaktadir.
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