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Matrin ve oksimatrinin mikrobiyal transformasyonu ve
metabolitlerinin in vitro biyolojik aktivitelerinin incelenmesi
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Amag: Matrin ve oksimatrin bilesiklerinin mikrobiyal transformasyon yolu ile metabolitlerin
karsilagstirmali olarak biyolojik aktivitelerinin incelenmesi hedeflenmistir. Yontem:30 farkh
mikroorganizmanin sivi besiyerinde {retilmesinden sonra, substratlarin ayri ayri ortama
eklenerek yeni maddelere doniisiimii gézlemlenmistir. Uretilen yeni maddeler besiyerinden
uygun kosullarda ekstre edilerek, Ince Tabaka Kromatografisi ile maddelerin varlig1 tespit
edilmistir. Antimikrobiyal aktivitePseudomonas aeruginosa ATCC 10145, Escherichia coli NRLL B-
3008,Streptococcus epidermidis ATCC 14990, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Helicobacter
pylori ATCC 43504 ve Candida albicans ATCC 90028mikroorganizmalarina karsit mikrodiliisyon
yontemi kullanilarak incelenmistir. Asetilkolinesteraz enzim inhibisyonu Ellman metodu ile
arastinnlmistir. ~ 5-lipooksijenaz ~ enzim  inhibisyonu  deneyleri  ise  kolorimetrik
yontemlebelirlenmistir. Bulgular: Matrin substratindan Mucor ramannianus ve Enterococcus
faecalis ile mikrobiyal biyotransformasyon sonucu iki metabolit (M1 ve M2) olusmustur.
Oksimatrin substratinin bes farkli mikroorganizma ile biyotransformasyonu sonucu matrin
metabolit olarak elde edilmistir. Sonu¢: Matrin, oksimatrin, M1 ve M2 metabolitlerinin
antimikrobiyal acidan etkili olmadigi tespit edilmistir. Matrin (%10.47), oksimatrin (%21.11), M1
(%24.23) ve M2 (%26.42)'nin 5-LOX enzim inhibisyonu a¢isindan standart NDGA (%96.35) ile
kiyaslandiginda orta dlizeyde aktivite gosterdigi gorilmiistir. Asetilkolinesteraz/
biitirilkolinesteraz enzim inhibisyonu matrin (%34.16/ %20.49), oksimatrin (%23.68/ %22.76),
M1 (%27.72/ %22.05) ve M2 (%30.63/ %Z23.98) acisindan degerlendirildiginde ise
metabolitlerde az da olsa aktivitede artis gézlemlenmistir.
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Matrin ve oksimatrinin biyotransformasyonu

Microbial transformations of matrine and oxymatrine and in vitro
biological evaulation of metabolites

Abstract

Aim: It is aimed to examine the comparative biological activities of metabolites of matrine and
oxymatrine compounds which were obtained by microbial transformation. Methods: After the
cultivation of 30 different microorganisms in liquid medium, the transformation of substrates to
new media was observed by adding them separately. The metabolites were initially identified by
thin layer chromatography. Antimicrobial activity was investigated by microdilution method
against microorganisms of Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, Escherichia coli NRLL B-3008,
Staphylococcus aureus ATCC 6538, Helicobacter pylori ATCC 43504, Streptococcus epidermidis
ATCC 14990, andCandida albicans ATCC 90028. The acetylcholinesterase enzyme inhibition was
investigated by Ellman's method. 5-lipoxygenase enzyme inhibition experiments were
determined by Baylac’s colorimetric method. Results: The biotransformation of the matrine with
Mucor ramannianus and Enterococcus faecalis resulted in two metabolites (M1 and M2). Matrine
was obtained as a metabolite by the biotransformation of oxymatrine with 5 different
microorganisms. Conclusion: Matrine, oxymatrine, M1 and M2 metabolites were not effective for
antimicrobial activity. Matrine (10.47%), oxymatrine (21.11%), M1 (24.23%) and M2 (26.42%)
metabolites showed moderate activity compared to standard NDGA (96.35%) for 5-lipoxygenase
enzyme inhibition. When acetylcholinesterase/ butyrylcholinesterase enzyme inhibitions are
evaluated in terms of matrine (34,16%/ 20,49%), oxymatrine (23.68%/ 22.76%), M1 (27.72%/
22.05%) and M2 (30.63%/23.98%) however, a slight increase in activity was observed in
metabolites.
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Giris substratla etkilesmesi sonucu elde edilecek
metabolitler, substrattan daha aktif ve daha

Gegmigte tedavi amagli kullanilan az toksik maddeler olabilmektedir.

materyaller bitkisel kaynaklardan ekstre

edilmistir. Daha sonralar1 ilaglar sentetik
olarak tiretilmis ve daha kolay bir kullanima
sunulmustur. Ancak son zamanlarda
biyoaktif dogal bilesiklere olan ilginin
tekrardan artmaya basladig1 goriilmektedir.
Fakat goz 6niinde bulundurulmasi gereken
en onemli husus, bitkilerden ekstre edilerek
elde edilen dogal bilesiklerin miktarinin
oldukca diisiik oldugudur. Bu baglamda
biyoteknolojik  uygulamalarla, kimyasal
yollarla istenildigi gibi lretilemeyen ya da
dogal kaynaklardan izolasyonu ekonomik
kisitlamalar nedeniyle miimkin olmayan
ilag, aroma ve gida katki hammaddelerinin
kolaylikla sentezlenebilmesi ve
iiretilebilmesi miimkiin olmustur.

Mikroorganizmalar, sahip olduklari
enzim sistemleri ile substratlara etki ederek
bulunduklar ortamda gesitli déniistimlerin
gerceklesmesine imkan saglamaktadir. Aktif
halde bulunan suslarin, sivi besiyerlerinde
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Mikrobiyal transformasyon yontemi ile
dogal maddelerden yola c¢ikarak tretilen
yeni bilesikler de dogal bilesikler olarak
kabul gormektedir.!

Calismada substrat olarak kullanilan
maddeler olan matrin ve oksimatrin, dogal
olarak Sophora tirlerinin koklerinden izole
edilebilmektedirler.2 Bu maddeler
kinolizidin alkaloitleri yapisinda olup, ¢esitli
biyolojik ve farmakolojik etkilere
sahiptirler.3 Sedatif, inotropik, antipiretik,
antitiimor etkileri ve Hepatit B tlizerinde
aktiviteleri kaydedilmistir.41® Bunun yani
sira matrinin k-opioid reseptorii ve -
reseptor agonisti oldugu ve antinosiseptif
aktivitesi oldugu bilinmektedir.11-12 Klinik
olarak oksimatrinin matrinden daha aktif
oldugu bilinmektedir. Oksimatrinin kalp
aritmilerini diizenledigi calismalarda
kayithdir. Matrin, antiinflamatuar etkili
bilesiklerle kombine edildiginde ekzama,
psoriazis ve norodermatitte
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kullanilmaktadir.6 13 Kanser calismalarinda
oldukca sik calisilmis bilesiklerden olan
oksimatrinin kardiyak aritmilerde ve bazi
kalp rahatsizliklarinda incelendigi
bilinmektedir.1* Cin’de bir geleneksel tibbi
ilac olarak olduk¢a yaygin olarak taninan
Sophora flavescens A., sicak suda ektresi
hazirlanmak suretiyle antiviral etkisinden
otiiri kullanilmaktadir. Yapilan calismalarda
da bitki icerisinde yer alan oksimatrinin,
giiclii antiviral etkisinin oldugu ortaya
konulmustur.1516  Viral Hepatit Cde
oksimatrin ile olumlu sonuglar alinmistir.
Oksimatrin, daha toksik bir metaboliti olan
matrine kolaylikla doniisebilmektedir. Bu
doniistim karaciger mikrozomal enzimleri
(HLMs), bagirsak enzimleri (HIMs) ve CYPA4
ile kolaylikla gerceklesmektedir.!” Matrin ve
oksimatrin bilesiklerinin her ikisi daha ¢ok
antikanser aktivite calismalarina konu olmus
ve cesitli hiicre hatlar1 lizerinde basaril
sonuclar alinmistir.18-22

Bu c¢alismanin amaci;; alkaloit
yapisindaki matrin ve oksimatrin
substratlarindan biyotransformasyon ile
elde edilecek yeni metabolitlerin
tanimlanmasi ve substrat/metabolit
biyoaktivitelerinin in vitro kolinesteraz
inhibisyonu, 5-LOX enzim inhibisyonu ve
antimikrobiyal etki (Gram-pozitif ve negatif
bakteri, Candida, Helicobacter) agisindan
karsilastirmali olarak degerlendirilmesidir.

Yapilan kaynak arastirmasinda
matrin ile yapilmis fungus veya bakterilerin
biitiin hticre sistemleri olarak
kullanilmasiyla gerceklesen
biyotransformasyon calismasina
rastlanmazken, oksimatrinin bir takim
mikroorganizmalarla
biyotransformasyonunu konu alan bir
yiksek lisans tezi mevcuttur.23 Bu tezde
Penicillum chrysogeneum (ATCC 9480),
Cunninghamella blakesleena (ATCC 9245 ve
8688A), Cunninghamella bainieri (ATCC
9244), Curvularia lunata (ATCC 12017) ve
Fusarium sp. ile oksimatrinin matrine
dontisiimi gergeklestirilmistir.

Yontem

Kullanilan =~ mikroorganizmalarin  izole
edildikleri/ satin alindiklar1 kaynaklar Tablo
1’de belirtilmistir.

Mersin Univ Saglik Bilim Derg 2020;13(1)

Matrin ve oksimatrinin biyotransformasyonu

Biyotransformasyon Deneyleri

Biyotransformasyon c¢alismalari 6n
tarama deneyleri ve preparatif
biyotransformasyon olmak {izere iki
asamada gerceklesmistir. Ilk asamada 30
mikroorganizma i¢inden substrat molekiilii
matrin ve oksimatrin ile etkin ve verimli
dontistimler gerceklestiren
mikroorganizmalar 6n tarama deneyleriyle
belirlenmis ve ikinci agsamada biiyiik 6lcekli
biyotransformasyonla elde edilen
metabolitler ince Tabaka Kromatografisi
(ITK) ile tespit edilmistir.

Tim biyotransformasyon
calismalarinda metabolitlerin mikrobiyal
transformasyon {riinleri olup olmadigini
anlamak amaciyla, aynm1  kosullarda
hazirlanmis ve besi yeri; besi yeri +
mikroorganizma bulunduran iki erlen
kontrol amacl kullanilmistir. Bir 6ze dolusu
mikroorganizma aseptik kosullarda uygun
kat1 besiyeri iceren petrilere inokiile edilmis,
fungus ve mayalar icin 26-28 °C, 24-72 saat;
bakteriler icin 37 °C, 24 saat olan inkiibasyon
sartlarinda petriler gelisime birakilmistir. Bu
slire sonunda gelisen mikroorganizmalar,
250 mL erlenler icinde bulunan 100 mL steril
zenginlestirilmis  sivi  besiyerine  (a-
medyum) aktarilmistir. Asilanan erlenler
uygun sicakliklarda 160 rpm’de ¢alkalamali
inkiibatérde 48 saat boyunca 6n
inkiibasyona birakilmistir. Erlenlerden biri

mikroorganizma kontroli olarak
kullanilirken, digerine 3-5 mg substrat steril
sartlarda steril su icerisinde

¢oziindiiriildiikten sonra ilave edilmistir. iki
erlen kontrol amach kullanilmak iizere diger
erlenlerle birlikte g¢alkalamali inkibatorde
15 giinltik inkiibasyona birakilmistir.

Biyotransformasyonun 1., 3., 5.,7., 9.,
11. ve 13. giinlerinde metabolit olusumunu
kontrol etmek amaciyla ekstraksiyon
yapilmistir. Bu amagla steril sartlarda
erlenlerden 3 mL besiyeri icerigi alinarak
deney tiiplerine aktarilmistir. Deney
tiiplerine 3 mL kloroform ilave edilmis ve
deney  tiipleri  bir  dakika  kadar
vortekslenmistir. Ardindan bir miiddet
bekletilmis ve berrak faz pipetle diger bir
deney tiipline aktarilmistir. Bu islem her
erlen icin li¢ defa tekrarlanarak ekstraksiyon

26



islemi gerceklestirilmistir. Kloroform
vakumlu hizli yogunlastirict kullanilarak
ekstreden  uzaklastirilmistir.  Ekstrede

metabolit olusumu ITK sistemiyle kontrol
edilmistir. ITK plaklar1 UV 151k altinda
254/364 nm dalga boyunda incelenmis,
olusan metabolitler isaretlenmis, UV altinda
1s1masi olmayan metabolitleri tespit etmek
amaciyla ise Dragendorff reaktifi ile

Matrin ve oksimatrinin biyotransformasyonu

muamale edilmistir. Hem UV lambasi altinda
isaretlenen hem Dragendorff reaktifiyle
renklendirilen spotlara bakilarak
degerlendirme yapilmistir. Buna gore,
ekstrenin ve kontrol gruplarinin olusturdugu
spotlar karsilastirilmis, kontrol gruplarindan

farkli olan spotlar metabolit
distinilmiistir.

Tablo 1. Biyotransformasyonda kullanilan mikroorganizmalar

Mikroorganizma /Kaynak

Alternaria alternata (Ege Univ. izolat)
Aspergillus alliaceus NRRL 317
Aspergillus nidulans (ESOGU izolat)
Aspergillus niger NRRL 326
Aspergillus parasiticus NRRL 2999
Bacillus velezensis NRRL B-14580
Botrytis cinerea AHU 9424

Candida albicans ATCC 90028
Corynespora cassiicola DSM 62474

Enterecoccus faecalis (AU Fen Fak..
izolat)

Escherichia coli NRRL B-3008

Fusarium culmorum (AU. Fen Fak. izolat)
Fusarium moniliforme NRRL 2374
Fusarium solani ATCC 1284

Fusarium heterosporium (ESOGU izolat)

Hansenula anomala ATCC 20170

Mucor ramannianus ATCC 1839

Penicillium adametzii NRRL 737

Penicillium chrysogenum NRRL 317

Penicillium primulinum (AU Ecz Fak.izolat)
Penicillium valentinum (AU Ecz Fak.izolat)
Phanerachaete chrysosporium (AU Ecz Fak.izolat)
Pycnoporus cinnabarinus (AU Ecz Fak.izolat)

Saccharomyces cereviciae ATCC 9763
Staphylococcus aureus ATCC 6538

Streptococcus epidermidis ATCC 14990
Streptomyces griseus ATCC 23137
Sporobolomyces pararoseus ATCC 11385
Trametes versicolor ATCC 200801

Trichothecium roseum (AU Ecz Fak.izolat)

5-LOX Enzim Inhibisyonu

5-LOX enzim inhibisyonu, Baylac ve
Racine tarafindan gelistirilen modifiye
spektrofotometrik metot ile uygulanmigtir.2+
Lipoksijenaz enzimi (1.13.11.12, type I-B,
Soybean), linoleik asit ve test maddeleri
Sigma (St. Louis, MO, USA)'dan alinmistir.
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olarak

Potasyum fosfat tampon (1,94 mL; 100 mM;
pH 9,0), 40 uL test maddesi soliisyonu ve 20
uL lipoksijenaz enzim soliisyonu
hazirlanarak ve 25 °C'de 10 dakika inkiibe
edilmistir. Daha sonra reaksiyona 50 uL
linoleik asit sollisyonu eklenerek 243 nm'’de

20. dakikadaki absorbans  degisimi
Olcilmustiir. Test maddeleri ve pozitif
27



kontrol olarak kullanilan
Nordihidroguairatik asit (NDGA) metanolde
cOzllmistir. Biitin Kkinetik c¢alismalar
kuvars kiivetler kullanilarak yapilmistir. Test
maddelerinin %50 inhibisyon  (ICso)
degerleri hesaplanmistir.

Kolinesteraz Enzim Inhibisyonu

Substrat ve metabolitlerin
asetilkolinesteraz (AChE) ve
biitirilkolinesteraz (BChE) enzim inhibisyon
aktiviteleri Ellman metodu ile

arastirllmistir.25 Yontemin her asamasinda
Milipor, Milli-Q Synthesis A10 saflastirma
cihazindan elde edilen distile su
kullanilmistir. Kullanilan biitiin ¢oézeltilerin
taze hazirlanmasina ve hazirlandiktan sonra
bir hafta icerisinde tiiketilmesine 0zen
gosterilmistir. Enzim inhibisyon
calismasinda hazirlanan coOzeltilerin
porsiyonlar  halinde  ayrilmasi,  test
bilesiklerinin 96 kuyucuklu plakalara
uygulanmasi, enzim substrat c¢ozeltilerinin
ilave edilmesi islemlerinde BioTek-Precision

Power pipetleme sisteminden
yararlanilmistir.  Enzim  protokoliiniin
olusturulmasi, izlenmesi ve

spektrofotometrik  dlglimlerin  alinmasi
islemleri, BioTek-Synergy H1 Microplate
Reader cihazinda yapilmistir.

AChE ve BChE enzim ¢ozeltisinin
hazirlanmasi: Liyofilize haldeki AChE/BChE
enzimini ¢6zmek icin %1’lik jelatin ¢ozeltisi
hazirlanmistir. AChE/BChE enzimi jelatin
cozeltisinde 500 U/mL derisimde
hazirlanmistir. Enzim ¢ozeltisinden 1 mL
alinarak balon joje icerisinde hacim suyla
100 mL’ye tamamlanmistir. Boylelikle 5
U/mL’ye seyreltilmis stok enzim soliisyonu
hazirlanmistir. Hazirlanan stok c¢ozelti 0.7
mL’lik  porsiyonlar halinde -20°C’de
saklanmistir. Enzim ¢ozeltileri, aktivite
calismalarina baslamadan 6nce oda 1sisina
getirilmis ve metod derisimi olan
2.5U/mL’ye seyreltmek icin suyla 1.4 mL’ye
tamamlanarak kullanilmistir.

Asetiltiyokolin iyodtir (ATCI)
cozeltisinin hazirlanmast (0.075 M): ATCI
(0.217 g) bir miktar suda ¢6ziilmiis ardindan
suyla 10 mL'ye tamamlanmistir. Hazirlanan
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cozelti, kullanilincaya kadar 0.4 mL’lik
kisimlar halinde -20 “C’de saklanmustir.

Biitiriltiyokolin iyodiir (BTCI)
cOzeltisinin  hazirlanmas1 (0.075 M):BTCI
(0.237 g) bir miktar suda ¢oziilmiis ardindan
suyla 10 mL’ye tamamlanmistir. Hazirlanan
cozelti, kullanilincaya kadar 0.4 mL’lik
kisimlar halinde -20°C’de saklanmistir.

5-5"-ditiyobis (2-nitrobenzoik asit)
(DTNB) soliisyonunun hazirlanmasi (0.01 M):
DTNB (0.396 g) tartilarak bir miktar suda
coziilmistiir. Bu  c¢ozeltiye  sodyum
bikarbonat (0.15 g) ilave edilmis ve hacim
suyla 100 mL’ye tamamlanmistir. Hazirlanan
cozelti, kullanilincaya kadar 3 mL’lik
kisimlar halinde -20 °C’de saklanmistir.

Fosfat tamponunun hazirlanmasi
(pH=8,0): Potasyum dihidrojen fosfat (13.61
g), 1 L suda c¢ozilmistir. Hazirlanan
cozeltinin pH’s1 0,1 N potasyum hidroksit
cozeltisi ile pH metre kullanilarak kontrollii
bicimde 8.0+0.1'e ayarlanmistir. Ayarl
tampon ¢ozelti 0.22 um por capi olan tek
kullanimlik filtrelerden siiziilerek kullanima
hazir hale getirilmistir. Hazirlanan g¢o6zelti,
kullanilincaya kadar 4°C’de saklanmistir.

Inhibitér bilegiklerin ~ ¢ézeltilerinin
hazirlanmasi:Antikolinesteraz aktivite
calismalarinda  sentezi  gerceklestirilen
bilesikler %?2’lik dimetilsiilfoksit (DMSO)
icerisinde  10-3-10° M  derisimlerde
hazirlanmistir. Bilesikler oncelikle 103 M
derisimde hazirlanmis daha sonra 1/10’luk
seri seyreltmeler ile diger konsatrasyonlara
gecilmistir.

AChE ve BChE inhibisyon
calismasi:Elde edilen bilesiklerin enzim
inhibisyon aktiviteleri, dncelikle 6n tarama
niteliginde olan 103 ve 10%4 M'hk iki
derisimde  gerceklestirilmistir. ~ Aktivite
degerleri %0-100 aralifinda inhibisyon
seklinde degerlendirilmistir. Bilesiklerin 10-
4 M derisimde%50 ve daha fazla degerde
inhibisyon gorildigii takdirde, 10° M
derisime kadar alt derisimlerde inhibisyon
oranlar1 arastirllmistir.

Calismalarda 96 kuyucuklu plaklar
kullanilmistir. Her bir hiicrede 140 uL fosfat
tamponu, 20 uL enzim soliisyonu, 20 uL
inhibitor ¢ozelti, 20 uL. DTNB ¢ozeltisi, 10 uL
ATCI/BTCI ¢ozeltisi olacak sekilde toplam
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210 uL hacme ulasilmistir. Cozeltiler, 96
kuyucuga yetecek miktarlarda iki farkh test
cozeltisi ~meydana getirecek  sekilde
karistirllmistir. Birinci test c¢o6zeltisi; bir
kuyucuk i¢in 70 uL fosfat tamponu, 20 uL
enzim c¢ozeltisi ve 20 ul. DTNB c¢ozeltisi,
ikinci ¢ozelti ise; bir kuyucukicin 70 uL fosfat
tamponu ve 10 uL ATCI/BTCI c¢ozeltisi
icerecek sekilde hazirlanmistir.

Oncelikle birinci test ¢ozeltisi ve
farkli derisimlerdeki inhibitér bilesigi
cozeltileri (20 uL), 96 kuyucuklu plakalara
Biotek Precision XS robotik sistemi
kullanilarak eklenmistir. Inhibitér
bilesiklerinin her derisimi plaklara dort
tekrarli olarak uygulanmistir. Plakalar,
BioTek-Synergy H1 mikroplaka
okuyucusuna konarak o6nce bes dakika
stireyle karistirilmis daha sonra 25 °C’de 15
dakika inklibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siiresi bitiminde mikroplaka
okuyucusu dispenser haznesinde bulunan
ikinci test ¢ozeltisinin her bir kuyucuga 80
uL olacak sekilde ilavesi saglanmigtir. Ikinci
test ¢ozeltisi eklendikten sonra 30 saniyelik
hizli bir karistirma islemi yapilmistir. Bu
asamada 412 nm’de birinci absorbans
okumasi gerceklestirilmistir. Mikroplakalar,
reaksiyonun siirmesi icin bes dakika daha
karismaya birakilmis ve bu siire sonunda
ikinci absorbans okumasi yapilmistir.

iki okuma arasindaki absorbans
farklar1 alinarak asagidaki formiile gére %
inhibisyon oranlar1 hesaplanmistir:

[(A(K) — A(B)) — (A(D — A(B))] o

(AK) — A(B)) 100

% Inhibisyon =

B: Blank (inhibitér bilesik ve substratin
eklenmedigi kuyucuk)

K:  Kontrol (Sadece inhibitér bilesigin
eklenmedigi kuyucuk)

A(B): Blank kuyucuguna ait absorbans okuma
farki

A(K): Kontrol kuyucuguna ait absorbans okuma
farki

A(D): Inhibitéor maddelere ait absorbans okuma
farki

Bilesiklerin ICso degerleri Graphad
Prism (Graphad Software, San Diego, CA,
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USA) programinda non-lineer regresyon
analizinin  sigmoid doz-yanit modeli
kullanilarak cizilen inhibisyon egrilerinden
hesaplanmistir.

Antimikrobiyal Aktivite

Ekstrenin mikroorganizmalara karsi
CLSI (Clinical & Laboratory Standarts

Institue) belirledigi standartlar
dogrultusunda minimum inhibisyon
derisimi (MIK) degerleri saptanmustir.
Standart antimikrobiyal olarak

Kloramfenikol, tetrasiklin, streptomisin,
klaritromisin ve amikasin kullanilmistir. Bu
amagla 96 kuyucuklu steril plaklar
kullanilmistir. Ekstre i¢in plagin ilk siitunu
kullanilmis ve bir siitun besiyeri kontrold,
diger bir siitun ise lGreme kontrolii olarak
ayrilmistir.  Kullanilan bu kuyucuklarin
hepsine Mueller Hinton Broth (MHB)
besiyerinden 100’er uL eklenmigtir. Ilk
kuyucuga ekstrenin baslangi¢ derisimini
iceren ¢ozeltisinden 100 uL eklenmistir. Test
edilecek en yiliksek madde derisiminin
eklendigi ilk kuyucuktan 100 uL alinip
maddenin ¢ift kat seri diliisyonlar:
yapilmistir.

Test edilecek bakteri kolonilerinden
McFarland No: 0.5 tiirbidometrik olarak esit
olacak  sekilde bakteri siispansiyonu
hazirlanmistir. Bu  siispansiyon, 1/10
oraninda yine MHB ile seyreltilerek, son
bakteri inokuliim derisimi 5 x 105 CFU/mL
olacak sekilde iireme kontrol kuyucugu da
dahil olmak iizere her bir kuyucuga 5 uL
eklenmistir. Daha sonra plaklarin iizeri steril
kapaklar ile kapatilmis ve 35°C’de 24 saatlik
inkiibasyonun ardindan MiK degerleri gorsel
olarak  degerlendirilmis ve lreme
goriilmeyen en diisiik derisimi calisilan
mikroorganizma igin MIK degeri olarak
belirlenmistir. Daha sonra iireme kontrol
reaktifi olarak  hazirlanan  %0.01'lik
resazurin reaktifi her kuyucuga 20 uL olacak
sekilde pipetlenmis ve plagin sti
kapatilarak iki saat daha 35+ 2 °C'de
inkiibasyona  birakilmistir.  Inkiibasyon
sonrast plaklar tekrar degerlendirilmis,
indikatér olarak iireme olan kuyucuklar
pembe, ilireme olmayan kuyucuklar mavi
renkte gézlenmistir. Mavi renkte gozlenen en
disiik derisim test edilen mikroorganizma
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icin 0 antimikrobiyal numunenin MiK degeri
olarak belirlenmistir.26-27

Bulgular
Biyotransformasyon Calismalari

Matrin ve oksimatrin 30 farkh
bakteri, maya ve fungus kullanilarak
mikrobiyal biyotransformasyonu sonucu
matrin substratindan Mucor ramannianus ve
Enterococcus faecalis ile
biyotransformasyonu sonucu yeni 2
metabolit (M1 ve M2) olusmustur.
Oksimatrin  substrati ile bes farkl
mikroorganizma ile biyotransformasyonu
sonucu matrin metabolit olarak elde
edilmigtir.

5-LOX Enzim Inhibisyonu

Matrin, oksimatrin ve
metabolitlerinin lipooksijenaz enzim
inhibisyonu karsilastirilmal olarak
incelenmistir. Substrat ve metabolitlerin
etkinliklerine bakildiginda enzim
inhibisyonu acisindan 6nemli bir degisiklik
saptanmamistir. Matrin (%10.47),

oksimatrin (%21.11), M1 (%24.23) ve M2
(%26.42) metabolitlerinin 5-LOX enzim
inhibisyonu acisindan standart NDGA
(%96.35) ile kiyaslandiginda orta seviyede
bir aktivite gosterdigi goriilmiistiir (Tablo 2).

Kolinesteraz Enzim Inhibisyonu

Ellman metodu ile gerceklestirilen
kolinesteraz  inhibisyonu deneylerinde
substrat maddeler olan matrin ve
oksimatrinin biyotransformasyon sonucu
olusan metabolitleri ile butirilkolinesteraz
ve asetilkolinesteraz inhibisyonlar1
kiyaslamali  olarak incelenmistir.  Bu
deneyler  sonucunda  substratlar ile
metabolitlerin kolinesteraz inhibisyonlari
arasinda ciddi bir fark olmadigl, ancak
metabolitlerin substratlara gore ¢ok az daha
yliksek inhibisyona yol ac¢tig1 goériilmiistur.
Asetilkolinesteraz/biitirilkolinesteraz enzim
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inhibisyonu matrin (%34.1/ %Z20.49),
oksimatrin (%23.68/ %22.76), M1 (%27.72/
%22.05) ve M2 (%30.63/ %23.98) acisindan
degerlendirildiginde ise metabolitlerde az da
olsa aktivitede artis gézlemlenmistir (Tablo
3).

Tablo 2. Numunelerin % inhibisyon
degerleri (mg/mL) (Lipoksijenez enzim
inhibisyonu aktivitesi standart madde
(NDGA) derisim araligi: 1 mg/mL - 0.05
mg/mlL, test numunelerinin derisimi: 4
mg/mL)

Numuneler % Inhibisyon
Matrin 10.47
Oksimatrin 21.11
M1 24.23
M2 26.42
NDGA 96.35

Antimikrobiyal Aktivite

Yapilan  antimikrobiyal aktivite
deneylerinde substratlarin ve metabolitlerin
kullanilan mikroorganizmalara kars1
denenen  derisimlerde  antimikrobiyal
etkinliginin olmadig1 saptanmistir (Tablo 4).

Tartisma

Yapilan kaynak taramalari
sonucunda daha once herhangi bir
mikrobiyal transformasyon calismasinda
substrat olarak kullanilmayan ve
antimikrobiyal, antienflamatuar,
kolinesteraz inhibisyonu aktivite gibi
biyolojik etkileri arastirllmamis olan matrin
ve oksimatrininin Tablo 1'deki30 farkl
mikroorganizma ile biyotransformasyonu
denenmis, olusan metabolitler ITK
yontemiyle tanimlanmistir.
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Tablo 3. Numunelerin kolinesteraz % inhibisyon degerleri (250 pg/mL derisim)

Matrin ve oksimatrinin biyotransformasyonu

Test numunesi BChE % inhibisyon AChE % inhibisyon
M1 22.05+0.43 27.72 £0.83
M2 23.98+0.48 30.63+0.76
Matrin 20.49 £ 0.47 34.16 +0.78
Oksimatrin 22.76 £ 0.68 23.68 £ 0.40
Donepezil 78.62 £ 1.06 96.85 + 1.07
Takrin 97.30 £1.23 98.07 +1.18
Galantamin 62.37 £1.02 83.47 £ 1.08

Tablo 4. Numunelerin (mg/mL) ve antimikrobiyallerin (ug/mL)mikrodiliisyon yontemi ile
belirlenen antimikrobiyal aktivite sonuclari (Saf maddelerin MIK aralig: 1-0.08 mg/mL
Ekstrelerin MiK araligi: 10-0.8 mg/mL Antimikrobiyallerin MiK aralig1: 16-0.025 pg/mL)

E. coli S. S. epidermidis  P. aeruginosa H. pylori C. albicans
aureus

Matrin >1 >1 >1 >1 >1 >1
Oksimatrin >1 >1 >1 >1 >1 >1

M1 >1 >1 >1 >1 >1 >1

M2 >1 >1 >1 >1 >1 >1
Amoksisilin 0.5 <0.125 4 >16 <0.125

Klaritromisin 0.5 0.25 <0.125 >16 0.025

Tetrasiklin 16 0.25 >16 >16 0.025

Ketokonazol 0.25
Nistatin 1.25
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On tarama deneyleri sonucunda M.
rammanianus ve E. faecalis
mikroorganizmalarinin digerlerine oranla
daha verimli doniisiimlerle M1 ve M2
metabolitlerini iirettigi belirlenmistir. M.
rammanianus ile matrinin  preparatif
biyotransformasyonu gerceklestirilmis,
olusan M1 metaboliti slizme islemi ile
kirliliklerinden arindirilmistir. Ayrica daha
sonraki asamada in vitro olarak matrin,
oksimatrinve metabolitlerinin
antimikrobiyal (antibakteriyel, antikandidal,
antihelikobakter), antienflamatuar (5-LOX
inhibisyonu) ve kolinesteraz inhibisyonu
biyoaktivite testleri gergeklestirilmistir.

Sonuclar literatiirle
karsilastirildiginda matrin ile ilgili herhangi
bir biyotransformasyon verisine
rastlanmazken, oksimatrinin yapilan bir tez
calismasinda bu calismada da
gerceklestirilen oksimatrin-matrin
doniisiimiiniin olustugu gorilmistiir.23

Mikrodilusyon yontemi ile matrin,
oksimatrin ve metabolitlerinin belirli
mikroorganizmalar icin antikandidal ve
antimikrobiyal aktiviteye sahip olmadig1
belirlenmistir. 5-LOX enzimi inhibisyon
deneyinde ise standart madde olan NDGA ile
karsilastirildiginda matrin ve oksimatrinin
orta diizeyde bir 5-LOX enzim inhibisyonu
yaptig1 gorilmiistiir.

Ellman metodu ile gerceklestirilen

kolinesteraz  inhibisyonu deneylerinde
substrat matrin ve oksimatrinin
biyotransformasyon sonucu olusan

metabolitleri ile butirilkolinesteraz ve
asetilkolinesteraz inhibisyonlar1 kiyaslamali
olarak incelenmistir. Bu deneyler sonucunda
substratlar ile metabolitlerin kolinesteraz
inhibisyonlar1 arasinda ciddi bir fark
olmadigi, ancak metabolitlerin substratlara
gore cok az daha yiiksek inhibisyona yol
actig1 gorilmistiir.

Kaynak taramalari sonucu matrin
metabolitlerinin herhangi bir
biyotransformasyon sonucunda elde
edilmedigi  gorilmiistiir. Matrinin ise
oksimatrinin yaygin bir metaboliti oldugu
ortaya konulmustur.1?

Sonug olarak tanimlanan
metabolitler, bu calismada belirlenen
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mikroorganizmalar yardimiyla matrin ve
oksimatrinden hareketle elde edilerek

biyoaktiviteleri acisindan
degerlendirilebilmistir. Elde edilen veriler
dogrultusunda substratlarin ve

metabolitlerin biyolojik olarak umulan in
vitro biyolojik aktivite seviyesinde olmadigi
sOylenebilmektedir.
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ve Prof. Dr. Fatih Demirci
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