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ÖZET 

İlaç adayı moleküllerin belirlenmesine yönelik çalışmalar üç ana grupta 

toplanmaktadır. Bunlar, kara bitkileri, kara hayvanları, deniz organizmaları ve 

mikroorganizmaların metabolitlerinin oluşturduğu doğal kaynaklı bileşikleri temel alan 

çalışmalar, enzim-substrat veya reseptör teorisine dayalı “kombinatoryal kimya” 

teknolojisi ile üretilen ve sayıları milyonları bulan sentetik kimyasal maddeleri temel alan 

çalışmalar ve rekombinant teknolojileri ile üretilen biyoteknolojik ilaçlardır. Biyolojik etki 

gösteren bileşikler, doğrudan ilaç etken maddesi veya yarı sentezle değiştirilerek daha 

etkili ve daha az toksik moleküller haline dönüştürülmek suretiyle kullanılabilmektedir. 

 

Bu tez projesi çalışmasında farklı biyolojik aktivite gösterdiği bilinen abiyetik asit, 

betulin, hidroksi diizoforon ve oleik asit moleküllerinin biyotransformasyon tepkimeleri ile 

türevlerinin elde edilmesi ve biyolojik aktivitelerinin ortaya konması amaçlandı. Ön 

biyotransformasyon tepkimeleri için 28 farklı mikroorganizma kullanıldı. Betulin ile 

hidroksi diizoforon kullanılarak gerçekleştirilen ön biyotransformasyon tepkimelerinden 

yeni metabolit elde edilemedi. Abiyetik asitin Mucor ramannianus ve Neurospora crassa 

ile biyotransformasyon tepkimeleri sonucu monohidroksillenmiş üç farklı türevi olan [2α-, 

7β- ile 1β-hidroksi dehidroabiyetik asit] sırasıyla %12.7, 15.5 ile 20.2 verimle elde edildi. 

Oleik asit biyotransformasyonu sonucu çok sayıda metabolit içeren karışımlar elde edildi. 

In vitro antimikrobiyal aktivite deneyleri broth mikrodilüsyon yöntemi kullanılarak 19 

farklı patojen mikroorganizmaya karşı gerçekleştirildi. Abiyetik asit ve türevlerinin 

izolatlara karşı test edilen bütün derişimlerde önemli bir aktivite gözlemlenmedi (>250 

μg/mL). A549 ve HepG2 kanser hücreleri kullanılarak gerçekleştirilen sitotoksisite 

çalışmaları sonucunda ise 7β-hidroksi dehidroabiyetik asit türevinin HepG2 (İK50=196.6 

µg/mL ve SI>187) hücrelerine karşı en etkili ve seçici antikanser etkiye sahip olduğu tespit 

edildi. 

 

Anahtar Kelimeler: Biyotransformasyon, biyolojik aktivite, biyoteknoloji, 

mikroorganizmalar, sitotoksisite. 
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SUMMARY 

Studies aimed at determining a drug candidate molecule can be classified into three 

groups. These are; studies based on naturally occurring chemical substances obtained from 

land plants, land animals, sea organisms and microorganisms’ metabolites, studies based 

on synthetic chemical compounds generated through combinatorial chemistry technology, 

approaching to millions numerically, by using enzyme-substrate interactions or reseptor 

theory and biotechnological medicines produced via recombinant technology. Naturally 

occurring compounds demonstrating biological activity can be used either directly as 

active ingredient for medicines or they are utilized after making them less toxic and more 

potent active ingredient by substituting them with their semi-synthesis. 

 

In this study we aimed at obtaining derivatives of abietic acid, betulin, hydroxy 

diisophorone and oleic acid which are known to exhibit a variety of biological properties 

through bioconversion reactions and investigating the biological activities of the 

metabolites. 28 different microorganisms were used for pre-biotransformation experiments. 

No metabolites were obtained for betulin and hydroxy diisophorone biotransformations. 

However, biotransformation reactions of abietic acid by Mucor ramannianus and 

Neurospora crassa produced three monohydroxylated derivatives [2α, 7β and 1β-hydroxy 

dehydroabietic acid] with 12.7, 15.5 and 20.1% yields, respectively. Biotransformation 

reactions of oleic acid by fungi produced mixtures containing a large number of 

metabolites. In vitro antimicrobial activity studies were carried out against 19 different 

pathogen microorganisms via using the broth microdilution methods. No significant 

activity was observed for microorganisms at all tested concentrations of abietic acid and its 

derivatives (>250 μg/mL). According to cytotoxicity studies using A549 and HepG2 

cancer cells, 7β-hydroxy dehydroabietic acid derivative was found to be the most effective 

and selective anticancer effect against HepG2 cell line (IC50=196,6 µg/mL and SI>187). 

 

Key words: Biotransformation, biological activity, biotechnology, microorganisms, 

cytotoxicity. 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

Yeni ilaçların geliştirilmesinde, yapı ile etki arasındaki ilişkinin incelenmesi önemli 

bir rol oynar. İlaçların istenmeyen yan etkileri, ilaç kullanım sorunlarından yalnızca biridir 

ve ilaç geliştirme süreci ile ilacın klinik kullanımı aşamasında önemli bir yer tutmaktadır. 

Bunun sonucu olarak da, yeni ilaç moleküllerin tespiti ve geliştirilmesinde yeni 

yaklaşımlara ihtiyaç duyulmaktadır (Harvey, 2008; Anonim, 2016; Dimitri ve Lio, 2017). 

Bu yaklaşımlardan bir tanesi biyolojik etkinliği bilinen bir molekülden yola çıkılarak 

türevlendirme ile daha yüksek biyolojik aktiviteye ve daha az yan etkiye sahip ilaçların 

elde edilmesidir. Son yıllarda doğal kaynaklardan ilaç elde edilmesine ilgi hızla 

artmaktadır. Doğal kaynaklı bileşikler model bileşik veya sentez başlangıç maddesi olarak 

da kullanılır. İlaç etken maddelerinin organik sentezindeki en önemli dezavantajları; çok 

aşamalı tepkime içermeleri, her aşama sonucu elde edilen verimlerde düşme olması 

nedeniyle toplam verimin istenildiği düzeyde gerçekleşmemesi ve istenilen stereokimyanın 

elde edilememesidir. İlaç etken maddelerin stereokimyası, ilacın biyolojik etkinlik 

göstermesi açısından hayati önem taşımaktadır. Bu durum, maliyetlerin çok yüksek 

olmasına ve istenilen etken moleküllerin doğru stereokimya ile sentez edilememesine  

neden olmaktadır. Bu problemin aşılabilmesi için son dönemlerde ilaç keşfi çalışmaları; 

doğada mevcut veya sentezi kolay olan ucuz moleküllerden yola çıkılarak birkaç adımlık 

türevlendirme sonucu yeni moleküllerin eldesi veya doğada mevcut mikroorganizmaların 

ürettiği metabolit yapıların saflaştırılması ve biyolojik aktivitelerinin incelenmesi 

sonucunda yeni biyoaktif moleküllerin eldesine yönelmiştir. Tam organik sentez 

tepkimeleriyle yeni ilaç moleküllerinin keşfi çalışmaları, gün geçtikçe önemini 

kaybetmektedir (Phillipson, 2001; Tübitak, 2004; Süzer, 2005; Rishton, 2008; Telefoncu 

ve Pazarlıoğlu, 2010; Anonim, 2016). 

 

Bu çalışmada farklı biyolojik aktivite gösterdiği bilinen ve ticari olarak temin 

edilen abiyetik asit, betulin, hidroksi diizoforon ve oleik asit moleküllerinin biyoteknolojik 

yöntemlerle türevlerinin elde edilmesi ve elde edilen türevlerin in vitro antikanser ve 

antimikrobiyal aktivitelerinin ortaya konması amaçlanmıştır. 
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2. LİTERATÜR ARAŞTIRMASI 

2.1. Biyotransformasyon Tepkimeleri 

 

Mikroorganizmalar, bitki ve izole enzimlerin katalizörlüğü ile gerçekleştirilen 

kimyasal dönüşümlere denir. Bu tepkimeler, in vivo şartlarda hücreye giren yabancı 

maddelerin enzimler yardımıyla zararsız (detoksifikasyon) hale getirmek için gerçekleşen 

tepkimeler olarak da tanımlanabilir. Biyotransformasyon, biyoteknoloji çalışmalarının en 

önemli basamağını oluşturur ve önemi her geçen gün daha da artmaktadır. Geniş bir 

çeşitliliğe sahip olan bu tepkimelerin en önemli özelliği, sentetik olarak 

gerçekleştirilemeyecek tepkimelere olanak sağlamasıdır (Davies vd., 1989; Martin, 1991; 

Roberts vd., 1995; Tramper, 1996; Faber, 2011; Zafar vd., 2016). 

 

Bütün hücre sistemleri içerisinde biyotransformasyon tepkimeleri için en çok tercih 

edilenler mikrobiyal hücrelerdir (Oreste ve Hans-Peter, 2010). Bu hücreler bitki hücreleri 

ile karşılaştırıldığında, mikroorganizmalar daha kolay gelişir. Hızlı büyüme oranları, 

fizyolojik kontrol ve genlerin manipülasyonu ile mikrobiyal hücreler biyotransformasyon 

tepkimeleri için en uygun katalizör olarak kabul edilmektedir (Omelianski, 1923). Ayrıca 

bitki ve hayvan hücrelerinde sahip oldukları enzim çeşitliliği sebebiyle gerçekleşen 

tepkime kontrolünün zorluğu yanı sıra düşük verim eldesi sebebiyle tercih 

edilmemektedirler. Bu hücrelerin dezavantajlarının aksine mikrobiyal hücreler, ılımlı 

tepkime koşulları altında farklı substratları metabolize edebilmektedirler. 

Mikroorganizmalar bu metabolik aktiviteleri sonucu kısa sürede faydalı ürünler 

oluşturmaları sebebi ile de oldukça önemlidir (Loughlin, 2000; Donadio vd., 2002; Berger, 

2007). 

 

Mikroorganizmaların hücre yüzey alanlarının hücre hacmine oranı yüksek 

olduğundan besinleri hızla içine alabilir, böylece hızlı büyüyebilir ve kısa sürede bol 

miktarda ürün oluşturabilirler. Mikroorganizmaların biyokimyasal aktivite çeşitliliği 

oldukça yüksektir ve farklı çevresel ortamlara çok çabuk adaptasyon sağlayabilirler. 

Ayrıca bileşiklerin aktif ve inaktif formlarının karışık olarak elde edildiği kimyasal 

sentezlerin aksine mikroorganizmaların biyosentezle oluşturdukları bileşikler aktif 
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formdadır. Mikroorganizmaların hücreleri ve genleri değiştirildiğinde daha fazla ürün 

verme kapasiteleri de oldukça artmaktadır (Telefoncu ve Pazarlıoğlu, 2010). 

 

Biyotransformasyon tepkimelerinde en verimli ve bilinen dönüşümler özellikle 

yükseltgenme, indirgenme, dekarboksilleme, esterleşme, izomerleşme, fosforilleme, C-C 

bağlarının koparılması ve hidroliz (oksidoredüktaz ve hidrolazların katalizlediği) gibi 

tepkimelerdir. Biyotransformasyon tepkimeleri sonucunda genellikle polaritesi yüksek, 

organizmadan atılımı kolay, inaktif moleküller meydana gelmektedir. Bu tepkimelerin 

mikroorganizmalar aracılığı ile yapısı bilinen substrat ile laboratuvar koşullarında yeni 

metabolitlerin sentezlenmesine “mikrobiyal biyotransformasyon tepkimesi” denir 

(Kieslich, 1976; Crueger ve Crueger, 1990; Loughlin, 2000; Faber, 2011). 

 

En önemli biyotransformasyon tepkimeleri steroid dönüşümleridir. Steroidler 

farmasötik endüstri için oldukça önemli ürünlerdir. Bu maddeleri hayvansal kaynaklardan 

elde etmek ya da kimyasal sentezini gerçekleştirmek oldukça güçtür. Steroidlerle yapılan 

ilk çalışmaların en iyi örneği Mamoli ve Vercellone’nin (1937) mayaları kullanarak 

androstenedionu testesterona indirgemesidir (Mamoli ve Vercellone, 1937). Sonrasında 

Peterson ve Murray (1952) Rhizopus arrhizus fungusunu kullanarak progesteron 

molekülüne 11α-pozisyonuna (Şekil 2.1) hidroksil grubu ilavesi gerçekleştirmiştir 

(Peterson ve Murray, 1952). Böylece progesteron hem hidroksillenmiş hem de küfün 

rasemik seçiciliği gösterilmiştir (Kieslich, 1976; Crueger ve Crueger, 1990; Dordick vd., 

1998). 

 

 

          

   Şekil 2.1. 11α-Hidroksi progesteron sentezi 
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Biyotransformasyon tepkimeleri fermantasyon yöntemine ilaveten, çok basamaklı 

enzimatik tepkimeleri içeren çeşitli mikroorganizmalar belli bir bileşiği stereospesifik 

olarak kendisine yakın ancak başka bir bileşiğe dönüştürme kapasitesine sahiptirler. 

Pratikte her tip kimyasal tepkimeyi gerçekleştirebilen mikroorganizmalar bulunmaktadır. 

Biyotransformasyon tepkimelerinin, klasik metotlara göre üstünlükleri vardır. Geniş bir 

çeşitliliğe sahip olan bu tepkimelerin en önemli özelliği; sentetik olarak 

gerçekleştirilemeyecek tepkimelere olanak sağlamasıdır (Roberts vd., 1995; Demain, 2000; 

Tübitak, 2004; Zafar vd., 2016). Bir diğer önemli özelliği de rasemik seçiciliğidir. Böylece 

rasemik karışımdaki enantiyomerlerden birini dönüştürerek ayrılabilmektedir. Bu sayede 

klasik kimyasal tepkimelerle gerçekleşmeyen tepkimeler biyotransformasyon 

tepkimeleriyle kolaylıkla gerçekleşebilmektedir (Krings ve Berger, 1998; Giri vd., 2001; 

Telefoncu ve Pazarlıoğlu, 2010). 

 

2.2. Biyotransformasyon Teknikleri 

 

Biyotransformasyon tepkimeleri bütün hücre sistemlerinin veya izole enzim 

sistemlerinin kullanılması gibi çeşitli şekillerde gerçekleştirilebilir. Yöntemleri altı ana 

başlık altında toplanabilir. Bunlar; 

 

2.2.1. İmmobilize hücreler ile biyotransformasyon 

 

Mikroorganizmalar ürünlerin ve substratların geçişine olanak sağlayacak şekilde bir 

matrikste immobilize hale getirilmesi ile gerçekleştirilir. Hücreler istenildiği anda 

ortamdan uzaklaştırılabilir ve tekrar tekrar kullanılabilir. Bu teknik sayesinde sürekli 

biyotransformasyon işlemleri gerçekleştirilebilir (Armstrong ve Yamazaki, 1986; Rajaguru 

vd., 2000; Telefoncu ve Pazarlıoğlu, 2010). 

 

2.2.2. İzole enzimler ile biyotransformasyon 

 

Çoğunluğu sitokrom P-450 monooksijenaz enzim sistemleri oluşturur. Steroid 

hormonların hidroksillenmesi reaksiyonlarını kapsaması sebebiyle önemi oldukça 

yüksektir. Fusarium moniliforme’den 7α-hidroksilaz, Penicillium raistracki’den 15β-
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hidroksilaz vb. funguslardan izole edilen steroid hidroksilazlara örnek olarak verilebilir 

(Flickinger ve Drew, 1999; Telefoncu ve Pazarlıoğlu, 2010). 

 

2.2.3. Serbest ve immobilize enzimler ile biyotransformasyon 

 

Biyotransformasyonda immobilize hücrelerin kullanılması ekonomik açıdan 

avantajlı olmasına rağmen, içerdiği enzim sistemleri sebebi ile istenmeyen tepkimelere ve 

yan ürünlerin oluşumuna sebep olurlar. Dolayısı ile tek tip enzim içeren saf enzim 

sistemlerinin kullanılması bu sorunu ortadan kaldırmaktadır. İzole enzim sistemleri yerine 

daha uygun fiyatlı immobilize enzim sistemlerin kullanılması son dönemlerde ekonomik 

açıdan büyük avantaj sağlamaktadır (Telefoncu ve Pazarlıoğlu, 2010). 

 

2.2.4. Sporlar ile biyotransformasyon 

 

Bu teknikte mikroorganizmaların sporları kullanılmaktadır. Uygun koşullarda 

üretilen sporlar misellerden ayrılarak soğuk ortamda kolayca depolanır. Yöntemin en iyi 

avantajı istenilen zamanda ve tekrar tekrar kullanılabilmesidir (Rajaguru vd., 2000; 

Telefoncu ve Pazarlıoğlu, 2010). 

 

2.2.5. Stasyoner (durağan) hücreler ile biyotransformasyon 

 

Bu teknikte büyüme ve dönüşüm farklı ortamlarda gerçekleşir. İlk aşamada 

mikroorganizma uygun besi ortamında üretildikten sonra çeşitli fiziksel yöntemler ile 

(santrifüjleme ve filtrasyon) ayrılan mikroorganizmalar ikinci aşamada substrat ilavesiyle 

biyotransformasyon ortamına dağıtılır. Hücrelerin canlılığı için gerekli glukoz ortama 

eklenir. Yöntemin en büyük avantajı biyotransformasyon süresince ortamdaki hücre 

sayısının sabit kalması ve ürün izolasyonunun kolaylığıdır (Rajaguru vd., 2000; Telefoncu 

ve Pazarlıoğlu, 2010). 

 

2.2.6. Büyüyen hücreler ile biyotransformasyon 

 

Çalkalamalı sistemde ideal olan besiyerinde geliştirilen hücrelere, ön-testlerde 

belirlenen derişimde dönüşüme uğratılacak madde ilave edilir. Düzenli aralıklarla 
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ortamdan numune alınır ve çeşitli kromatografik yöntemlerle takip edilerek dönüşüm olup 

olmadığı incelenir. Yüksek verim elde edilme olasılığı basit olan bu tekniğin en önemli 

yanıdır (Roberts vd., 1995; Telefoncu ve Pazarlıoğlu, 2010). 

 

2.3. Biyotransformasyon Tepkimelerinin Kullanım Alanları 

 

Biyotransformasyon tepkimeleri ilaç, gıda, kozmetik, koku ve aroma maddeleri 

üretiminin yanı sıra, toksik endüstriyel atıkların yıkımı, atık suların temizlenmesi ve geri 

kazanılması gibi alanlarda da tercih edilmektedir (Liese ve Filho, 1999; Berger, 2007). 

Ayrıca biyotransformasyon tepkimeleri sonucu oluşan ürünlerin “doğal” kabul edilmesi bu 

tepkimelerin önemini daha da arttırmaktadır. Kimyasal sentez ise yaygın kullanılabilecek 

iyi bir alternatif olmakla birlikte kimyasal ürünlerin insan sağlığını ve çevreyi tehdit etmesi 

ve tüketicilerin pahalı olmasına rağmen doğal ürünleri tercih etmeleri, bu tekniğin 

kullanımını azaltmaktadır. Bu durum çevreye uyumlu ve doğal ürün üretimine yönelik 

talebi artırmış ve son yıllarda biyoteknolojik yöntemlerin kullanımı önem kazanmıştır 

(Janssens vd., 1992; Soares vd., 2000). 

 

Kimyasal madde üretimi söz konusu olduğunda en önemli problem elde edilecek 

ürünün verimidir. Gerçekleştirilen her tepkimede çıkış bileşiklerinin tamamen ürüne 

dönüşmesi sağlanamamakta ve verim düşük olarak gerçekleşebilmektedir. 

Stereospesifiklik, tepkime koşullarının ılımlı (düşük sıcaklık ve basınç) ve ekonomik 

olması, endüstriyel ölçekte üretim için mühendislik kullanılması, düşük maliyet ve çevre 

dostu teknoloji olması biyotransformasyon tepkimelerini kimyasal senteze göre daha 

alternatif bir yöntem haline getirmektedir (Özcengiz, 2002; Tübitak, 2004; Xu vd., 2007).  

 

Hızlı nüfus artışı ve endüstrileşme (jeokimyasal ve biyolojik prosesler) sonucu 

oluşan organik maddelerin hemen hemen hepsi doğada yapısal olarak parçalanarak çevre 

kirliliğine neden olmakta ve zamanla doğadaki derişimleri yükselerek insanlar ve diğer 

canlılar için ciddi tehditler oluşturmaktadırlar. Ksenobiyotik olarak tanımlanan kimyasal 

kirleticiler sadece belirli mikroorganizmalar tarafından besin maddesi olarak kullanılır ve 

parçalanabilirler. Mikroorganizmaların bu potansiyelleri kullanılarak gelişmiş ülkelerde 

biyoremediasyon endüstrisini oluşturmuştur. Gen teknolojisi sayesinde bu 

mikroorganizmaların fizyolojisine dair bilgiler ile Rekombinant DNA teknolojisi ile bu 
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biyotransformasyon süreçlerinin geliştirilmesi sağlanmaktadır. Ayrıca son yıllarda 

rekombinant mikroorganizmaların çevresel toksisite biyosensörleri olarak, çevrede toksik 

kimyasal kontrolü ve belirlenmesinde yaygın olarak kullanım alanı bulmuştur (Özcengiz, 

2002). 

 

Son yıllarda bir biyoteknoloji ürünü olan mikrobiyal kökenli polisakkaritler de 

(selüloz, agar, pektin, ksantan vb.) ticari önem kazanmıştır. Bunlardan en önemlisi olan, 

gıda, boya ve tekstil endüstrisinde kullanılan ksantan yılda 30.000 ton üretilmektedir. 

Günümüzde mevcut olan gen teknolojisi ile ksantanın kimyasal yapısı 

düzenlenebilmektedir (Özcengiz, 2002). Antibiyotik aktiviteye sahip ilaçlardan olan 

biyoherbisitler ve biyoinsektisitler, bitki ve hayvan büyümesini teşvik eden ajanlar ve 

alkaloidleri içeren antibiyotikler ziraat ve veterinerlikte de yaygın olarak 

kullanılmaktadırlar (Krings ve Berger, 1998; Xu vd., 2007). 

 

Gıda üretim ve koruma alanlarında da fermantasyon teknikleri yüzyıllardır 

kullanılmaktadır. Her toplumun beslenme kültürünü oluşturan fermante süt ve et 

ürünlerinin (peynir, yoğurt, tereyağ, salam, sosis vb.) yapımında kullanılan 

mikroorganizmalar fermante olacak ham üründe istenilen metabolik değişikliğin 

gerçekleşmesini biyotransformasyon tepkimeleri ile sağlarlar. Mayalanmak olarak ifade 

edilen bu işlemlerde aslında mayalar değil bakteri kültürleri kullanılmaktadır. Kullanılan 

kültürler aracılığıyla üretilen metabolitler sayesinde besinin olgunlaşmasını, ona özel koku 

ve tat oluşumunu sağlar. Günümüzde biyotransformasyon tepkimelerini kapsayan gen 

teknolojileri, bu tip mikroorganizmaların genetik yapılarını modifiye ederek teknolojik ve 

hijyen uygunluklarının arttırılması ile daha sağlıklı, lezzetli ve yüksek kaliteli ürünlerin ede 

edilmesine olanak sağlamaktadır (Özcengiz, 2002; İşcan, 2009). 

 

Mikrobiyal biyoteknoloji günümüzde, gen teknolojisini de içeren uygulamalar 

sayesinde başta sağlık olmak üzere, gıda ve kimya gibi endüstrinin en önemli 

parçalarından birisini oluşturmaktadır. Son yıllarda gen teknolojisinin sahip olduğu 

alanlarda kaydedilen gelişmeler, gelecekte bu teknolojiyi insan tarihinin en büyük 

endüstrilerinden bir haline dönüştürecektir (Özcengiz, 2002; Bayraç, 2011). 
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Geleneksel mikrobiyal biyoteknoloji, moleküler biyoloji ve genom bilimi (gen 

teknolojileri) özellikle birinci dünya savaşından sonra (1976 yılı sonrasında), kurulan 

Genentech isimli şirketin bir insan proteinini bir mikroorganizmanın üretmesini 

sağladıklarını rapor etmesi ile modern biyoteknoloji oluşmuştur. Bu yöntemlerin gelişmesi 

ile mikroorganizmaların ekonomik önemi daha da artmıştır. 1980’li yıllarda binlerce 

biyoteknolojik şirketi kurularak Rekombinant DNA teknolojisi ile tıp alanında kullanılması 

amacıyla protein yapımına başlanmış ve genetiği değiştirilmiş Eschericia coli bakterisi 

tarafından üretilen insan insülini FDA tarafından onaylanan ilk ürün olmuştur (Steinberg 

ve Raso, 1998). 

 

2.4. Biyotransformasyon Tepkimelerinin İlaç Geliştirmedeki Önemi 

 

Biyotransformasyon tepkimeleri; terapötik bileşiklerin ve ticari olarak avantajlı 

fitomoleküllerin elde edilmesinde en etkili biyoteknolojik yöntemlerden biri olarak 

görülmektedir. Bu tepkimeler sayesinde kimyasal sentezde kullanılan tehlikeli kimyasalların 

kullanımını azalması nedeniyle yeşil kimyaya katkı sağladığından büyük ilgi görmektedir 

(Banerjee vd., 2012).  

 

Son yıllarda biyotransformasyon tepkimeleri, önemli terapötik bileşikleri (doğada 

henüz bulunmayan) oluşturmak için bir araç olarak kullanılmaya başlanmıştır (Liu ve Yu, 

2010). Genomik (organizmadaki tüm genlerin incelenmesi) ve proteomik (organizmaların 

protein profillerinin sistematik analizi) gibi yeni gelişen disiplinlerle, ilaç geliştirilmesine 

önemli gelişmeler kaydedilmektedir. Yöntem olarak, sağlam ve hastalıklı hücre genomları 

ve proteomları karşılaştırılarak öncelikle buna dayalı hedef protein ve genlerin belirlenmesi 

gerçekleştirilmektedir. Sonrasındaki aşama hedef odaklı ilaç molekülünün bulunmasıdır. 

Bu tür ilaçlar biyoteknolojik ilaçlar olarak tanımlanır (Yemşen vd., 2013). Günümüzdeki 

gelişim gösteren bu ilaçlar, kanser, diyabet, kalp hastalıkları ve bulaşıcı hastalıklar gibi 

önemli hastalıkların tedavilerinde kullanılmaktadır. Biyoteknolojik ilaçların geliştirilmesi 

neticesinde daha etkin ve daha az yan etkili ilaçların eldesi sağlanmaktadır. 

 

Antibiyotik aktiviteye sahip ilaçlardan olan kolesterol düşürücü ajanlar, antikanser 

ajanlar içeren antibiyotikler enfeksiyon hastalıkları ile mücadelede yaygın olarak 

kullanılmaktadırlar. Bu ilaçlar pazar payındaki büyüklüğü açısından da mikrobiyal 
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biyoteknolojinin en önemli ürünlerinden sayılabilirler. Bugüne kadar keşfedilmiş 

antibiyotik sayısı oldukça fazla olmasına karşın kullanılan antibiyotiklere karşı direnç 

geliştiren patojenlerin de sürekli oluşmasından dolayı yeni antibiyotik araştırma çalışmaları 

yoğun bir şekilde sürmektedir (Özcengiz, 2002; Küfrevioğlu ve Keha, 2012; Merey, 2016). 

 

Klinik araştırmalarda kullanılan bazı kimyasal maddeleri sentezlemek oldukça 

güçtür. Örneğin iltihaplanma tedavilerinde etkili olan kortizonun kimyasal sentezi 31 

tepkime basamağını içerir. Bu basamaklardan dokuzu sterolün 11. pozisyonda bulunan 

karbonun spesifik olarak hidroksillenerek 11α-pozisyonunda hidroksil grubu içeren 11α-

hidroksi progesterona dönüşmesini içerir. Bu dönüşüm mikroorganizmalar tarafından tek 

bir basamakta gerçekleştirilmektedir (Peterson ve Murray, 1952). Ayrıca bu teknoloji 

sayesinde tek bir enzimin mayada klonlamasını içeren tek bir değişiklik ile malik asitin 

fumarik asite dönüşümü gerçekleştirilebilmektedir. Dolayısı ile biyotransformasyon 

tepkimeleri ile hem zaman tasarrufu hem de spesifik olarak ürün eldesi gerçekleşmektedir 

(Özcengiz, 2002). 

 

Biyolojik aktivite gösteren bazı bileşiklerin biyoteknolojik yöntemler ile 

üretimlerine yönelik bazı örnekler aşağıda sunulmuştur: 

 

Taksol türevlerinin sentezi: Taksol, Pasifik porsuk ağacından üretilen bir bileşiktir 

ve ökaryotik hücre bölünmesinde mitozu durdurur. Bu bileşik yumurtalık kanseri ve meme 

kanseri tedavilerinde kullanılır (Şekil 2.2). 

 

 

 

Şekil 2.2. Taksol türevinin sentezi 
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Penisilin ve Sefalosporin türevlerinin enzimatik sentezi: Penisilin ve türevleri, 

antibakteriyal ajan olarak kullanılırlar. Penisilinler faranjite neden olan Streptococcus 

pyogenes bakterisi gibi pek çok bakteriye karşı etki gösterirler (Şekil 2.3 ve Şekil 2.4). 

 

 

 

 

Şekil 2.3. Penisilin türevlerinin enzimatik sentezi 

 

 

 

Şekil 2.4. Sefalosporin türevlerinin enzimatik sentezi 

 

Epibatidin ara ürünlerinin sentezi: (Şekil 2.5.) 

 

 

 

  

   Şekil 2.5. Epibatidin ara ürünlerinin sentezi 
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Piperazin-2-karboksilik asit sentezi: AIDS tedavisinde kullanılan ilaçlardan bir 

tanesi olan Cirixiran sentezinde ara üründür (Şekil 2.6). 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.6. Piperazin-2-karboksilik asit sentezi 

 

İlaç etken maddelerinin organik sentezinde karşılaşılan en önemli sorunlardan bir 

tanesi molekülde yer alan aynı gruplardan bir tanesinin seçimli olarak dönüşüme 

uğratılamamasıdır. Aşağıda verilen örneklerde görüleceği üzere biyotransformasyon 

tepkimeleri bu tür sorunlara da çözüm üretebilmektedir (bkz. Şekil 2.8). 

 

En yaygın olarak kullanılan “esteraz ve lipaz” enzim sistemlerine α-kimotripsin, 

kolesterol esteraz, Candida lipaz, Bacillus karboksil esteraz vb. örnek olarak verilebilir 

(Hanson, 1995; Fessner, 1998) (bkz. Şekil 2.7). 
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Şekil 2.7. Ester grubunun seçimli olarak Bacillus esteraz tarafından hidrolizi 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.8. Bazı redoks reaksiyonları ve bu reaksiyonları katalizleyen sistemler 
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2.6. Çalışmada Kullanılan Substratların Biyotransformasyon Tepkimeleri Literatür 

Çalışmaları 

 

2.6.1. Abiyetik asit ile ilgili biyotransformasyon tepkimeleri 

 

Abiyetik asit diterpen yapısında, geranil pirofosfattan (GPP) sentezlenen bir 

biyomoleküldür. Bileşik genellikle bitki ve mantar kaynaklıdır. Silvik asit (Çam asidi) 

olarak da bilinir (Gonzalez vd., 2009; Gonzalez vd., 2010; Geisler vd., 2016). Bu bileşik 

iğne yapraklı ağaçlarda, reçine asidinin ana bileşeni olan reçinede yaygın olarak bulunur. 

Literatürdeki abiyetik asit ile gerçekleştirilen biyotransformasyon tepkimeleri Çizelge 

2.1’de özetlendi. 

 

Çizelge 2.1. Abiyetik asitin biyotransformasyon tepkimeleri 

 

Metabolit Katalizör Kaynak 

5α-Hidroksiabiyetik asit Flavobacterium 

resinovorans 

Pseudomonas 

resinovorans 

(Cross ve Myers, 

1968) 

(-)-Dimetil abeita-7,13-dien-16,18-dioat Tavşan (Asakawa vd., 1986) 

Metil abieitat Mycobacterium MB 3683 (Orpiszewski vd., 

1990) 

Abiyetik Asit ve Dehidroabiyetik Asit Levrek (Gravato ve Santos, 

2002a) 

2α-Hidroksiabiyetik asit Mucor circinelloides (Mitsukura vd., 2005) 

Abiyetik asit ve hidroksilasyon 

türevleri 

Mortiella isabellina (Doménech-Carbó vd., 

2006) 

7-Okzo-dehidroabiyetikasit Pseudomonas 

abietaniphila 

(Smith vd., 2007) 

12α- ve 12β-hidroksiabiyetik asit CYP106A2 (Bleif vd., 2011) 

15-Hidroksiabiyetik asit CYP105A1 

(Streptomyces griseolus) 

(Janocha vd., 2013) 

 

2.6.2. Betulin ile ilgili biyotransformasyon tepkimeleri 

 

Betulin, triterpen yapısına sahip (Şekil 4.23) bir bileşik olup, farklı huş ağaçlarının 

kabuklarından izole edilmektedir (Miura vd., 1999; Liu vd., 2011; Grishko vd., 2014). 



 14 

Literatürdeki betulin ile gerçekleştirilen biyotransformasyon tepkimeleri Çizelge 2.2’de 

özetlendi. 

 

  Çizelge 2.2. Betulinin biyotransformasyon tepkimeleri 

 

Metabolit Katalizör Kaynak 

4,28-Dihidroksi-3,4-seco-lup-

20(29)-en-3-oik asit 

4-Hidroksi-3,4-seco-lup-20(29)-

ene-3,28-dioik asit 

4,7β,17-Trihidroksi-3,4-seco-

28-norlup-20(29)-en-3-oik asit 

7β,15R-Dihidroksi-3-oxo-lup-

20(29)-en-28-oik asit 

Chaetomium longirostre 

 

(Akihisa vd., 2002) 

 

2α,7β,13(S)-

Trihidroksistemodan 

2α,3β,13(S)-16α 

Tetrahidroksistemodan 

6α,13(S)-Dihidroksistemodan-

2-on 

7β,17-Dihidroksistemod-12-en-

2-on 

Stemodia maritima 

Rhizopus oryzae 

(Martin vd., 2004) 

 

Betulinik Asit Aspergillus oryzae, Armillaria 

luteo-virens, Aspergillus 

foetidus, Aspergillus sp. WZ, 

Mucor sp. ZJUQH, 

Trichoderma koningii, 

Aspergillus niger, 

Penicillium cyclopium 

(Qi-he vd., 2009) 

 

Betulinik Asit Armillaria luteo-virens  (Liu vd., 2011) 

Betulon Rhodotorula mucilaginosa (Mao vd., 2012) 

Betulinik Asit Cunninghamella blakesleeana (Feng vd., 2013) 

Betulinik Asit Microsporum canis trichophyton 

tonsurans, A. niger, A. niger 

NIAB-280, Penicillium spp. 

(Qazi vd., 2013) 

 

Betulon Rhodococcus actinobacteria (Grishko vd., 2013) 

Betulon Dothideomycete sp.  (Liu vd., 2013) 

Betulinik Asit Cunninghamella blakesleeana (Feng vd., 2013) 

Betulon Rhodococcus rhodochrous 

IEGM 66 

(Grishko vd., 2014) 

Betulon R. rhodochrous IEGM 66 (Tarasova vd., 2015) 

Betulon Rhodococcus erythropolis BT78 (Ten vd., 2016) 

Betulon R. rhodochrous IEGM 66 (Tarasova vd., 2017) 
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2.6.3. Hidroksi diizoforon ile ilgili biyotransformasyon tepkimeleri

 

Hidroksi diizoforon, diizoforon (bkz. Şekil 4.17) molekülünün (Kıran vd., 2004; 

Kıran vd., 2005) organik sentezle indirgenmesi sonucunda elde edilmiştir. Bu molekül ile 

ilgili literatürde herhangi bir biyotransformasyon çalışmasına rastlanmamıştır. 

 

2.6.4. Oleik asit ile ilgili biyotransformasyon tepkimeleri 

 

Oleik asit doğada bir çok bitki yağında (Fındık yağı, ayçiçeği yağı, zeytin yağı gibi) 

ve hayvansal yağlarda (%30’a kadar) gliserin esteri şeklinde bulunan doymamış bir yağ 

asididir (Jenkins vd., 2006). Bu gibi yağ asitlerinin biyotransformasyonları endüstride çok 

geniş bir alanda kullanılmaktadır (Bastida vd., 1999). Oleik asit plastik, naylon, kaplama, 

surfaktanlar, kozmetik, boyama ve tekstil endüstrisinde kullanılan yeni kimyasalların elde 

edilmesini sağlamaktadır (Rodríguez vd., 2001; Sellami vd., 2013). Literatürdeki oleik asit 

ile gerçekleştirilen biyotransformasyon tepkimeleri Çizelge 2.3’de özetlendi. 

 

Çizelge 2.3. Oleik asitin biyotransformasyon tepkimeleri 

 

Metabolit Katalizör Kaynak 

12-Hidroksi-cis-9-oktadekenoik asit 3 Fungal, 4 Maya ve 6 

Bakteri Suşları 

(Soda, 1988) 

10-Okzo-oktadekanoik asit 

10-Hidroksioktadekanoik asit 

Nocardia aurantia ATCC 

12674 

Nocardia sp. NRRL 5646 

Mycobacterium fortuitum 

UI 53378 

Saccharomyces cerevisiae 

(El-Sharkawy vd., 

1992) 

 

10-Hidroksistearik asit, 10-Okzostearik 

asit ve 4-Okzolaurik asit 

Micrococcus luteus (Esaki vd., 1994b) 

3-Hidroksioleik asit, Oktadekadienoik 

asit, 3-Hidrokdihekzadekenoik asit, 

Hekzadekadienoik asit, 

Tetradekadienoik asit 

Alcaligenes sp. 

5–18 

(Esaki vd., 1994a) 

γ-Dodekalakton Ekmek mayası (Gocho vd., 1995) 

(E)-10-Hidroksi-8-oktadekenoik asit 

(E)-10-Hidroksiperoksi-8-oktadekenoik 

asit 

Pseudomonas sp. 42A2 (Guerrero vd., 1997) 

10-Hidroksi-8E-oktadekenoik asit Pseudomonas sp. 42A2 (Bastida vd., 1999) 
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Çizelge 2.3. Oleik asitin biyotransformasyon tepkimeleri (devam) 

 

Metabolit Katalizör Kaynak 

(E)-10-Hidroksi-8-oktadekenoik asit 

(E)-10-Hidroperoksi-8 oktadekenoik 

asit 

(E)-7,10-Dihidroksi-8-oktadekenoik 

asit 

Pseudomonas sp. 42A2 

(immobilize sistem) 

(Culleré vd., 2001) 

 

(E)-11-Hidroksi-9-oktadekenoik asit 

(E)-10-Hidroksi-8-oktadekenoik asit 

(E)-9-Hidroksi-10-oktadekenoik asit 

Pseudomonas sp. 32T3 (Rodríguez vd., 2001) 

 

(S)-(E)-10-Hidroksi-8-oktadekenoik 

asit 

Pseudomonas sp. 42A2 

(lipoksijenaz) 

(Busquets vd., 2004) 

 

10-Hidroksi-stearik asit 

10-Ketostearik asit 

Ruminal Microbiota (Jenkins vd., 2006) 

 

10-Hidroksi-8(E)-Oktadekenoik Asit Pseudomonas aeruginosa (Kuo vd., 2008) 

 

10-Hidroksi-stearik asit Rekombinant Escherichia 

coli ve Stenotrophomonas 

maltophilia 

(Jeon vd., 2012) 

 

Trimethylolpropane oleate Candida antarctica (lipaz) (Happe vd., 2012) 

 

10(S)-Hidroksi-8(E)-oktadekenoik 

asit 

C. antarctica 

(Novozym 435, a lipaz B) 

P. aeruginosa 42A2 

NCIMB 40045 

(Martin-Arjol vd., 2013b) 

 

10(S)-Hidroksi-8(E)-oktadekenoik 

7,10(S,S)-Hidroksi-8(E)-

oktadekenoik etil esterleri 

Novozym 435 (Martin-Arjol vd., 2013a) 

 

 

2.7. Çalışmada Kullanılan Substratların Biyolojik Etkileri Literatür Çalışmaları 

 

2.7.1. Abiyetik asitin biyolojik etkileri 

 

Son dönemlerde gerçekleştirilen biyolojik aktivite çalışmalarında abiyetik asitin 

antikanser ve antimikrobiyal etki başta olmak üzere pek çok biyolojik aktivite (antialerjik, 

antiinflamatuar, fitoaleksin gibi ve antikonvülsan özellikler) gösterdiği ortaya konulmuştur 

(Harris ve Sanderson, 1963; Lin ve Chuang, 2006; Roh vd., 2010; Talapatra ve Talapatra, 

2016). Abiyetik asit ile gerçekleştirilen literatürde mevcut biyolojik aktivite çalışmalarının 

sonuçları bkz. Çizelge 2.4’te özetlendi. 
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Çizelge 2.4. Abiyetik asitin biyolojik etkileri 

 

Etki Ettiği Mikroorganizma 

ve Hücreler 

İn Vitro Etki Türü ve miktarı Kaynak 

Propionibacterium acnes ATCC 

11827 

Antibakteriyal etki: 25 µg/mL (Kubo vd., 1994)  

Prostaglandin E2 (PGE2) 

Leukotriene C4 (LTC4) 

COX-1 ve LOX metabolitleri üreten 

hücresel bir sistem olan A23187 uyarılmış 

makrofajlar üzerinde abiyetik asitin etkisi 

incelendi. Abiyetik asitin araşidonat 

yolunu etkilemediği ve PGE2 ve LTC4 

üretimi üzerinde anlamlı bir inhibisyon 

etkisi göstermediği anlaşılmıştır. 

(Fernández vd., 2001) 

 

Dicentrarchus Labrax  

L. Mature eritrositi 

EMN (Eritrositik mikronukleus): 0.9 µM 

ENA (Nükler anormallikler): 0.9 µM 

ALT (karaciğer alanin aminotransferaz 

aktivitesi): 0.0125 µM (3.4) / ve 0.025 µM 

(4.9) 

(Gravato ve Santos, 

2002a) 

D. Labrax L. Mature eritrositi ENA (Nükler anormallikler): 0.0125 µM (Gravato ve Santos, 

2002b) 

Soya fasulyesi lipoksigenazı 

(EC 1.13.11.12) 

Sitotoksisite; İK50: 29.5±1.29 µM (Ulusu vd., 2002) 

Anguilla anguilla L. Mutajenik eritrosit nükleer anormallikler 

(ENA) (2.7 µM) ve önemli bir karaciğer 

hasarı oluşturmuştur. 

(Maria vd., 2004) 

 

XU212 (TetK), SA-1199B (NorA), 

RN4220 (MsrA), EMRSA-15, 

EMRSA-16 ATCC 25923 

Antiseptik ve antibakteriyel etki: abiyetik 

asit ve reserpin kopmleks oluşturması 

sonucu MİK aktivitesinde artış 

göstermiştir.  

(Smith vd., 2005) 

 

HeLa servikal kanser ve HepG2 Sitotoksik Aktivite: 0.01-0.5 µg/mL (Lin ve Chuang, 

2006) 

Maksimal Elektoşok Testi Antikonvülsan etki (30 ve 100 mg/kg) (Talevi vd., 2007) 

HeLa,Vero ve Jurkat hücreleri 

HSV-1 virüsü (antiviral) 

Sitotoksisite; İK50: 53.0±5.6 µM / 15.0±0.6 

µM ve  ≥ 32.0 

(Gonzalez vd., 2009) 

 

A431 ve A549 kanser hücreleri Sitotoksisite; İK50: 65.41 ve 59.49 µM (Yang vd., 2010) 

Karragen, yumurta beyazı, 

formalin, gümüş nitrat ve gastrit 

ülser modelleri 

Antiinflamatuar (25-100 mg/kg), Antiülser 

(10/25/50 mg/kg) etkisi olduğu 

gözlenmiştir. 

(Kazakova vd., 2013) 

E. coli, Klebsiella pneumoniae 

Pseudomonas aeruginosa, Proteus 

mirabilis, P. vulgaris, S. aureus 

Konsantrasyon bağımlı antioksidan etki 

(DPPH) ile az antibakteriyal etki (340-980 

µg/mL) ve antiasetilkolinester aktivite 

gözlenmiştir. 

(Ramnath vd., 2015) 

 

HeLa ve Propidium iodid (PI) Sitotoksisite; İK50: 176.28±0.02 µg/mL, PI 

boyaması Apoptoz olduğunu göstermiştir. 

(Ramnath vd., 2016) 

EC50 Antioksidan etki (DPPH): 4,5 µmol/mL (Klejdysz vd., 2016) 

Synechococcus nidulans LEGE 

07171, Synechocystis salina LEGE 

06099, Chlorella vulgaris 

Antisiyanobakteriyal veya antialgal 

aktivite 

İK50: 51.3±1.1 µM. 

(Costa vd., 2016) 

 

S. aureus Hücrelere karşı membran potansiyeli 

Elektrofizyoloji (Flow sitometri) 

ölçülmüştür. 

(Jokinen ve 

Sipponen, 2016) 

S. aureus, E. coli, C. albicans  

S. typhimurium, S. epidermidis, 

P. acnes, S. mitis, R. mucilaginosa 

ve C. cladosporioides 

İK50: 45±0.03, 0±0.05, -53±0.31µM 

MİK: 31, 8, 4, 16, 31 ve 63 µg/mL 

Antibakteriyal etki, antimikrobiyal etki 

(Helfenstein vd., 

2017) 
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2.7.2. Betulinin biyolojik etkileri 

 

Literatürde triterpen yapısına sahip betulin molekülünün pek çok kanser türlerine 

karşı etki gösterdiği ortaya konmuştur. Betulinin antiviral ve antikanserojen aktivite başta 

olmak üzere antiproliferatif ve apoptotik özellikleri gibi pek çok aktivite gösterdiğini 

ortaya koymuştur (Alakurtti vd., 2006; Mai vd., 2011; Ming-liang vd., 2011; Liu vd., 2013; 

Sultana ve Saify, 2013; Rastogi vd., 2015; Ali-Seyed vd., 2016). Betulin molekülü ile 

gerçekleştirilen literatürdeki mevcut biyolojik aktivite çalışmalarının sonuçları Çizelge 

2.5’te özetlendi. 

 

Çizelge 2.5. Betulinin biyolojik etkileri 

 

Etki Ettiği Mikroorganizma ve 

Hücreler 

İn Vitro Etki Türü ve miktarı Kaynak 

HeLa ve Hep-2 hücrelerine karşı Sitotoksik etki; İK50: 40 µg/mL (Deeb vd., 2003) 

Fusarium oxysporum Antimikrobiyal etki; 0.59 µg (Cota vd., 2003) 

Herpes simplex tip1 

İnfluenzaFPV/Rostock, ECHO6 virüsleri 

ECHO6 üzerinde antiviral etki (452.5–

6.8 mkM) gözlenmiştir 

(Pavlova vd., 

2003) 

HepG2 hücreleri ve Cilt kanserine karşı 

HaCat ve A431 

Doza bağımlı sitotoksik aktivite ve 

apopotoz indükleyici etki gözlenmiştir 

(0.04-40 µg/mL) 

(Laszczyk vd., 

2006) 

S. aureus ML267, Vibrio cholerae 1313, 

E. coli ATCC 10536, Shigella dysenteriae 

2, S. cerevisiae MTCC 36, A. niger 

MTCC 281, C. albicans ATCC 10231 

Antibakteriyal etki ve antifungal etki 

(MİK: 30-75 µg/mL) 

 

(Sinha vd., 2009) 

S. aureus ve Klebsiella pneumonia Antibakteriyal etki 

(Konsantrasyon: 90 ve 60 mg/mL) 

(Kazakova vd., 

2010) 

S. aureus 375, S. aureus 310 (MR),  

S.aureus ATCC 25923, Enterococcus 

faecium 379, B. subtilis 327, E. coli ipm 

389, E. coli 442 E. coli ATCC 25922, 

K. pneumonia 425, P. aeruginosa 339, C. 

albicans, S. mutans, Phorphyromonas 

gingivalis 

Zayıf antibakteriyal etki 

(Konsantrasyon: 64-1088 mg/mL) 

 

(Rivero-Cruz vd., 

2009) 

 

B. subtilis, Shigella flexneri, S. aureus,  

E. coli, P. aeruginosa, S. typhi,  

T. longifusus, C. albicans, A. Flavus, 

M. canis, F. solani, C. globrata 

Antimikrobiyal, antibakteriyal etki 

İnhibisyon zonları: 18, 5, 8, 10, 6, 0, 

15, 18, 0, 30, 10, 10 mm. 

(Ahmed vd., 

2011)  

 

MCF7 (Kanser hücresi), HepG2 (İnsan 

hepatosellüler karsinom hücresi), KB 

(İnsan epidemal karsinom hücresi), E. 

coli, P. aeruginosa, C. albicans, B. 

subtilis, S. aureus 

Sitotoksik; İK50: 15, 72.3, 58.8 µM 

Antibakteriyal; İK50: >150, >150, 

>150, >150 ve 34.1 µM 

(Mai vd., 2011) 

 

HCT116 (İnsan kolon karsinoma hücresi) 

C. albicans, Trichophyton mentagrophyte, 

A. niger, S. aureus, E. coli, B. subtilis, P. 

aeruginosa 

Sitotoksik ve antimikrobiyal 

etki gözlenmemiş 

(Tsai vd., 2012) 

 

C. albicans Zayıf antimikrobiyal etki (+) (Fotso vd., 2014) 
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Çizelge 2.5. Betulinin biyolojik etkileri (devam) 

 

Etki Ettiği Mikroorganizma ve 

Hücreler 

İn Vitro Etki Türü ve miktarı Kaynak 

RCC4-çoklu ilaca dirençli insan renal  

karsinom hücreleri 

Kaspas aracılı apopotoz yolağı ile 

apoptotoik etkisi gözlenmiştir (10-25 

µM) 

(Yim vd., 2015) 

M. tuberculosis (H37Ra) Antimikrobiyal ve sitotoksisite 

MİK: 12.5 µg/mL ve İK50: 2.4 µg/mL 

(Li vd., 2015) 

CC50 hücreleri ve Herpes Simplex 

(HSV1, HSV2) 

HSV1: CC50: >5000, EC50: 123.9±19.1, 

SI: >40, MTT: 138.9±13.3, SI: >36 

(µM), HSV2: EC50: 141.5, SI: >35, 

MTT: 128.4 , SI: >38 (µM) 

(Álvarez vd., 

2015) 

Bacillus cereus, Lesteria monocytogenes 

Micrococcus luteus, S. aureus, 

Aeromonas hydrophila, Flavobacteruim 

sp, P. aeruginosa, Vibrio cholera 

Paecilomyces WE3-F antagonistik ve 

antimikrobiyal etkinliği olan betulin 

üretebilme potansiyeline sahip olduğu 

gösterilmiştir 

(Barakat ve Saleh, 

2016) 

 

İnsan tümör hücreleri; (518A2, A2780, 

HT29, MCF-7, A549, HeLa) 

Sitotoksik aktivite; EC50: >30 µM (Heller vd., 2016) 

 

İnsan tümör hücreleri; HL-60, T47D, 

CCRF/CEM, SW707 ve Fare hücreleri; 

P388, BALB/3T3 

Sitotoksik aktivite; İK50: 0.3 µg/mL, 

32.4±10.7, 10.9±5.5, 22.9±15.4, 5.5±3.3, 

47.3±7.9 µg/mL 

(Bebenek vd., 

2016) 

 

Akciğer ve karaciğer Sepsis tedavisi Betulinin sepsis tedavisinde akciğer ve 

karaciğer hasarını önlediği ve 

antiinflamatuar etkisi olduğu 

gözlenmiştir 

(Zhao vd., 2016a) 

Fare böbreğinde (NF-kB inhibisyonu) 

Sepsis tedavisi 

Betulinin böbrek hasarında HMBG-1 ve 

TLR4 mRNA Antiinflamatuar etkisi 

olduğu incelenmiştir 

(Zhao vd., 2016b) 

Betula platyphylla var. japonica bark Antioksidan etki: İK50: >50 µM  (Eom vd., 2016) 

SIRT1-LKB1-AMPK eksen Hepatoprotektif (6.25, 12.5, 25 µM) (Bai vd., 2016) 

α-glukosidaz inhibitorü α-glukosidaz inhibitor aktivitesi 

İK50: 23 µg/mL 

(Qaisar vd., 2016) 

 

Hepatik insulin duyarlılığı (tip 2 için) İnsülin duyarlılık etkisi gözlenmiştir (Ko vd., 2016) 

IL-6, MCP-1, COX-2 ve iNOS Antiinflamatuar etki; 133.9±5.6, 

206.5±6.5, 175.1±18.0, 63.4±5.3 µM 

(Laavola vd., 

2016) 

İnsan akciğer kanseri hücresi (NCI-

H460) 

Antiproliferatif etki İK50: 79.2±4.0 

µg/mL 

(Javed vd., 2016) 

 

Alzaimer hastalığı Amelioratif etki; GSH nmol/mg: 

8.779±0.448 (1mg), 11.800±0.784 

(5mg), 10.694 ± 0.676 (10mg) 

(Cho vd., 2016) 

 

Göğüs kanser hücresi (BT-549) Proliferasyon/ Sitotoksik etki İK50: 4.3-

4.6 µg/mL 

(Šiman vd., 2016) 

 

Fare karaciğer mikrozomları; CYP1A2, 

CYP2C11, CYP2D6 ve CYP3A2 

Sitokrom P450 inhibisyonu İK50: 

52.24 μM (CYP1A2) ve >100 μM 

(Seervi vd., 2016) 

 

Fare BALB/c (25, 50, 100 mg/kg 3 

farklı doz çalışılmıştır) 

Antidepresan, nörofarmasötik ve 

Antikonvulsant etki  

(Verma vd., 2016) 
 

S. aureus, E. faecalis, Listeria 

monocytogenes, Bacillus cereus, E. coli, 

S. entrica, P. aeruginosa 

Antibakteriyal ve sinerjik aktivite 

MİK: >128 µg/mL 

(Wang vd., 2016) 

 

B. subtilis ATCC 6051, S. aureus ATCC 

6538, P. aeruginosa ATCC 22853, E. 

coli ATCC 11229, Candida maltose 

SBUG 700 

Antimikrobiyal etki gözlenmemiştir (-) (Alresly vd., 

2016) 
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Çizelge 2.5. Betulinin biyolojik etkileri (devam) 

 

2.7.3. Hidroksi diizoforonun biyolojik etkileri 

 

Hidroksi diizoforon molekül ile gerçekleştirilen herhangi bir biyolojik aktivite 

çalışmasına literatürde rastlanmamıştır. 

 

2.7.4. Oleik asitin biyolojik etkileri 

 

Oksijenli ve doymamış yağ asitleri (oksilipinler) patojen mikroorganizmalara karşı 

bitkilere savunma gücü kazandırır (Koshino vd., 1987) ve bazı kanser türlerine karşı 

etkileri olduğu literatürde yer almaktadır. Bu kapsamda oleik asit molekülü ile 

gerçekleştirilen literatürdeki mevcut biyolojik aktivite çalışmalarının sonuçları Çizelge 

2.6’da özetlendi. 

 

Çizelge 2.6. Oleik asitin biyolojik etkileri 

 

Etki Ettiği Mikroorganizma ve 

Hücreler 

İn Vitro Etki Türü ve miktarı Kaynak 

Salmonella spp., E. coli, H. pylori Sadece H. pylori’ye karşı kuvvetli 

antibakteriyal etki test edilmiştir 

(6.17 ± 2.02 mM) 

(Bergsson vd., 

2002) 

Tavşan Enteropatojenik E. coli Suşu Zayıf antibakteriyal etki (Skřivanová ve 

Marounek, 2007) 

B. cereus, B. subtilis, S. aureus, P. 

aeroginosa, E. coli, Klebsiella pneumoniae, 

C. albicans, C. neoformans 

3 farklı fındık türü (Davianna, F. Coutard ve 

M. Bollwiller) 

Antimikrobiyal etki; >9mm, 

>9mm, >9mm (++++), <1 mm, 

<1 mm, <1 mm, <1 mm, <1 mm 

(-). Antioksidan (DPPH) EC25: 

2.91, >5, >5 

(Oliveira vd., 

2008) 

 

E. coli, C. albicans 

P. aeroginosa, S. typhi., S. aureus, A. niger, 

Penicillium notatum  

11-15 mm 

16-20 mm (kontrol 20-26 mm) 

Antibateriyal ve antifungal etki 

(Neogi vd., 2008) 

 

K. pneumoniae, B. cereus, S. aureus, B. 

subtilis, Bacillus licheniformis 

Antibakteriyal etki; MİK: 1.60, 

1.60, 2.67, 1.60, 1.60 mg/mL 

(Saxena vd., 

2009) 

 

Etki Ettiği Mikroorganizma ve Hücreler İn Vitro Etki Türü ve miktarı Kaynak 

Betula pendula hücre süspansiyon kültürleri Antioksidan aktivite; (0.2) (Hajati vd., 2016) 

S. typhimurium kültürleri 

(TA98, TA100, TA102 ve TA97a) 

Mutajenik etki (Ames Testi) 

(+S9 ve -S9 metabolik 

aktivasyon) 

(Yoshida vd., 

2016) 

Akciğer, Karaciğer, Kalp (fare) Farmakokinetik etki; ft: 49.24, 

31.11 ve 1.92 

(Pozharitskaya 

vd., 2017) 
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Çizelge 2.6. Oleik asitin biyolojik etkileri (devam) 

 

Etki Ettiği Mikroorganizma ve Hücreler İn Vitro Etki Türü ve 

miktarı 

Kaynak 

B. subtilis MTCC 441, S. aureus, E. faecalis 

ATCC 29212, S. typhi., P. aeroginosa, P. 

vulgaris, Erwinia amylowora MTCC 2760, 

Trichophyton simii,  T. mentagrophyes, 

Trichophyton rubrum, A. flavus, A.niger, 

Scopulariopsis sp., B. cinerea, C. albicans 

MTCC 227 

Antimikrobiyal etki; 12, 12, 16, 

12, 10, 14, 9 mm 

Hekzanlı ekstraktlar: 31.25, 

1000, 1000, 1000, 1000, 1000, 

1000 µg/mL. Etil asetatlı 

eksrraktlar: 16.2, 1000, 500, 

1000, 1000, 250, 500 µg/mL 

(Thillairajasekar 

vd., 2009) 

Propionibacterium acnes Antimikrobiyal etki; Laurik asit 

> Oleik asit > palmitik asit 

(Yang vd., 2009) 

 

Streptococcus mutans, C. albicans, 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans, 

Porphyromonas gingivalis, S. gordonii, S. 

sanguis, Fusobacterium nucleatum 

Antimikrobiyal etki; 27.33, 

57.10, 0, 73.00, 0, 100 (% 

inhibisyon) 

(Huang vd., 2010)  

 

S. epidermidis, S. aureus ATCC 25923, S. 

aureus ATCC 6538, B. subtilis, M. luteus, E. 

coli, K. Pneumoniae, P. aeruginosa, P. 

mirabilis, C. albicans, C. parapsilosis 

Antimikrobiyal etki; MİK: hepsi 

için 2 mg/mL. MBC: 4, 4, 2, 2, 

4, 2, 2, 2, 2, 4, 4 mg/mL 

(Skalicka-Woźniak 

vd., 2010) 

 

Y. enterococcai, L. monocytogens E. coli, S. 

paratyphi, A. niger, A. terreus, C. albicans 

Antimikrobiyal etki; MİK: 50, 

50, 50, 60, 40, 45, 40 mg/mL 

(Kesari vd., 2010) 

 

E. coli, B. subtilis, P. citrinum, Candida sp., 

Salmonella sp., S. aureus, A. flavus, 

Mucor sp., Rhizopus sp., S. cerevisiae 

Elma tohumu oleik asit oranı: 

37.49-38.55 g/ 100g). 

Antimikrobiyal etki; 0.3-0.6 

mg/mL 

(Tian vd., 2010) 

 

B. cereus, C. freundii, C. Albicans ve 

Bitki dokusu 

Antimikrobiyal (MİK: 512 

µg/mL), antioksidan ve 

alleopatik etki  

(Ascari vd., 2010) 

 

K. pneumoniae, A. baumannii, C. albicans, 

Parainfluenza virus type-3 Fındık ve ceviz yağı 

kullanılmıştır 

Antiviral etki (16-<0.25 μg/mL) 

Antioksidan (73.58% ve 

65.10%) ve antibakteriyal etki 

(Orhan vd., 2011) 

 

E. coli, A. niger, P. aeruginosa 

B. subtillis, S. aureus, Desmodium adscendens 

yaprakları 

Antimikrobiyal etki (en yüksek 

konsantrasyon: 1.5 mg/mL) 

Metanol su ekstraktı daha etkili 

(Muanda vd., 

2011) 

A. hydrophila, E. tarda, E. coli, 

Flavobacterium sp., Klebsiella sp., P. 

aeruginosa, Salmonella sp., V. alginolyticus, V. 

Cholerae ve V. parahaemolyticus bakterilerde 

denenmiş ve antikanser aktivitesinde (MCF-7) 

kolorimetrik MTT (tetrazolium) metodu  

Antimikrobiyal; MİK:  

 15.6-125mg/L ve 7.8-62.5mg/L 

Antioksidan (DPPH) (max 40%) 

Antikanser etki; İK50: 

1.98±0.31μg/mL ve 1.86±0.21 

μg/mL 

(Wei vd., 2011) 

 

S. aureus, S. epidermidis, M. kristinae, S. 

faecalis, S. flexneri, K. pneumonia, S. 

marcescens 

Antimikrobiyal etki; hepsi 0.1 

μg/mL 

(Sowemimo vd., 

2011) 

MCF-7 (insan akciğeri kanser hücresi) 

HT-29 (insan bağırsağı kanser hücresi) 

Antikanser etki; İK50: 48 ppm (Dailey vd., 2011) 

 

B. cereus, B. subtilis, E. faecalis, C. Freundii, 

P. aeruginosa, P. fluorescens, P. lilacinus, P. 

fumosoroseus, L. lecanii, M. Anisopliae, B. 

bassiana (Tve-N39) B. bassiana (Dv-1/07) 

Antibateriyal etki gözlenmemiş.  

 

Antifungal etki; MİK: 512, 512, 

256, 512, 1024, 512 mg/L. 

(Urbanek vd., 

2012) 

 

S. aureus, K. Pneumoniae,  

C. albicans 

Antibateriyal etki gözlenmemiş.  

Candida sp. : 60.8±5.5% (3sa), 

57.5±5.9% (12sa) 

(Buthelezi vd., 

2012) 
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Çizelge 2.6. Oleik asitin biyolojik etkileri (devam) 

 

 

Etki Ettiği Mikroorganizma ve Hücreler İn Vitro Etki Türü ve 

miktarı 

Kaynak 

S. aureus ATCC 6538, B. cereus ATCC 7064, 

M. smegmatis CCM 2067, L. monocytogenes 

ATCC 15313, M. luteus La 2971, E. coli ATCC 

11230, K. pneumoniae UC57, P. aeruginosa 

ATCC 27853, P. vulgaris ATCC 8427, C. 

albicans ATCC 10231, K. fragilis NRRL 2415, 

R. rubra DSM 70403, D. hansenii DSM 70238, 

H. guilliermondii DSM 3432 

Tüm mikroorganizmalara 

karşı fındık ve tohumu 

kuvvetli Antimikrobiyal etki 

(Disk Difüzyon metodu) 

göstermiştir. 

(Kırbaşlar vd., 

2012) 

Albizia adianthifolia  (Mimosoideae) bitkisi 

P. mirabilis,  S.flexneri,  S. typhi,  S. aureus, 

E. faecalis,  C. albicans ATCC 9002,  C. tropicalis,  

C. lusitaniae,  C. neoformans 

Antioksidan;  (R2=0.946 

TEAC method ve R2=0.980 

DPPH. Antimikrobiyal etki; 

MİK: 0.1, 0.05, 0.20, 0.20, 

0.40, 0.20, 0.40, 0.10, 0.20 

(Tamokou vd., 

2012) 

Sclerocarya birrea (Marula)’ da bulunan Oleik Asit 

Plasmodium falciparum Plasmodium berghei  

Fareler ile denenmiş 

 

Antioksidan (DPPH), 

antidiabetik, anti-inflamatuar  

analjetik, antiparazitik,  

antimikrobiyal etki 

(Mariod ve 

Abdelwahab, 

2012) 

Trichilia connaroides’da bulunan Oleik Asit 

Spilosoma obliqua Spodoptera litura Amsacta 

albistriga, Plutella xylostella 

Ailanthus defoliator, Eligma narcissus indica 

Cramer ve teak defoliator Hyblaea puera 

Anti-insektisit, 

antimikrobiyal, 

antioksidan, antikanser, 

antiülserogenik etki 

(Senthilkumar 

vd., 2012) 

Citrullus colocynthis (L.) kökünde bulunan oleik asit 

B. subtilis ATCC 6633, B. cereus ATCC 14579, 

S. aureus ATCC 25923, S. epidermis ATCC 12228, 

E. faecalis ATCC 29212, M. luteus ATCC 1880, 

E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853, 

K. pneumoniae CIP 32147 E. coli ATCC 8739 

S. enterica, P. aeruginosa ATCC 9027, S. aureus 

ATCC 6536, Listeria monocytogenes, A. niger   

CTM 10099, A. flavus, A. nidulans, F. graminearum 

A. alternata CTM 10230 

Antioksidan (DPPH): Etil 

asetatlı ekstrakte en etkili 

sonucu verdiği gözlenmiştir. 

Antimikrobiyal etki; G(+) 

MİK: 0.312, 0.150, 0.625, 

0.625, 0.625, 0.625, 0.625, 

0.625, G(-) MİK: 1.25, 0.312, 

2.5, 0.625, 0.625, 0.312, 

Fungal MİK; 1.25, 2.5, 

0.312, 0.625  μg/mL 

(Hsouna ve 

Alayed, 2012) 

Laurus nobilis L., Nigella sativa L. ve oleik asit 

E. coli, S. enteritidis, S. aureus, P. aeruginosa 

Antibateriyal etki (P<0.05) (Taqi vd., 2013) 

Oleik asit kaplı SC film 

L. monocytogenes, S. aureus, E. coli 

Antimikrobiyal etki: 

10.88±2.18, 11.55±2.27 ve 0 

mm. 

(Aliheidari vd., 

2013) 

Yarrowia lipolytica RO13 (maya) 

S. enteritidis, E. coli, L. monocytogenes ve B. cereus 

Literatürdeki değerlerden 

daha düşük  antimikrobiyal 

etki MİK: 250-500 μg/mL 

(Parfene vd., 

2013) 

Oleik Asit’li filmler 

Listeria innocua 

Antimikrobiyal etki: 

69 μmol Trolox/cm2 

(Arcan ve 

Yemenicioglu, 

2013) 

B. subtilis MTCC 2391, S. epidermis 

E. faecalis, S. aureus, P. aeruginosa MTCC  

6642, E. cloacae, E. aerogene, E. coli MTCC  

1563, S. typhimurium, K. pneumoniae 

Antimikrobiyal etki; MİK: 

0.04-.128 ve 0.08-2.56 

mg/mL 

(Chodisetti vd., 

2013) 

Zeytin yağı polifenolleri  

İn vitro ve in vivo sistemler 

Antioksidan, antimikrobiyal, 

anti-inflamatuar etki 

(Martín-Peláez 

vd., 2013) 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

3.1. Genel Deneysel Yöntemler 

 

Biyotransformasyon çalışmalarında kullanılan besiyeri ve cam malzemelerin 

sterilizasyonu Systec VE 65 marka otoklav ile gerçekleştirildi. Küflerin aktive edilmesi ve 

biyotransformasyon çalışmalarında kullanılan derin kültür tekniği için Gerhardt THO 500 

Laboshake çalkalamalı inkübatör kullanıldı. Mikrooganizmaların aktarılma ve steril 

koşullarda ekim işlemleri Herasafe steril kabininde gerçekleştirildi. Elde edilen ekstraktları 

buharlaştırıp çözücü fazından ayırma işlemleri ise Rotary Evaporatör Heidolph Hei-VAP 

Precision cihazı ile sağlandı. Kolon kromatografisi için Büchi Sepacore X10 MPLC Flash 

kromatografi sistemi kullanıldı. Saflaştırma esnasında gerçekleştirilen ince tabaka 

kromatografisi (İTK) çalışmaları içinse 0,25 mm kalınlığında silika jel plakaları (Merck 

silika jel GF254) kullanıldı. Ayrıca bileşiklerin İTK plakaları Camag cihazının UV ışığı 

altında da (254 nm'de) kontrol edilerek gözlemlendi. Çözücü sistemi olarak etil asetat-

hegzan (1:1) karışımı tercih edildi. 

 

Kolon kromatografisinden elde edilen spotlar, bileşenleri anisaldehit (0,5 mL), 

sülfürik asit (8 mL), metanol (85 mL), asetik asit (10 mL) olan reaktif ile renklendirdikten 

sonra ısıtılarak (110°C) belirgin hale getirildi. Bu yöntem sonucunda saflaştırılan 

metabolitlerin yapısı, Varian Mercury Plus 400 Nükleer Manyetik Rezonans (NMR) cihazı 

ile tek ve iki boyutlu NMR metotları (1H-NMR, 13C-NMR, HMBC vb.) kullanılarak 

aydınlatıldı. Polarizasyon transferi ile distorsiyonsuz iyileştirme (DEPT) spektrumu, iç 

standart referans olarak tetrametilsilan (TMS) ile döterokloroformda (CDCl3) 100 MHz'de 

ölçüldü. Bileşiklerin optik çevirme açısı Krüss P8000-T marka polarimetre cihazı ile 

ölçüldü (λ=589,3 nm; c=125 mg/1 mL MeOH; l=0,025 dm; α=gözlenen sapma açısı). 

Fourier dönüşümlü kızılötesi spektroskopisi (FT-IR) ise KBr pelleti içerisinde Bruker 

Tensor 27 spektrofotometre cihazında alındı. Gaz kromatografisi analizleri Agilent 6890N 

ve Shimadzu GC-2010/QP2010 Ultra mass detector sistemlerinde gerçekleştirildi. Yüksek 

çözünürlüklü kütle spektrumu (HRMS) çalışmaları Waters SYNAPT G1 MS sistemi ile 

yapıldı (bkz. Şekil 3.1). 
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Şekil 3.1. Biyotransformasyon aşamaları ve metabolit izolasyonu çalışma şeması 
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GK/KS 

NMR 
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Mikroorganizma 

Metabolit  
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3.2. Biyotransformasyon Tepkimeleri Çalışmaları 

 

3.2.1. Mikroorganizmaların kullanımı 

 

Çalışmalarda kullanılan bakteri ve fungal kültürler; Amerika Birleşik Devletleri 

Tarım Araştırma Servisi Kültür Koleksiyonu (NRRL), Amerikan Tipi Kültür Koleksiyonu 

(ATCC) ve Anadolu Üniversitesi Eczacılık Fakültesi Farmakognozi Bölümü kültür 

koleksiyonlarından sağlandı. Alınan kültürler, +4oC’de muhafaza edildi. Saflıklarının 

kontrolü için düzenli aralıklarla alt kültürleri yapılmıştır.  

 

3.2.2. Mikroorganizmaların üretilmesi için kullanılan besiyeri bileşenleri 

 

Kültür koleksiyonlarından alınan fungal kültürler ilk etapta hazırlanan taze yatık 

agar besiyerinde, bakteriler ise Mueller hinton agar (MHA) (Sigma M-9552) besiyerinde 

üretildi. Daha sonra hazırlanan fungal kültürler α-medium, bakteriler ise Mueller hinton 

broth (MHB) (Merck 1.10293) sıvı besiyerlerine aktarılarak çoğaltıldı (Demirci, 2000; 

Özşen, 2011). 

 

                Çizelge 3.1. Taze yatık agar besiyeri bileşenleri 

 

Patates dekstroz agar 7,8 g 

Agar 3,8 g 

Saf su 200 mL 

 

Çizelge 3.1’deki bileşenleri içeren karışım saf su ile 200 mL’ye tamamlandıktan 

sonra kaynatılarak besiyeri hazırlandı. Hazırlanan besiyeri soğumadan 25 adet patolojik 

şişelere, şişe başı ortama 8 mL ilave edildi, otoklavda 1.1 atmosfer basıncında, 121°C’de 

60 dakika süre ile steril edildi. Sterilizasyon işleminden sonra şişeler içerisindeki erimiş 

haldeki besiyerleri donmadan önce 45°’ye yakın eğim oluşturacak şekilde steril kabinin 

içerisinde ve UV ışığı altında 24 saat boyunca soğumaya bırakılmak suretiyle hazırlandı. 

Bu besiyeri biyotransformasyon tepkimelerinde kullanılan mikroorganizmaların 

stoklanmasında ve sıvı besiyerine ilave edilmeden önce aktifleşmesini sağlamak için 

kullanıldı. 
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                Çizelge 3.2. Mueller hinton agar besiyeri bileşenleri 

 

Et ekstraktı 5,0 g 

Kazein hidrolizatı 17,5 g 

Nişasta 1,5 g 

Agar 12,0 g 

Saf su 1000 mL 

 

Ticari olarak satın alınan besiyeri (Çizelge 3.2) litrede 38 g olacak şekilde tartılıp 

saf suda çözüldü. Otoklavda 1.1 atmosfer basıncında, 121°C’de 60 dakika süre ile steril 

edildi. MHA besiyeri bakterilerin stoklanmasında ve sıvı besiyerine aktırılmadan önce 

aktifleşmesini sağlamak için kullanıldı. 

 

                Çizelge 3.3. Mueller hinton broth besiyeri bileşenleri 

 

Et ekstrakt 5,0 g 

Kazein hidrolizat 17,5 g 

Nişasta 1,5 g 

Saf su 1000 mL 

 

Ticari olarak satın alınan besiyeri (Çizelge 3.3)  litrede 21 g olacak şekilde tartılıp 

saf suda çözüldü. Otoklavda 1.1 atmosfer basıncında, 121°C’de 60 dakika süre ile steril 

edildi. MHB besiyeri bakterilerin biyotransformasyon tepkimeleri için sıvı besiyeri olarak 

kullanıldı. 

 

                Çizelge 3.4. α-Medium besiyeri bileşenleri 

 
Glikoz 20,0 g 

Pepton 5,0 g 

Yeast ekstrakt 5,0 g 

NaCl 5,0 g 

Na2HPO4 5,0 g 

Saf su 1000 mL 
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Çizelge 3.4’deki bileşenleri içeren karışım saf suda çözülerek hazırlanan besiyeri, 

250 mL’lik erlenlerin her birine 100 mL olacak şekilde ilave edildi. Erlenlerin ağızları 

alüminyum folyo kaplı selüloz tıpa ile kapatıldı. Otoklavda 1.1 atmosfer basıncında, 

121°C’de 60 dakika süre ile steril edildi. Bu besiyeri fungal kültürlerin biyotransformasyon 

tepkimeleri için kullanıldı. 

 

Taze yatık besiyerindeki en taze alt kültürdeki mikroorganizmalar, steril kabinde 

hazırlanan 100 mL’lik sıvı besiyerine her erlene bir öze ucu dolusu olacak kadar ilave 

edildi.  Erlenlerde yeterli miktarda mikroorganizma oluşabilmesi için 3 gün boyunca 

çalkalamalı inkübatör üzerinde 25°C’de (120 rpm) pre-inkübasyona bırakıldı. 

Mikroorganizmaların yeterli miktarda büyümeleri sağlandıktan sonra büyük ölçekte diğer 

erlenlere eşit miktarlarda olacak şekilde ve steril koşullarda aktarıldı.  Sıvı besiyerlerine 

ekimi yapılan bu kültürler yine çalkalamalı inkübatör üzerinde 25°C’de inkübasyona 

bırakıldı. Ön deneme çalışmalarında ise substrat ilavesi 3 günlük pre-inkübasyon 

sürecinden hemen sonra yapıldı (Akar, 2005; Kıran vd., 2005; Özşen, 2011). 

 

3.2.3. Substrat hazırlanması ve ilavesi 

 

Her substrat (0,5 mL veya 500 mg) 40 mL aseton içerisinde çözüldükten sonra, 

daha önceki bölümde belirtildiği gibi çoğaltılan küf içerisine inkübasyonun üçüncü 

gününde her erlene eşit hacimde ilave edildi. İnkübasyon oda sıcaklığında çalışan dairesel 

çalkalayıcı üzerinde 7-10 gün boyunca sürdürüldü. Bu sürenin sonunda 

biyotransformasyon işleminin sona erdiği ve metabolit oluşumunun maksimum düzeye 

oluştuğu İTK ile tespit edildi. Erlenler üzerine etil asetat ilavesi ile biyotransformasyon 

sona erdirildi. Daha sonra ekstraksiyon ve izolasyon aşamalarına geçildi (Kıran vd., 2005; 

Özşen, 2011). 

 

3.2.4. Metabolitlerin ekstraksiyonu 

 

Sıvı-sıvı ekstraksiyon işlemi uygulanarak metabolit oluşumu izlendi. Ön denemeler 

için; deney tüpüne steril uçlu pipetör ile biyotransformasyon besi ortamından 3 mL alındı 

ve 3–5 mL etil asetat ilave edildi. Bir dakika süreyle vorteks kullanarak karıştırıldı. Etil 

asetatlı üst faz,  başka bir pipet ile susuz sodyum sülfatta (Na2SO4) kurutulduktan sonra bir 
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numune kabına aktarıldı ve azot gazı kullanılarak çözücü uzaklaştırıldı. Oluşan 

metabolitlerin spotları İTK ile kontrol edildi (Kıran vd., 2005; Özşen, 2011). 

 

3.2.5. Metabolitlerin kromatografisi 

 

Biyotransformasyon tepkimesini durdurmak ve ekstraksiyonu başlatmak amacıyla 

besiyerlerine 1/1 oranında etil asetat ilave edildi. Besiyeri iyice çalkalandıktan sonra, 

Buchner hunisinden nuche erlenine vakum altında süzülerek, mikrobiyal misellerden 

kurtarılan ve birleştirilen sıvı kısımlar, ayırma hunisinde hacimlerinin yaklaşık 2 katı etil 

asetat ile 3 kez ekstrakte edildi. Toplanan ekstraktlar, susuz Na2SO4’ta kurutulduktan sonra 

evaporasyon ile uçurulmaya bırakıldı.  Elde edilen kalıntı, Orta Basınçlı Sıvı 

Kromatografisi (MPLC) ile saflaştırıldı. Cihazda çözücü sistemi olarak petrol eteri ve etil 

asetat ile hegzan ve etil asetat kullanıldı (artan gradient sistemi: %5-%95 etil asetat/hegzan 

karışımı ile başlayarak, %100 etil asetat ile sonlandırılır). Kolondan ayrılan fraksiyonlar 

İTK ile izlendi (Kıran vd., 2005). 

 

3.2.6. Metabolitlerin tanımlanması 

 

Kolon kromatografisi yardımıyla ayrıştırılan metabolitler, preparatif İTK 

yöntemiyle cam plak üzerine çekilmiş silikajele emdirildi. En ideal etil asetat hegzan 

çözücü oranıyla yürütüldü ve silika jel cam plakadan kazındı. Kazınan silika jel aseton 

içerisine ilave edildi ve saflaştırılan metabolitler evaporatörde çözücüsünden ayrıldı. Elde 

edilen metabolit yapıları GK/KS, 1H-NMR, 13C-NMR, DEPT/HMBC, optik çevirme açısı, 

FT-IR gibi spektroskopik metotlar kullanılarak ve literatürdeki benzer yapılardaki 

moleküllerin spektroskopik değerleri ile karşılaştırılarak aydınlatıldı (Kıran vd., 2005; 

Özşen, 2011). 

 

3.3. Antimikrobiyal Aktivite Çalışmaları 

 

Biyotransformasyon tepkimelerinde kullanılan başlangıç maddeleri (substratları) ile 

oluşan metabolitlerin farklı yöntemlerle biyolojik etkileri incelendi. 
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3.3.1. Kontamine gıda testi çalışmaları 

 

Hidroksi diizoforon substratı çalışmalarında antifungal aktivite metodu olarak 

kontamine gıda (poisoned food) testi kullanıldı (Kıran vd., 2004). Tartılan ve aktivitesi 

belirlenecek olan bileşenler saf suda çözülerek petri başına 60 mL besiyeri gelecek şekilde 

petri kaplarına aktarıldı ve otoklavda 1.1 atmosfer basıncında 121°C’de 60 dakika süre ile 

steril edildi. Otoklavlanan besiyerleri (Çizelge 3.5) boşaltılıp 24 saat steril kabinde UV 

ışığı altında bekletildi. Çalışılacak patojen mikroorganizmalar öze ile stok kültürlerden 

alınarak ekim yapıldı ve aktivasyon için oda sıcaklığında 72 saat inkübasyona bırakıldı. 

İnkübasyon süresi sonunda aktifleşen mikroorganizmalarla yapılacak işlem için aynı gün 

içerisinde aynı besiyerinden tekrar hazırlanarak 3 adet parelel seri; 5 adet farklı derişim 

serileri (40, 80, 120, 160 ve 200 ppm), bir mikroorganizma kontrol grubu serisi ve bir adet 

de etil alkol (EtOH) kontrol grubu serisi oluşturuldu. Her deneme 3 kez tekrarlandı. 

 

                Çizelge 3.5. Kontamine gıda testinde kullanılan besiyeri bileşenleri 

 

Glikoz 20,0 g 

Malt ekstrakte agar 20,0 g 

Agar agar 20,0 g 

Pepton 1,0 g 

Saf su 1000 mL 

 

Aktivitesi çalışılacak bileşiklerden ayrı ayrı 200 ppm’lik stok çözelti hazırlanıp, bu 

stok çözeltiden belli oranlarda alınarak 160 ppm, 120 ppm, 80 ppm ve 40 ppm’lik 10 

mL’lik çözeltiler oluşturuldu. Otoklavdan çıkartılan besiyerine her petri için 60 mL 

alınarak donmadan üzerlerini 10 mL’lik çözeltilerden ayrı ayrı 2 mL konulup 5 farklı 

derişimde 3 paralel seri oluşturuldu. Çözücülerle karışık besiyeri bileşenlerinin donması 

için steril kabin içerisinde 2 saat inkübasyona bırakıldı. 

 

 İnkübasyon süresi sonunda, aktifleşen mikroorganizma besiyerinden 9 numaralı 

steril delici (sample borer) yardımı ile alınan mikroorganizmalar 7 serinin tam ortasından 

çıkartılan besiyerlerinin yerine konarak (bkz. Çizelge 3.6.) 8 gün boyunca oluşan zon 

boyutları ölçüldü ve elde edilen sonuçlar birbirleriyle karşılaştırıldı. 
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          Çizelge 3.6. Kontamine gıda testi şeması 

 

 

 

3.3.2. Agar difüzyon yöntemi çalışmaları 

 

Deneylerde kullanılacak tüm bakteri ve fungal izolatların saf kültürleri Anadolu 

Üniversitesi Eczacılık Fakültesi ve ticari kültür koleksiyonlarından temin edilmiştir. Tüm 

mikroorganizmalar %15 gliserolde ve -85°C`de (Ultrafreezer, New Brunswick) 

stoklanmıştır. Çalışmaya alınacak suşların devamlılığını sağlamak amacıyla Nutrient agar 

(NA) (Merck 1.05450.0500), Patates dekstroz agar (PDA) (Merck 1.10130), MHA ve 

Sabouraud dekstroz agar (SDA) (Fluka 84088) (bkz. Çizelge 3.9) besi ortamları 

kullanılmıştır ve düzenli aralıklarla alt kültürleri yapılarak +4°C`de stoklanmıştır. 

Antimikrobiyal aktivite çalışmalarında agar kuyu difüzyon ve mikrodilüsyon yöntemleri 

için MHB ve RPMI 1640 besiyerleri kullanılmıştır. 

 

                 Çizelge 3.7. Nutrient agar besiyeri bileşenleri 

 

Pepton 5,0 g 

Et ekstrakt 3,0 g 

Agar 15,0 g 

Saf su 1000 mL 
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Ticari olarak elde edilen besiyeri (bkz. Çizelge 3.7) litrede 20 g olacak şekilde 

tartılıp saf suda çözülerek otoklavda 1.1 atmosfer basıncında, 121°C’de 60 dakika süre ile 

steril edildi. NA besiyeri test organizmalarının (bakterilerin) üretiminde kullanıldı. 

 

                     Çizelge 3.8. Patates dekstroz agar besiyeri bileşenleri 

 

Patates özü 4,0 g 

D(+) Glukoz 20,0 g 

Agar 15,0 g 

Saf su 1000 mL 

 

Ticari olarak elde edilen besiyeri (Çizelge 3.8) litrede 39 g olacak şekilde tartılıp 

saf suda çözülerek otoklavda 1.1 atmosfer basıncında, 121°C’de 60 dakika süre ile steril 

edildi. PDA besiyeri fungal kültürlerin üretiminde kullanıldı. 

 

                 Çizelge 3.9. Sabouraud %4 dekstroz agar besiyeri bileşenleri 

 

Bakteriyolojik pepton 10,0 g 

Bakteriyolojik dekstroz 40,0 g 

Agar 15,0 g 

Saf su 1000 mL 

 

Ticari olarak elde edilen besiyeri (Çizelge 3.9) litrede 65 g olacak şekilde tartılıp 

saf suda çözülerek otoklavda 1.1 atmosfer basıncında, 121°C’de 60 dakika süre ile steril 

edildi. SDA besiyeri fungal kültürlerin üretiminde kullanıldı. 

 

                 Çizelge 3.10. RPMI-1640 besiyeri bileşenleri 

 

MOPS (tampon) 17,2 g 

RPMI 5,2 g 

NaOH (5M) 10,0 mL 

Saf su 500 mL 
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Ticari olarak elde edilen MOPS ve RPMI (bkz. Çizelge 3.10) 100 mL steril destile 

suda çözülür. Üzerine 10 mL NaOH çözeltisi ilave edilir ve filtreden geçirilir. Steril duran 

şişede bu çözeltiye 390 mL steril destile su eklenir ve pH 7,1’e ayarlanır. Bu besiyeri 

fungal kültürler için kullanıldı. 

 

Çalışmada kullanılan metabolitlerin seçilen bakteri ve fungal izolatlara karşı 

antimikrobiyal aktivitelerinin değerlendirilmesinde Klinik ve Laboratuvar Standartları 

Enstitüsü (CLSI) tarafından önerilen standart yöntemler esas alınmıştır. Bu amaçla 

mikrodilüsyon teknikleri, bakteriler için (M100-S16); mayalar için (M27-A2) ve funguslar 

için de (M38-A2) protokollerinde bazı değişiklikler yapılmak suretiyle gerçekleştirilmiştir 

(M27-A2, 2002; M100-S16, 2006; M38-A2, 2008). Standart antibakteriyal ilaçlar olarak 

ampisilin ve kloramfenikol; standart antifungal ilaçlar olarak da amfoterisin B ve 

ketokonazol kullanılmıştır. 

 

Agar kuyu difüzyon metodu ile antimikrobiyal aktiviteyi tayin edebilmek için broth 

kültürlerde geliştirilen izolatlardan alınan örnekler NA ve PDA besiyerlerine 

ekilmiştir. Steril bir delgi ile açılan kuyulara, her molekül için ayrı olarak hazırlanan farklı 

derişimlerdeki stok solüsyonlardan 100’er μL alınan kuyulara inoküle edilerek ve oda 

sıcaklığında 2 saat diffüze olması için bekletilmiştir. Kontrol grubu için metabolit 

içermeyen inokülüm kullanılmıştır. Plaklar, bakteriyal kültürler için 37°C’de 18-24 saat ve 

fungal kültürler için de 28°C’de 48 saat inkübe edilmiştir. Oluşan inhibisyon zon çapları 

(mm) ölçülerek kaydedilmiştir. Deneyler iki kez tekrarlanmış ve ortalama değerler 

alınmıştır (Murray vd., 1995; Olurinola, 1996). 

 

3.3.3. Minimum inhibisyon konsantrasyon (MİK) yöntemi çalışmaları 

 

Broth mikrodilüsyon yöntemleri ile antimikrobiyal duyarlılık tayini için öncelikle 

stok kültürlerden alınan izolatların MHA ve SDA besiyerlerinde canlandırılması 

sağlanmıştır. İnkübasyon sonrası besiyeri üzerinde gelişen kolonilerden alınıp, bakteriler 

için MHB; maya ve fungus türleri için de RPMI broth içeren tüplere aktarılmıştır. 

İnkübasyon sonrası süspansiyondaki kültürlerin bulanıklıkları, Mc Farland No: 0.5 

(bakteriler için yaklaşık 108 cfu/mL, maya kültürü için 106 cfu/mL) olacak şekilde 

türbidometrik olarak ayarlanmıştır. 
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Mikrodilüsyon deneyleri steril, U tabanlı ve 96 kuyulu mikroplaklarda yapılmış ve 

test izolatlarına karşı her metabolitin Minimal İnhibitor Derişimi (MİK) değeri 

belirlenmiştir. Bu amaçla öncelikle CLSI önerileri doğrultusunda stok solüsyonlar 

hazırlanmıştır. Testin yapılacağı gün, stok çözeltilerden önceden hazırlanıp iki katlık 

metabolit derişiminin 100 μL’si kuyulara inoküle edilmiş; daha sonra yine önceden iki kat 

seyreltilen inokülüm süspansiyonunun 100 μL’si de eklenmiştir. Böylece her kuyudaki son 

hacmi 200 μL olacak ve iki katlık test inokülüm oranları da sağlanmıştır. Her izolat için 

ilaçsız gelişim ve sterilite kontrolleri de hazırlanmıştır. Uygun inkübasyon sürelerinde 

bekletildikten sonra, kontrol kuyusu ile karşılaştırıldığında gelişimi %100 inhibe eden en 

düşük derişim MİK olarak belirlenmiştir. Deneyler iki kez tekrarlanmıştır. Tüm funguslar 

için; amfoterisin B;  bakteriler için tetrasiklin ve vankomisin pozitif kontrol olarak 

kullanılmıştır. Deneyler yapılırken bakteriyel izolatlar için dimetil sülfoksit (DMSO) 

(%50)’da çözülen test bileşenleri MHB ile seyreltilmiş ve test derişim aralıkları 15.62–

4000 µg/mL olacak şekilde ayarlanmıştır. DMSO negatif kontrol olarak kullanılmıştır. 

Resazurin çözeltisi ilave edilerek MİK sonuçları doğrulanmıştır. Maya izolatları için de 

abiyetik asit ve türevlerinin son derişimleri 15.62–4000 µg/mL olacak şekilde 

ayarlanmıştır. Fungal izolatlar için spor sayımları Thoma lamı yardımıyla yapılmıştır ve 

spor solüsyonları steril %0.02 Tween-80 kullanılarak hazırlanmıştır  (108 spore 1/mL) 

(M27-A2, 2002; M100-S16, 2006; M38-A2, 2008). 

 

3.4. İn Vitro Sitotoksisite Çalışmaları 

 

Sentezlenen bileşiklerin antikanser etkilerinin araştırılmasında, HepG2 insan 

hepatoselüler karaciğer karsinoma (ATCC® HB-8065™) ve A549 insan akciğer 

adenokarsinoma (ATCC® CCL-185) hücre dizileri kullanılmıştır (ATCC, ABD). 

Antikanser aktivitenin selektivitesi ise NIH/3T3 fare embriyonik fibroblast hücre dizisi 

(ATCC® CRL-1658™) üzerinde değerlendirilmiştir (ATCC, ABD). 

 

3.4.1. Hücrelerin hazırlanması 

 

Türevlerin antikanser aktivitesinin araştırılmasında A549 (insan akciğer 

adenokarsinoma epitelyal hücre dizisi) kullanılmıştır. Antikanser aktivitenin seçiciliği ve 
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etkin antimikrobiyal ajanların sitotoksisitesi NIH/3T3 (fare embriyonik hücre dizisi) hücre 

dizisinde değerlendirilmiştir (Altıntop vd., 2012; Kaplancikli vd., 2012). 

 

HepG2 insan hepatoselüler karaciğer karsinoma hücre dizisi için, son derişiminde 

%10 Fötal Buzağı Serumu (FBS) (Sigma-Aldrich, Almanya), %1 Penisilin-Streptomisin 

(Sigma-Aldrich, Almanya), %89 Eagle'ın Minimum Esansiyel Medyumunu (EMEM) 

(Sigma-Aldrich, Almanya) ve 2 g/L sodyum bikarbonat (NaHCO3) (Sigma-Aldrich, 

Almanya) içerecek şekilde hazırlanan besiyeri kullanılmış ve pH 7.4’e ayarlanmıştır. 

 

A549 insan akciğer adenokarsinoma hücre dizisi için ise son derişimde %10 FBS 

(Sigma-Aldrich, Almanya), %1 Penisilin-Streptomisin (Sigma-Aldrich, Almanya) ve %89 

RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, Almanya), 2 g/L NaHCO3 (Sigma-Aldrich, Almanya) 

içerecek şekilde hazırlanan besiyeri kullanılmış ve pH 7.4’e ayarlanmıştır. 

 

NIH/3T3 fare embryonik fibroblast hücre dizisi için, son derişimde %10 FBS 

(Sigma-Aldrich, Almanya), %1 Penisilin-Streptomisin (Sigma-Aldrich, Almanya), %89 

Dulbecco’nun Minimum Esansiyel Medyumunu (DMEM)  (Sigma-Aldrich, Almanya) ve 2 

g/L NaHCO3 (Sigma-Aldrich, Almanya) içerecek şekilde hazırlanan besiyeri kullanılmış 

ve pH 7.4’e ayarlanmıştır. 

 

Deneylerde kullanılan hücrelerinin çoğaltılması ve deneye hazırlanması için 2-3 

günde bir rutin olarak pasajlama işlemi yapılmıştır. İnkübatörden alınan hücre kültür şişesi, 

ölü hücrelerin besiyeri çözeltisine geçmesini sağlanmak için hafifçe çalkalanıp, sonra steril 

bir pipetle kültür şişesi içindeki besiyeri alınarak atılmıştır. Hücrelerin yıkanması için 

kültür şişesine 5 mL fosfat tamponu ilave edilerek yıkanmış ve yıkama çözeltisi ortamdan 

uzaklaştırılmıştır. Kültür şişesine tripsin-EDTA çözeltisi (1X) konularak hafifçe 

çalkalandıktan sonra inkübatörde yaklaşık 5 dk. bekletilmiştir (%5 CO2, %95 nem ve 

37°C). İnkübatörden alınan kültür şişelerinin üzerine 20-25 mL besiyeri ilave edilip 

hücreler süspanse edilmiştir ve 1:2, 1:3 bölünerek yeni kültür şişelerine alınmıştır. Kültür 

şişeleri inkübatöre konularak inkübasyona bırakılmıştır. 

 

İnkübatörden alınan hücre kültür şişesi, ölü hücrelerin besiyeri çözeltisine geçmesi 

sağlanmak için hafifçe çalkalanıp sonra steril bir pipetle kültür şişesi içindeki besiyeri 
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alınarak atılmıştır. Kültür şişesine tripsin-EDTA çözeltisi (1X) konularak hafifçe 

çalkalandıktan sonra inkübatörde yaklaşık 5 dk. bekletilmiştir. İnkübatörden alınan kültür 

şişelerinin içine besiyeri ilave edilerek pipet yardımıyla santrifüj tüpüne alınmıştır. 

Santrifüj tüpü içindeki hücre süspansiyonu çalkalandıktan sonra 10 µL alınıp 10 µL tripan 

mavisi (Biorad, ABD) ile boyandıktan sonra 10 µL’si otomatik hücre sayma cihazında 

(Biorad, ABD) sayılmıştır. Hücre süspansiyonu 1x104 hücre/kuyucuk olacak şekilde hücre 

kültür plakasına dağıtılarak 24 saat inkübasyona bırakılmıştır. 

 

Sentezlenen bileşiklerin antiproliferatif etkinliklerinin kıyaslanabilmesi amacı ile 

günümüzde kanser tedavisinde rutin olarak kullanılan farklı etki mekanizmasına sahip 

ajanlar olan sisplatin, doksorubisin ve 5-flurourasil de kanser hücre dizilerine 3,9-500 

μg/mL 8 dilüsyonda uygulanmıştır. Sentezlenen bileşikler için XTT testleri 3 kez 

tekrarlanmıştır. 

 

3.4.2. Hücrelere XTT sitotoksisite testinin uygulanması 

 

Tetrazolium tuzları olan XTT (2,3-Bis[2-metoksi-4-nitro-5-sülfofenil]-2H-

tetrazolum-5-karboksianilit) ve MTT (3-[4,5-Dimetiltiyazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolium 

bromid) canlı hücrelerdeki metabolik aktivitenin ölçülmesinde kullanılmıştır. Tetrazolium 

tuzlarını metabolizma ve solunum zinciri intakt hücrelerde mitokondriyal süksinat 

dehidrogenaz enzimi ile formazana dönüşmektedir. Mitokondriyal süksinat dehidrogenaz 

sarı renkli tetrazolyum tuzunu elektron kenetli reaktif varlığında çözünür turuncu renkli 

formazana dönüştürmektedir (Berridge vd., 2005). 

 

Sentezlenen bileşiklerin 3.9-500 μg/mL 8 seri dilüsyonları (3.9; 7.8; 15.6; 31.25; 

62.5; 125; 250; 500 μg/mL) negatif ve pozitif kontroller ile birlikte plakalara uygulanarak 

24 saat inkübasyona bırakılmıştır (%5 CO2, %95 nem ve 37°C). Son DMSO derişimi < % 

0.1 olacak şekilde ayarlanmıştır. Negatif kontrol olarak DMSO %0,1, pozitif kontrol olarak 

ise sisplatin kullanılmıştır (Altıntop vd., 2012). 24 saatlik inkübasyon süresi sonunda hücre 

kültürlerinin üst kısmı ters çevrilerek atılmıştır. Hücreler fosfat tamponu ile yıkanıp, 

yıkama çözeltisi ortamdan uzaklaştırılmıştır. Hücre kültür plakasına 200  µL/kuyucuk 

olacak şekilde besiyeri ilave edilmiştir. XTT1 ve XTT2 çözeltileri 1:100 oranında 

karıştırılarak hücre kültür plakasına 50  µL/kuyucuk olacak şekilde ilave edilmiştir. 
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Ardından 3 saat inkübasyona bırakılmıştır (%5 CO2, %95 nem ve 37°C). 3 saatlik 

inkübasyon süresi sonunda plakalar 5 dk. hafifçe çalkalandıktan sonra ELISA okuyucuda 

(Biotek, ABD) 480 nm’de optik yoğunluk (OD) değerleri okunmuştur. 

 

Test maddelerinin her bir derişimi için % inhibisyon değerleri hesaplanmıştır. % 

inhibisyon değerlerine karşılık derişimleri ile doz-cevap eğrisi çizilerek maddelerin 

inhibitör derişim 50 (İK50) değerleri hesaplanmış ve maddelerin sitotoksik özellikleri 

yorumlanmıştır. Tüm deneyler 4 tekrarlı ve 3 farklı zamanda tekrar edilerek yapılmıştır. 

Sonuçlar ortalama±standart sapma olarak verilmiştir. 

 

% İnhibisyon= 100-[(ODtest maddesi- ODkör/ODçözücü kontrol- ODkör) x 100] (3.1) 

 

Bileşiklerin selektiviteleri önceki çalışmalar ile belirtilen formül yardımıyla 

hesaplanmıştır (Popiolkiewicz vd., 2005). İK50 değeri 500 μg/mL büyük değerler 500 

olarak alınmıştır. 

  

Selektivite Indeksi (SI) = (İK50 NIH/3T3/ İK50 HepG2/MCF-7/A549) x 100 (3.2) 

 

Bileşiklerin NIH/3T3 hücre dizisine karşı sitotoksisiteleri, onların antimikrobiyal 

aktivitelerine karşı selektivitelerini belirlemek amacı ile de kullanılmıştır. Bileşiklerin 

antimikrobiyal etki potansiyellerinin belirleyicisi olarak seçicilikleri aşağıdaki formül 

kullanılarak hesaplanmıştır (Orme vd., 2001; Hillegass vd., 2010; Lomelino vd., 2012). 

 

SI= (İK50 NIH/3T3)/MİK (3.3)
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4. BULGULAR VE TARTIŞMA 

4.1. Abiyetik Asit Çalışmaları 

 

4.1.1. Biyotransformasyon tepkimeleri 

 

Abiyetik asit molekülünün 28 mikroorganizma ile ön biyotransformasyon 

tepkimeleri gerçekleştirilmiştir. Ön biyotransformasyon tepkimeleri sonucunda elde edilen 

abiyetik asit substratına ait İTK’ların incelenmesi sonucunda (bkz. Ek Açıklamalar-A), 

metabolit elde edilebileceği düşünülen aşağıda biyotransformasyon tepkimeleri preparatif 

ölçekte tekrarlanmıştır. 

 

Yürütülen çalışmalar sonucunda elde edilen İTK’lara göre, aşağıdaki 

mikroorganizmalar kullanılarak büyük ölçekli çalışmalar gerçekleştirilmiştir; Aspergillus 

parasiticus NRRL 2999, Aspergillus niger NRRL 326, Aspergilllus niger ATCC 10549, 

Penicillium adametzii NRRL 737, Fusarium solani ATCC 1284, Fusarium culmorum, 

Hansenula anomala ATCC 20170, Mucor ramannianus ATCC 1839, Neurospora crassa 

(izolat), Corynespora cassiicola DSM 62475, Fusarium heterosporium (izolat), Trametes 

versicolor ATCC 200801, Trichotesium roseum (izolat). 

 

Abiyetik asidin (1) 12 farklı mikroorganizma ile preparatif ölçekte gerçekleştirilen 

biyotransformasyon tepkimeleri sonucu elde edilen ekstraktlarda çok sayıda bileşik içeren 

karışımlar elde edilmiştir. Fakat sadece iki biyotransformasyon tepkimesi sonucu elde 

edilen karışımlardan saf metabolit elde edilebilmiştir. Bunlardan ilki M. ramannianus 

ATCC 1839 diğeri ise N. crassa (izolat) ile gerçekleştirilen biyotransformasyon 

tepkimeleridir. 

 

M. ramannianus ATCC 1839 ile elde edilen karışımdan bir metabolitin yapısı 

spektroskopik yöntemler kullanılarak 2α-hidroksi dehidroabiyetik asit (2) olarak 

tanımlanmıştır (bkz. Şekil 4.1). N. crassa (izolat) ile elde edilen karışımdan ise iki adet 

metabolit saf olarak elde edilmiştir (bkz. Şekil 4.2). 
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        Şekil 4.1. Abiyetik asidin M. ramannianus ile biyotransformasyon tepkimesi 

 

 

 

Şekil 4.2. Abiyetik asidin N. crassa ile biyotransformasyon tepkimesi 

 

Kolon kromatografisinden (MPLC) %35 etil asetat-hegzan çözücü sistemi 

kullanılarak %12.7 verimle saflaştırılan ve 2α-hidroksi dehidroabiyetik asit (2) olarak 

tanımlanan metabolite ait IR spektroskopisi değerleri sonucu molekülün yapısında 

hidroksil grubu olduğu 3387 cm−1’de gelen yayvan pik ile doğrulanmaktadır (bkz. Çizelge 

4.1).  

 

1H ve 13C-NMR spektrumları, başlangıç molekülü olan abiyetik asidin spektrumları 

ile karşılaştırıldığında, metabolite ait proton spektrumunda 4.02-4.10 ppm aralığında yeni 

bir proton pikinin 1 H ölçüsünde multiplet olarak geldiği, karbon spektrumunda ise 65.5 

ppm’de yeni bir hidroksil grubu taşıyan tersiyer karbon atomuna ait bir pikin varlığı 

gözlendi (bkz. Çizelge 4.2-4.3). HRMS (MS: m/z 316 [M]+) (bkz. Şekil 4.3) ve optik 

çevirme açısı (  20

D

= +106.7) gibi diğer spektroskopik analizler, ortaya konan yapıyı 

doğrulamıştır. 
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N. crassa (izolat) ile elde edilen karışımın kolon kromatografisinden (MPLC) elde 

edilen metabolitler sırasıyla %30 ve %35 etil asetat-hegzan çözücü sistemi kullanılarak 

%15.5 ve 20.1 verimle saflaştırılmış ve yapıları spektroskopik yöntemler kullanılarak 7β-

hidroksi dehidroabiyetik asit (3) ve 1β-hidroksi dehidroabiyetik asit (4)  olarak 

tanımlanmıştır. IR değerlerleri sonucu moleküllerin yapısında hidroksil grubu olduğu 

sırasıyla 3410 cm−1 ve 3377 cm−1’de gelen yayvan pikler ile doğrulanmaktadır (bkz. 

Çizelge 4.1). 

 

1H ve 13C-NMR spektrumları, başlangıç molekülü olan abiyetik asidin spektrumları 

ile karşılaştırıldığında, metabolitlere ait proton spektrumlarında sırasıyla 4.87-4.91 ppm ve 

3.96-4.00 ppm aralıklarında yeni birer proton piklerinin 1 H ölçüsünde multiplet olarak 

geldiği, karbon spektrumunda ise sırasıyla 70.7 ppm ve 77.5 ppm’de yeni birer hidroksil 

grubu taşıyan tersiyer karbon atomuna ait piklerin varlığı gözlendi (bkz. Çizelge 4.2-4.3). 

HRMS sonuçları ise sırasıyla m/z 316.2094 [M]+ (hesaplanan C20H28O3; 316.2038) (bkz. 

Şekil 4.4) ve m/z 317.2120 [M+H]+ (hesaplanan C20H29O3, 317.2117) olarak ölçülmüştür 

(bkz. Şekil 4.5). Optik çevirme açıları sırasıyla   20

D

= -28.0 ve   20

D

= +60.0 olarak 

ölçülmüştür.  

 

Tüm spektroskopik veriler metabolitlerin yapısına yeni bir hidroksil grubunun ilave 

edildiğini göstermiştir (bkz. Şekil 4.6-4.15 ve Çizelge 4.2-4.3).  

 

 

 

Şekil 4.3. 2 Nolu metabolite ait HRMS spektrumu 
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Şekil 4.4. 3 Nolu metabolite ait HRMS spektrumu 

 

 

Şekil 4.5. 4 Nolu metabolite ait HRMS spektrumu 

 

 

 

  Şekil 4.6. Abiyetik asit (1) ve 2 nolu metabolite ait 1H-NMR spektrumları 
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  Şekil 4.7. Abiyetik asit (1) ve 2 nolu metabolite ait 13C-NMR spektrumları 

 

 

 

   Şekil 4.8. Abiyetik asit (1) ve 2 nolu metabolite ait HMBC spektrumları 
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  Şekil 4.9. 2 Nolu metabolitine ait COSY spektrumu 

 

 

 

Şekil 4.10. Abiyetik asit ve 3 nolu metabolite ait 1H-NMR spektrumları 
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Şekil 4.11. Abiyetik asit ve 3 nolu metabolite ait 13C-NMR spektrumları 

 

 

 

     

Şekil 4.12. Abiyetik asit (1) ve 3 nolu metabolite ait HMBC spektrumları 
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Şekil 4.13. Abiyetik asit ve 4 nolu metabolite ait 1H-NMR spektrumları 

 

 

 

 

Şekil 4.14. Abiyetik asit ve 4 nolu metabolite ait 13C-NMR spektrumları 
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Şekil 4.15. Abiyetik asit (1) ve 4 nolu metabolite ait HMBC spektrumları 

 

      Çizelge 4.1. Abiyetik asit metabolitlerinin (2-4) IR verileri 

 

2 (KBr) vmax cm−1: 3387, 2859, 1676, 1574, 1496, 1387, 1229, 1034, 

957, 818, 729, 625 

3 (KBr) vmax cm−1: 3410, 2932, 1701, 1557, 1460, 1389, 1267, 974, 

824, 702, 658 

4 (KBr) vmax cm−1: 3377, 2954, 1692, 1558, 1487, 1379, 1225, 953, 

831, 705, 600 

 

     Çizelge 4.2. Abiyetik asit (1) ve metabolitlerinin (2-4) 1H-NMR spektroskopisine ait 

veriler 

 

1 0.82 (3H, s, CH3), 0.98-0.99 (3H, d, J = 4 Hz, CH3), 1.00-1.01 (3H, d, 

J = 3.6Hz, CH3), 1.25 (3H, s, CH3), 2.17-2.23 (1H, m, CH), 5.36-5.36 

(1H, br s, CH) 

2 1.23 (3H, s, CH3), 1.29 (3H, s, CH3), 1.16 (6H, d, J = 7.6 Hz, 

C(CH3)2), 4.02-4.10 (1H, m, CH), 6.90 (1H, br s, CH), 6.99-7.02 (1H, 

dd, J = 1.6, 8.4 Hz, CH), 7.20-7.22 (1H, d, J = 8.4 Hz, CH) 

3 1.27 (3H, s, CH3), 1.28 (3H, s, CH3), 1.22-1.23 (6H, d, J = 7.2 Hz, 

C(CH3)2), 4.87-4.91 (1H, m, CH), 7.08-7.10 (1H, dd, J = 1.6, 8.4 Hz, 

CH), 7.14-7.16 (1H, d, J = 8 Hz, CH), 7.37 (1H, br s, CH) 

4 1.26 (3H, s, CH3), 1.27 (3H, s, CH3), 1.20-1.22 (6H, d, J = 7.2 Hz, 

C(CH3)2), 3.96-4.00 (1H, m, CH), 6.86 (1H, br s, CH), 6.96-6.99 (1H, 

dd, J = 1.6, 8.4 Hz, CH), 8.06-8.08 (1H, d, J = 8.4 Hz, CH) 
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   Çizelge 4.3. Abiyetik asit (1) ve metabolitlerinin (2-4) 13C-NMR spektroskopisine ait 

veriler 

 

Literatür taramaları sonucunda 2 nolu metabolitin dehidroabiyetik asidin Mucor 

circinelloides IT25 ve Mortierella isabellina HR32 (Mitsukura vd., 2005), 3 nolu 

metabolitin Aspergillus niger (Gouiric vd., 2004) ve 4 nolu metabolitin ise Fusarium 

oxysporum, F. moniliforme (Tapia vd., 1997) ve Phlebiopsis gigantea (Beek vd., 2007) ile 

biyotransformasyon tepkimeleri sonucu elde edildiğini göstermiştir. Ayrıca 3 nolu 

metabolitin Callicarpa pedunculata (Yi ve Yan, 2011), Pinus banksiana (Georges vd., 

2012) ve Cedrus deodara LOUD (Ohmoto vd., 1987) gibi pek çok bitkiden izole edildiği 

belirtilmiştir.  

 

Elde edilen metabolitler literatürde mevcut olmasına rağmen, çalışmalarımızın 

literatür çalışmalarından önemli bir farkındalığı vardır. Bu farkındalık; 2, 3 ve 4 nolu 

metabolitlerin abiyetik asitten biyotransformasyon tepkimeleri ile elde edilmesine yönelik 

ilk çalışma olmasından kaynaklanmaktadır. Özetle, yürütülen çalışma literatürde ilk olma 

özelliği taşımaktadır. 

 1 2 4 3 

No (ppm) (ppm)  (ppm) (ppm) 

C1 38.3 48.4 77.5 37.9 

C2 18.0 65.5 29.7 18.4 

C3 37.2 46.5 34.9 37.5 

C4 46.3 48.6 47.2 47.1 

C5 44.9 45.7 44.6 43.3 

C6 25.6 21.7 21.4 32.7 

C7 120.5 30.7 29.2 70.7 

C8 135.5 134.9 135.0 137.4 

C9 50.9 147.5 146.3 146.6 

C10 34.4 39.2 43.1 36.3 

C11 22.5 124.9 126.9 125.2 

C12 27.4 124.7 124.1 125.8 

C13 165.2 146.5 146.1 146.5 

C14 122.4 127.7 129.5 124.2 

C15 34.9 34.3 33.5 33.7 

C16 21.4 24.3 24.1 24.0 

C17 20.9 24.4 24.1 23.9 

C18 16.7 26.3 16.1 25.4 

C19 185.2 179.1 184.6 183.7 

C20 14.0 17.9 18.3 16.2 
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4.1.2. Antimikrobiyal aktivite çalışmaları 

 

Antimikrobiyal aktivite çalışmaları için önemli bitki ve insan patojeni olan, 

biyofilm üreten ve son çalışmalarda da pek çok araştırıcı tarafından araştırma konusu olan 

mikroorganizmalar seçilmişlerdir. 

 

Antimikrobiyal testler için sıvı mikrodilüsyon referans testi ile CLSI (funguslar 

için; M38-A2 bakteriler için; M100-S16 ve mayalar için; M27-A2) agar difüzyon testi 

kullanılmıştır (M27-A2, 2002; M100-S16, 2006; M38-A2, 2008). Sıvı mikrodilüsyon 

çalışmalarında 10 fungus (Aspergillus parasiticus NRRL 2999, Aspergilllus niger ATCC 

10549, Aspergillus flavus, Fusarium solani ATCC 1284, Fusarium moniliforme NRRL 

2374, Fusarium culmorum, Fusarium heterosporium, Alternaria alternata, Botrytis 

cinerea AHU 9424 ve Aspergillus nidulans), 3 maya (Candida albicans ATCC 90028, 

Candida glabrata ATCC 2001 ve Candida krusei ATCC 6258) ve 6 bakteri 

(Staphylococcus aureus ATCC 6538, Proteus vulgaris NRRL B-123, Salmonella 

typhimurium ATCC 13311, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Bacillus subtilis 

NRRL B-4378 ve Escherichia coli ATCC 8739) izolatları çalışılmıştır. 

 

Agar difüzyon deney sonuçları 11 fungal izolat ile test edilmiştir. Her bileşen için 

stok solüsyon için çözücü olarak DMSO (%50) kullanılmış ve spor solüsyonlar (108 spor 

mL-1) 0.02% Tween-80 içerisinde Thoma lamında sayımı gerçekleştirilmiş, DMSO negatif 

kontrol olarak kullanılmıştır. Spor solüsyonlardan 1 mL alınarak drigalsi spatula ile PDA 

(25 mL) içeren petrilere aktarılmış, mediuma steril delici ile 6 mm çapında delikler 

delinmiş ve ölçümler çap üzerinden tam zon oluşumu hesaplanarak yapılmıştır. Her 

komponentten 40 µL açılan kuyucuklara eklenmiş ve agar difüzyon metodu sonuçları 

27°C’de sırasıyla 24 saat, 48 saat ve 72 saat inkübasyon sürecinden sonra okunmuştur. 

Metabolitlerin (2-4) ve abiyetik asitin (1) inhibisyon zonları amfoterisin B (9-36 mm) 

standart antifungal ajan ile kıyaslanmıştır. “-” işareti etki hiç yok anlamına gelmektedir 

(bkz. Çizelge 4.4). 

 

Sonuç olarak, A. alternata, A. flavus, F. heterosporium, F. moniliforme ve F. solani 

izolatlarına karşı (kontrol ilacı dışında) abiyetik asit türevleri abiyetik asitten daha fazla 

inhibisyon aktivitesi gösterdiği gözlemlenmiştir (>15 mm). Tüm sıvı mikrodilüsyon 
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testlerinde son derişim aralığı 15.62-4000 μg/mL’dir. MİK sonuçları fungal izolatlarda 72 

saat ve 27°C, bakteriyal izolatlar için 24 saat ve 37°C inkübasyon sürecinden sonra 

okunmuştur. Resazurin çözeltisi ilave edilerek MİK sonuçları doğrulanmıştır. MİK 

sonuçları okunurken %100 büyüme inhibisyonu dikkate alınmıştır. Antifungal testler için 

amfoterisin B ve ketokonazol antifungal ajanları, antibakteriyal testler için ampfisilin ve 

kloramfenikol antibakteriyal ajanlar (son derişimler 0.04-40 μg/mL) ile kıyaslanarak 

yorumlanmıştır. Tüm deneyler çift tekrarlı yapılmıştır. Bkz. Çizelge 4.5, abiyetik asit (1) 

ve türevlerinin (2-4) izolatlara karşı sıvı mikrodilüsyon sonuçlarını göstermektedir. Sonuç 

olarak, test edilen tüm derişimlerde hem abiyetik asit hem de türevleri önemli bir 

antimikrobiyal aktivite göstermemiştir (>250 μg/mL). Bu metabolitler arasında 2 nolu 

bileşik, S. epidermidis ATCC 12228’e karşı abiyetik asitten daha etkili antifungal aktivite 

göstermiştir. Sıvı mikrodilüsyon testi ile elde edilen MİK değerleri genel olarak kullanılan 

metabolite ve kullanılan bakteriyal suşa bağlı olarak benzerlikler göstermiştir. Ancak 

metabolitler kullanılan test aralığında Candida suşlarına karşı belirgin bir antimikrobiyal 

aktivite göstermemişlerdir. Fungal izolatlar için abiyetik asit ve türevlerinin MİK değerleri 

çoğunlukla 125-4000 µg/mL arasındadır. Tüm fungal izolatlar içinde 3 nolu bileşik (500 

µg/mL), A. flavus’a karşı abiyetik asitten (1000 µg/mL) daha etkili bulunmuştur. 2 ve 4 

nolu bileşikler fungal izolatlara karşı önemli bir inhibitör etki göstermemiştir. 

 

Sonuç olarak referans sıvı mikrodilüsyon testi verilerine göre abiyetik asidin etkisi 

metabolitlerine göre daha etkili olarak bulunmuştur. 



49 

 

     

    

    Çizelge 4.4. Abiyetik asit (1) ve metabolitlerinin (2-4) inhibisyon zonları 

 

 

 

 

 

 

 

Başlangıç derişimi: 8 mg/mL 8 mg/mL 8 mg/mL 8 mg/mL     

 1 2 3  4 DMSO Amfoterisin B 

     64µg/mL              32µg/mL            16µg/mL 

Saat: 24 48 72 24 48 72 24 48 72 24 48 72 24 48 72 24 48 72 24 48 72 24 48 72 

Fungal kültürler                         

A. alternata - - - - - - - 14 16 - - - - - - 23 24 26 20 21 24 15 17 21 

A. niger - - - - - - - - - - - - - - - 20 21 23 17 18 20 16 18 19 

A. parasiticus - - - - - 13 - - 12 - - 12 - - - 13 14 18 11 13 17 11 13 14 

A. flavus - - 11 - 10 11 12 13 15 - 11 12 - - - 29 30 32 23 24 26 17 19 20 

A. nidulans - - - - - - - - - - - - - - - 31 35 36 30 33 34 24 25 27 

B. cinerea - - - - - 11 - - 11 - - 13 - - - 22 23 25 21 22 24 20 21 21 

F. culmorum - - - - - - - - 11 - - - - - - 18 19 19 12 13 15 9 10 13 

F. heterosporium - - - - - 12 - - - - 13 16 - - - 18 19 20 15 16 18 16 17 17 

F. moniliforme - - - - - - - - - 10 14 15 - - - 32 33 33 29 31 32 20 22 24 

F. solani - - 10 - - - - 17 19 - - - - - - 28 29 30 24 26 26 25 26 27 
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  Çizelge 4.5. Abiyetik asit (1) ve metabolitlerinin (2-4) antimikrobiyal aktivite MİK değerleri (µg/mL) 

 
 

Bakteriyal 

kültürler 

1 2 3 4 Amfisilin Kloromfenikol 

S. aureus 500 2000 2000 2000 0.08 10 

P. vulgaris  500 1000 1000 1000 0.08 10 

S. typhimurium 500 1000 1000 2000 0.16 10 

S. epidermidis 1000 500 1000 1000 1.25 10 

B. subtilis 250 1000 1000 1000 0.08 5 

E. coli  2000 2000 2000 2000 5 5 

Maya izolatları Amfoterisin B Ketokonazol 

C. albicans 1000 1000 1000 1000 0.31 0.04 

C. glabrata  250 1000 1000 1000 0.16 0.04 

C. krusei 500 1000 1000 1000 0.31 0.16 

Fungal kültürler Amfoterisin B DMSO 

A. parasiticus   500 2000 1000 2000 0,250        1. kuyucuk 

A. niger 500 2000 500 2000 ≤0,062        1. kuyucuk 

A. flavus  1000 2000 500 2000 1 2. kuyucuk 

F. solani 1000 4000 1000 2000 0,125 1. kuyucuk 

F. moniliforme  1000 4000 1000 2000 0,125 1. kuyucuk 

F. culmorum  1000 4000 1000 2000 ≤0,062 1. kuyucuk 

F. heterosporium  1000 2000 1000 2000 4 1. kuyucuk 

A. alternata 500 2000 1000 2000 ≤0,062 2. kuyucuk 

B. cinerea 125 500 500 1000 ≤0,062 2. kuyucuk 

A. nidulans  1000 2000 1000 2000 ≤0,062 1. kuyucuk 
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4.1.3. Sitotoksisite çalışmaları 

 

Sitotoksisite testleri, ilaç adaylarının hücrelerin temel fonksiyonlarına etkilerini 

belirleyerek hücresel hasarın değerlendirilmesi temeline dayanmaktadır. Bu testler hücre 

sayısına, morfolojisine ve metabolik aktivitesine dayanarak ilaç adaylarının toksisitesi ve 

güvenilirliği hakkında ön bilgi sağlamaktadır (Pohjala vd., 2007). Sitotoksik etkilerin 

belirlenmesi ve mekanizmasının aydınlatılmasında mitokondriyal aktivite tayini 

(MTT/XTT) sık kullanılan bir yöntemdir (Langdon vd., 2010). 

 

Amerikan Kanser Birliği’nin hazırladığı rapora göre, gelişmekte olan ülkelerde en 

sık teşhis edilen kanserler erkeklerde akciğer, hepatoselüler ve mide iken kadınlarda 

meme, serviks ve akciğer kanseri olarak sıralanmaktadır.  Erkeklerde akciğer kanseri; 

kanser ilişkili ölümlerin en başında yer alırken ikinci sırayı ise hepatoselüler karsinoma 

almaktadır. Kadınlarda ise akciğer kanserinin ikinci, hepatoselüler karsinomanın ise 

beşinci sırada olduğu tespit edilmiştir (American Cancer Society, 2015). Ayrıca son 

yıllarda hepatoselüler karsinomanın görülme sıklığının arttığı saptanmıştır (Attwa ve El-

Etreby, 2015). Bu noktada ortak paydada tüm dünyada her iki cinsiyet açısından da akciğer 

kanseri ve hepatoselüler karsinoma oldukça önem taşımaktadır. Bu sebeple de 

çalışmamızda sonuç bileşiklerinin A549 insan akciğer adenokarsinoma ve HepG2 insan 

hepatosellüler karsinoma hücre dizileri üzerindeki antikanser etkileri XTT yöntemi 

kullanılarak değerlendirilmiş ve İK50 değerleri belirlenmiştir (bkz. Çizelge 4.6).  

 

1 no’lu bileşik, abiyetik asit ve metabolitleri antikanser aktiviteleri açısından 

kıyaslandığında, 2 no’lu metabolit A549 hücre hattına karşı 320.8 µg/mL; 3 no’lu 

metabolitin ise A549 akciğer karsinoma hücre hattına karşı 268.9 µg/mL, HepG2 

hepatoselüler karsinoma hücre hattına karşı ise 196.6 µg/mL İK50 değerine sahip olduğu 

bulunmuştur. 4 no’lu metabolitin ise test edilen derişimlerde her iki kanserli hücre hattına 

karşı sitotoksik etkisi tespit edilmemiştir. 1 no’lu bileşik abiyetik asitin ise A549 akciğer 

karsinoma hücre hattına karşı İK50 değeri 120 µg/mL; HepG2 hepatoselüler karsinoma 

hücre hattına karşı ise İK50 değeri 180 µg/mL olarak tespit edilmiştir. 

 

İlaç adaylarının geliştirilme sürecinde SI, karşılaştırılmalarına olanak sağlayan bir 

gösterge olarak önem kazanmıştır. İlaç adaylarına ait selektivite indeksinin 100’den çok 
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büyük değerlere ulaşması ve pozitif kontrol olan ilaçtan daha büyük bir selektivite 

indeksine sahip olması bileşiklerin ilaç adayı olarak daha ileri aşamalara 

taşınabileceklerinin de en önemli belirleyicisidir. Antikanser ve antifungal etkileri 

araştırılan bileşiklerin ise sağlıklı hücrelere zarar vermeksizin, kanserli hücrelere veya 

etkin oldukları patojene selektivite göstermesi gerekmektedir (Popiolkiewicz vd., 2005; 

López-Lázaro, 2015). Bu sebeple bu çalışmada bileşiklerin NIH/3T3 fare embriyonik 

fibroblast (sağlıklı) hücre dizisi üzerinde sitotoksisiteleri incelenerek SI değerleri 

hesaplanmıştır. Antikanser etkili türevlerin SI değerlerinin yüksek olması, antikanser 

etkilerinin seçici olduğunu göstermektedir (bkz. Çizelge 4.3). Bu açıdan 1 no’lu bileşik ve 

2, 3 ve 4 no’lu metabolitleri değerlendirildiğinde, abiyetik asit metabolitlerine göre sağlıklı 

hücre dizisine en fazla sitotoksik etki gösteren bileşik olarak bulunmuştur (İK50=115.7 

µg/mL). 2 ve 4 no’lu metabolitler test edildikleri derişimlerde sağlıklı hücre hattına karşı 

sitotoksisite göstermezken 3 no’lu metabolitin hafif derecede sitotoksisiteye sahip olduğu 

gösterilmiştir (İK50= 368 µg/mL). 1 no’lu bileşiğin İK50 değerleri metabolitlerine kıyasla 

daha düşük dozda gibi görünse de sağlıklı hücrelere karşı sitotoksisitesi selektivite indeksi 

hesaplanmasının ışığında etkinliğini sınırlandırmaktadır. 

 

Önceki çalışmalar, özellikle selektivite indeksi 100’den çokça yüksek olan 

bileşiklerin ilerleyen aşamadaki araştırmalara geçmelerini önermektedir (Popiolkiewicz 

vd., 2005). Bu noktadan hareketle 156 SI değerine sahip olan 2 no’lu metabolit insan 

akciğer kanserine karşı selektif olarak etki gösteren bir madde olarak kabul edilebilir. Ek 

olarak, 3 no’lu metabolit de insan heaptoselüler karsinomasına karşı en etkili ve en selektif 

bileşik olma potansiyelini 187 olan SI değeri ile göstermektedir. Bu noktada hem 2 no’lu 

metabolit hem de 3 no’lu metabolit 1 no’lu bileşik olan abiyetik asite göre daha etkili ve 

aynı zamanda seçici antikanser aktivite göstermiştir. 
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    Çizelge 4.6. 1-4 Bileşiklerine ait İK50 ve SI değerleri 

 

 

Bileşikler 

İK50 değerleri (µg/mL) SI değerleri 

NIH/3T3 A549 HepG2 A549 HepG2 

1 115.7±7.3 120±5.9 180±7.1 96.3 64.2 

2 >500 320.8± 15.7 >500 156 100 

3 368±11.3 268.9±12.4 196.6±9.1 137 187 

4 >500 >500 >500 100 100 

Sisplatin 500±5.6 21.5±0.6 38.4±1.1 2326 1302 

     Değerler ortalama±standart sapma olarak verilmiştir. 

 

Sonuç olarak, antikanser aktivite açısından ise özellikle 2 ve 3 no’lu bileşiklerin 

ilaç geliştirilme süreci açısından bir üst basamağa taşınarak in vitro çalışmalarla 

etkinliklerinin ve toksisitelerinin aydınlatılmasının mümkün olabileceği söylenebilir. 

 

4.2. Betulin Çalışmaları 

 

Betulin, triterpen yapısına sahip (Şekil 4.23) bir bileşiktir. Literatürde betulin 

molekülü ile gerçekleştirilen biyolojik aktivite çalışmalarından olumlu sonuçlar alınmış ve 

türevlerinin organik sentezi veya biyolojik türevlendirilmesi üzerinde çalışmalara 

yoğunlaşılmıştır (bkz. Çizelge 2.2).  

 

 

 

                                Şekil 4.16. Betulin molekülünün yapısı
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4.2.1. Biyotransformasyon tepkimeleri 

 

Betulin molekülünün 28 mikroorganizma ile ön biyotransformasyon tepkimeleri 

gerçekleştirilmiştir (bkz. Ek Açıklamalar-B). Ön biyotransformasyon tepkimeleri 

sonucunda elde edilen betulin substratına ait İTK’ların incelenmesi sonucunda, metabolit 

elde edilebileceği düşünülen aşağıda biyotransformasyon tepkimeleri preparatif ölçekte 

tekrarlanmıştır. 

 

Yürütülen çalışmalar sonucunda elde edilen İTK’lara göre, büyük ölçekli çalışmalar 

yapılan organizmalar; Corynespora cassiicola DSM 62475 ve Fusarium heterosporium 

mikroorganizmalarıdır. Betulin molekülünün 2 farklı mikroorganizma ile preparatif ölçekte 

gerçekleştirilen biyotransformasyon tepkimeleri sonucu elde edilen ekstraktlarda çok 

sayıda bileşik içeren karışımlar elde edilmiştir. Fakat kolon kromatografisi ve MPLC (orta 

basınçlı sıvı kromatografisi) teknikleri ile gerçekleştirilen saflaştırma çalışmaları 

sonucunda herhangi bir saf metabolit elde edilememiştir. 

 

Betulin molekülü ile gerçekleştirilen literatür çalışmaları Çizelge 2.2’de özetlendi. 

İlgili tablo incelendiğinde betulin molekülünün mantar, izole enzim ve bakteriler 

kullanılarak gerçekleştirilen biyotransformasyon tepkimeleri sonucunda genellikle betulon 

ve betulinik asit türevlerine dönüştürüldüğü görülmektedir. Çalışmamızda literatürde yer 

almayan yeni mantarlarla (28 adet) betulin molekülünün biyoteknolojik olarak 

türevlendirilmesine çalışılmış fakat metabolit elde edilmesi sağlanamamıştır. 

 

4.2.2. Antimikrobiyal aktivite çalışmaları 

 

Betulin ile gerçekleştirilen antimikrobiyal duyarlılık deneylerinde, maddeler için 

çalışma aralığı: 4000–15.6 µg/mL ve standartlar için ise çalışma aralığı: 40–0,04 µg/mL 

şeklinde hazırlanmıştır. Maddeler %50 DMSO çözeltisi içinde çözülüp, plate üzerinde 10. 

kuyucuğa kadar seri dilüsyon yapılmıştır. 
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                   Çizelge 4.7. Betulin molekülüne ait antimikrobiyal aktivite MİK değerleri 

(µg/mL) 

 

Agar difüzyon deney sonuçları abiyetik asit ve metabolitleri deneylerinde olduğu 

gibi (bkz. Sayfa 47-50) aynı şekilde 11 fungal izolat ile test edilmiştir ve sonuçlar 27°C’de 

sırasıyla 24 saat, 48 saat ve 72 saat inkübasyon sürecinden sonra okunmuştur. İnhibisyon 

zonları amfoterisin B (9-36 mm) standart antifungal ajan ile kıyaslanmıştır. Test edilen tüm 

derişimlerde betulin önemli bir antimikrobiyal aktivite göstermemiştir (≥1000 μg/mL). 

 

4.2.3. Sitotoksisite çalışmaları 

 

Betulinin sitotoksisite çalışma sonuçları değerlendirildiğinde sağlıklı hücre dizisine 

karşı (NIH/3T3) İK50 değeri 62.5 µg/mL ile sitotoksisite gösterdiği saptanmıştır. Bu 

noktada, A549 ve HepG2 hücre dizilerine karşı; sırasıyla 207.7 µg/mL ve 125 µg/mL İK50 

değerleri ile Sİ değerleri sırasıyla 30 ve 50 olarak hesaplanmıştır. Sonuç olarak, betulinin 

aktivitesinin seçici olmadığı ve sağlıklı hücrelere karşı toksik etkisinin etkinliğini 

sınırlandırdığını söylemek mümkündür. Betulin molekülü ile ilgili elde edilen bu değerler 

literatürde aynı hücrelerle betulin ve betulin içeren ekstraktlar kullanılarak gerçekleştirilen 

çalışmalarla karşılaştırıldığında (İK50 = 5-15 µg/mL) farklılık göstermektedir (Li vd., 2014; 

 
Bakteriyal kültürler Betulin Amfisilin Kloromfenikol  

S. aureus 2000 0.08 10 

P. vulgaris  4000 0.08 10 

S. typhimurium 4000 0.16 10 

S. epidermidis 2000 1.25 10 

B. subtilis 4000 0.08 5 

E. coli  2000 5 5 

Maya izolatları Amfoterisin B Ketokonazol 

C. albicans 1000 0.31 0.04 

C. glabrata  1000 0.16 0.04 

C. krusei 1000 0.31 0.16 

Fungal kültürler Amfoterisin B DMSO 

A. parasiticus   2000 0,250          1. kuyucuk 

A. niger 2000 ≤0,062          1. kuyucuk 

A. flavus  2000 1 2. kuyucuk 

F. solani 2000 0,125 1. kuyucuk 

F. moniliforme  2000 0,125 1. kuyucuk 

F. culmorum  2000 ≤0,062 1. kuyucuk 

F. heterosporium  4000 4 1. kuyucuk 

A. alternata 1000 ≤0,062 2. kuyucuk 

B. cinerea 1000 ≤0,062 2. kuyucuk 

A. nidulans  2000 ≤0,062 1. kuyucuk 
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Li vd., 2015). Bu farklılıklar bize hücre hatlarının pasaj sayılarındaki ve inkübasyon 

zamanındaki farklılıklardan kaynaklanıyor olabileceğini düşündürmektedir. Fakat her iki 

çalışmada da bu antiproliferatif etkilerinin doza bağımlı olduğunu ortaya koymuştur (Li 

vd., 2015). Betuline ait sitotoksisite sonuçları Çizelge 4.8’de verilmiştir. 

 

    Çizelge 4.8. Betulin bileşiğine ait İK50 ve SI değerleri 

 

 

Bileşikler 

İK50 değerleri (µg/mL) SI değerleri 

NIH/3T3 A549 HepG2 A549 HepG2 

Betulin 62.5± 9.6 207.7± 18.1 125± 15.1 30 50 

Sisplatin 500± 5.6 21.5± 0.6 38.4± 1.1 2326 1302 

     Değerler ortalama±standart sapma olarak verilmiştir. 

 

4.3. Hidroksi Diizoforon Çalışmaları 

 

Fitoaleksin molekülleri bir grup sekonder metabolit yapısına sahip bileşik olup 

çeşitli bitkiler tarafından büyümeleri, gelişmeleri ve patojenik funguslara karşı savunma 

ajanı olarak üretilirler (Kıran vd., 2005). Hidroksi diizoforon molekülü diizoforondan tek 

adımlık organik tepkime ile elde edildi. Bu amaçla, diizoforon molekülü (3 mL) MeOH 

(50 mL) ve tetrahidrofuran (THF) (150 mL) içerisinde çözüldü. Sodyum borhidrür 

(NaBH4) (3,5 g) 0°C’de -buz banyosu- çözelti ortamına yavaş yavaş ilave edildi. 

Reaksiyon 3-4 saat boyunca oda sıcaklığında sürdürüldü. Daha sonra reaksiyon karışımına 

%10’luk HCl ilave edildi. Reaksiyon karışımı etil asetat ile ekstrakte edildikten sonra, su 

ve sodyum hidrojen karbonat çözeltileri ile 3’er kere yıkandı. Ekstraksiyon sonrası elde 

edilen karışım evaporatörde uçuruldu ve hidroksi diizoforon molekülü (Şekil 4.17) 

enantiyomerik karışım olarak elde edildi (Kıran vd., 2004; Kıran vd., 2005). 

 

 

       

      Şekil 4.17. Diizoforon molekülünden hidroksi diizoforon sentezi 
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4.3.1. Biyotransformasyon tepkimeleri 

 

Hidroksi diizoforon molekülünün 27 mikroorganizma ile ön biyotransformasyon 

tepkimeleri gerçekleştirilmiştir (bkz. Ek Açıklamalar-C). Ön biyotransformasyon 

tepkimeleri sonucunda elde edilen hidroksi diizoforon substratına ait İTK’ların incelenmesi 

sonucunda, metabolit elde edilebileceği düşünülen aşağıda biyotransformasyon tepkimeleri 

preparatif ölçekte tekrarlanmıştır. 

 

Yürütülen çalışmalar sonucunda elde edilen İTK’lara göre, büyük ölçekli çalışmalar 

yapılan organizmalar; Aspergillus niger NRRL 326, Penicillium claviforme MR 326, 

Fusarium culmorum (izolat), Corynespora cassiicola DSM 62475, Fusarium 

heterosporium (izolat), Alternaria alternata (izolat) ve Phanerachaete chrysosporium ME 

446 mikroorganizmalarıdır. Hidroksi diizoforon molekülünün 7 farklı mikroorganizma ile 

preparatif ölçekte gerçekleştirilen biyotransformasyon tepkimeleri sonucu elde edilen 

ekstraktlarda çok sayıda bileşik içeren karışımlar elde edilmiştir. Fakat kolon 

kromatografisi ve MPLC teknikleri ile gerçekleştirilen saflaştırma çalışmaları sonucunda 

herhangi bir saf metabolit elde edilememiştir. Ancak hidroksi diizoforon molekülü ve P. 

chrysosporium ME 446 mikroorganizması ile gerçekleştirilen biyotransformasyon 

tepkimesi sonucu elde edilen ve metabolit içerdiği düşünülen biyotransformasyon karışımı, 

polaritelerine göre 3’e (E1, E2 ve E3) ayrılmış ve kontamine gıda testi kullanılarak A. 

niger mikroorganizmasına karşı antifungal aktivite çalışmalarında kullanılmıştır. 

 

4.3.2. Antimikrobiyal aktivite çalışmaları 

 

Hidroksi diizoforon molekülü ve P. chrysosporium ME 446 mikroorganizması ile 

yapılan biyotransformasyon tepkimesi sonucu elde edilen metabolit ekstraktlarından (E1, 

E2 ve E3) 5 adet farklı derişim serileri (40, 80, 120, 160 ve 200 ppm) hazırlandı. Deney, A. 

niger NRRL 326’a karşı gerçekleştirildi. 3 adet parelel seri ve bir mikroorganizma kontrol 

grubu serisi ve bir adet de etil alkol kontrol grubu serisi oluşturuldu. Her deneme 3 kez 

tekrarlandı. Sonuçlar kaydedildi (bkz. Çizelge 4.9). 
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Çizelge 4.9. Kontamine gıda testi çalışması sonuç tablosu 
 

Günler: 1.Gün 2.Gün 3.Gün 4.Gün 5.Gün 6.Gün 7.Gün (cm) 

Bileşikler: E1    E2    E3 E1      E2     E3 E1     E2     E3 E1     E2     E3 E1      E2      E3 E1       E2       E3 E1       E2       E3 Çap 

40 ppm 

 

+ + + 1  0.9  0.8 1  1  1  1.3  1.1  1.2  1.5  1.1  1.2  1.6  1.4  1.3  1.6  1.4  1.3  r 

+ + + 1.9  1.8  1.8 2.1  2.1  2.2  2.6 2.2  2.4  2.7  2.4  2.6  2.9  2.6  2.8  2.9  2.6  2.8  R 

80 ppm 

 

+ - - 0.9  0.8  0.7 1.2 1  1  1.2  1.1  1.1  1.5  1.1  1.2 1.6  1.3  1.2  1.6  1.3  1.2  r 

+ - - 1.8  1.8  1.6 2.3 2.1  1.9  2.5  2.2  2.2  2.8  2.4  2.5  2.9  2.6  2.7  2.9  2.6 2.7  R 

120 ppm 

 

- - - 0.9  0.7  0.6 1 1 1 1.1  1  1  1.2  1.2  1  1.3  1.3  1.1 1.3  1.3  1.1 r 

- - - 1.8  1.8  1.7 2 2 2 2.1  2.2  2  2.3 2.3  2.2  2.4  2.4  2.4  2.4  2.4  2.4  R 

160 ppm 

 

- - - 0.6  0.6 0.6 0.6 0.9  0.9  0.6 1  1  0.6 1  1  0.6 1.1  1  0.6 1.1  1 r 

- - - 1.7  1.7 1.7 1.7 1.9  1.8  1.7 2  2  1.7 2.1  2.2  1.7 2.2  2.2 1.7 2.2  2.2 R 

200 ppm 

 

- - - 0.6  0.6 0.5 1 1  0.8  0.6 1  0.9  0.6 1.2  1  0.6 1.3  1.1  0.6 1.3  1.1 r 

- - - 1.7  1.8 1.6 2 2  1.7  2 2.1  2  2 2.3  2.1  2 2.4  2.1  2 2.4  2.1 R 

EtOH 

 

+ + + 0.9  0.7  0.9 1  1.2  1  1  1.2  1.1  1.1  1.3  1.2  1.4  1.4  1.5  1.4  1.4  1.5  r 

+ + + 1.8  1.6  1.8 2.1  2.6  2  2.2  2.5  2.3  2.4  2.7  2.5  2.7  2.8 2.9  2.7  2.8  2.9  R 

A. niger NRRL 

326 

1.1 1.1 1.1 1.4 1.5 1.4 1.7 1.8  2  TB TB TB TB TB TB TB TB TB TB TB TB r 

2.2 2.3 2.2 2.6 2.8 2.6 3.3  3.5  3.8  TB TB TB TB TB TB TB TB TB TB TB TB R 

+: hafif büyüme / - : büyüme yok, TB: tam büyüme, r: yarıçap / R: dış çap 
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Kontamine gıda testi sonuçlarına göre hidroksi diizoforon metabolitlerinden E1 

metabolit ekstraktı diğer metabolit ekstraktlarına oranla daha fazla inhibisyon aktivitesi 

gösterdiği gözlemlenmiştir. Aktivite sıralaması E1>E3>E2 şeklinde bulunmuştur. 

Mikroorganizma kontrol grubu dördüncü günden itibaren tam büyüme (TB) göstermiştir. 

Sonuç olarak Hidroksi diizoforon kolon kromatografisi metabolit ekstraktları A. niger 

NRRL 326’a karşı belirgin bir antimikrobiyal aktivite göstermemişlerdir. 

 

4.4. Oleik Asit Çalışmaları 

 

Oleik asit ile ilgili yapılan biyotransformasyon tepkimeleri ve biyolojik aktivite 

çalışmaları (bkz. Çizelge 2.3 ve Çizelge 2.6) özetlendi. Biyotransformasyon çalışmalarında 

genelde bakteriler ve az sayıda fungal kültürler kullanılmıştır. Oleik asitle ilgili biyolojik 

aktivite çalışmaları gerçekleştirilmiş fakat elde edilen metabolitlerle ilgili biyolojik aktivite 

çalışmaları literatürde rapor edilmemiştir. 

 

4.4.1. Biyotransformasyon tepkimeleri 

 

Oleik asit molekülünün 27 mikroorganizma ile ön biyotransformasyon tepkimeleri 

gerçekleştirilmiştir (bkz. Ek Açıklamalar-D). 

 

Yürütülen ön biyotransformasyon çalışmaları sonucunda elde edilen İTK’ların 

incelenmesi sonucunda metabolit ürettiği düşünülen; Aspergillus alliaceus NRRL 317, 

Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763, Alternaria alternata (izolat) ve Aspergillus terreus 

var.africanus (izolat) mikroorganizmaları ile büyük ölçekli biyotransformasyon 

tepkimeleri gerçekleştirilmiştir.  

 

Oleik asit molekülünün 4 farklı mikroorganizma ile preparatif ölçekte 

gerçekleştirilen biyotransformasyon tepkimeleri sonucu elde edilen ekstraktlarda çok 

sayıda bileşik içeren karışımlar elde edilmiştir. Fakat kolon kromatografisi ve MPLC (orta 

basınçlı sıvı kromatografisi) teknikleri ile gerçekleştirilen saflaştırma çalışmaları 

sonucunda herhangi bir saf metabolit elde edilememiştir. Ancak oleik asit molekülü ile A. 

alternata ve A. terreus var.africanus (izolat) mikroorganizmaları kullanılarak 

gerçekleştirilen biyotransformasyon tepkimesi sonucu elde edilen biyotransformasyon 
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karışımları kolon kromatografisi ile saflaştırılmaya çalışılmış fakat sporlar ikişerli 

gelmiştir. Bu şekilde elde edilen 6 farklı ekstrakt (E4-E9) polarite farklılıklarına göre 

ayrılmış antimikrobiyal ve antikanserojen etkileri çalışılmıştır. 

 

Oleik asit çalışmaları sonucunda yapı aydınlatmaya yönelik gerçekleştirilen mg 

ölçekte biyotransformasyon tepkimeleri sonucunda elde edilen metabolit ekstraktlarından 

saf metabolit izolasyonu gerçekleştirilememiştir. Elde edilen ekstraktların 1H-NMR 

spektrumları alınmıştır (bkz. Şekil 4.18-4.23). İlgili spektrumların incelenmesi sonucunda 

olası metabolitlerin çifte bağ taşımayan ve hidroksil grubu içeren türevlerden oluştuğu 

kanaatine varılmıştır.  

 

 

  Şekil 4.18. E4 Numunesinin 1H-NMR Spektrumu 
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   Şekil 4.19. E5 Numunesinin 1H-NMR Spektrumu 

 

 

 

 

   Şekil 4.20. E6 Numunesinin 1H-NMR Spektrumu 
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 Şekil 4.21. E7 Numunesinin 1H-NMR Spektrumu 

 

 

   Şekil 4.22. E8 Numunesinin 1H-NMR Spektrumu 
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   Şekil 4.23. E9 Numunesinin 1H-NMR Spektrumu 

 

4.4.2. Antimikrobiyal aktivite çalışmaları 

 

Agar difüzyon deney sonuçları aşağıdaki tablolarda özetlendi. Petrilere açılan 

kuyucuklar 9 mm’dir ve ölçümler çap üzerinden tam zon oluşumu hesaplanarak 

yapılmıştır. “-“ işareti etki hiç yok anlamına gelmekte ve üremenin tam gerçekleştiğini 

göstermektedir. P. valentinum (izolat) ve A. nidulans (izolat) için hayalet bölge ve tam zon 

olmak üzere 2 zon ölçümü yapılmıştır. Antifungal testler için ise broth mikrodilüsyon 

referans testi ile CLSI (funguslar için; (M38-A2, 2008) ve mayalar için; (M27-A2, 2002) 

disk difüzyon testi kullanılmıştır. Broth mikrodilüsyon çalışmalarında 3 fungus (A. niger 

ATCC 10549, F. heterosporium (izolat), P. valentinum (izolat)) ve 3 maya izolatları (S. 

cerevisiae ATCC 976, H. anomala ATCC 20170, S. pararoseus ATCC 11385) 

çalışılmıştır. Toplamda 27 izolat agar difüzyon metodu ile test edilmiştir. Broth 

mikrodilüsyon testlerinde son konsantrasyon aralığı 0.49-1000 μg/mL’dir. MİK sonuçları 

48 saat ve 27°C inkübasyon sürecinden sonra okunmuştur. MİK sonuçları okunurken 

%100 büyüme inhibisyonu dikkate alınmıştır. Antifungal testler amfoterisin B antifungal 

ajanı ile kıyaslanarak yorumlanmıştır (bkz. Çizelge 4.10). 
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            Şekil 4.24. Oleik asit ve metabolit ekstraktlarının C. cassiicola DSM 62475 ile 

antifungal aktivite resimleri; (a) E5, E8, E7 ekstraktları, (b) E6, E8, E4 ektraktları, (c) 

Amfoterisin B inhibisyon zonları 

 

  

 

           Şekil 4.25. Oleik asit ve metabolit ekstraktlarının A. alternata ile antifungal aktivite 

resimleri; (a) E5, E8, E7 ekstraktları, (b) Amfoterisin B inhibisyon zonları 

 

 

a b 

c 

a b 
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Duyarlılık testi için iki farklı yöntem kullanılmıştır. Bunlardan ilki broth 

mikrodilüsyon yöntemi (M100-S16, 2006) diğeri ise agar disk difüzyon yöntemidir. Broth 

mikrodilüsyon testleri için son konsantrasyon aralığı 0.98-2000 μg/mL’dir. MİK sonuçları 

24 saat ve 37°C inkübasyon sürecinden sonra okunmuştur. MİK sonuçları okunurken 

%100 büyüme inhibisyonu dikkate alınmıştır. Bütün metabolit ekstraktları içerisinde en 

etkili antifungal aktivite gösteren E7 (62.5-125 µg/mL) metabolit ekstraktıdır. E9, E4 ve 

E6 (250 µg/mL) metabolit ekstraktları tüm funguslara karşı oleik asitten (500 µg/mL) daha 

etkilidir (bkz. Şekil 4.26). Ayrıca E9, E4 ve E6 H. anomala ATCC 20170 ve S. pararoseus 

ATCC 11385’e karşı oleik asitten daha etkili sonuç göstermiştir. Agar difüzyon metodu 

sırasıyla 24 saat, 48 saat ve 72 saat sonra 27°C’de inkübe edilerek sonuçlar kaydedilmiştir 

(bkz. Çizelge 4.11). 

 

Sırasıyla; E9 metaboliti için Aspergillus alliaceus NRRL 317 (34 mm), C. 

cassiicola DSM 62475 (27 mm) ve P. valentinum (izolat) (16 mm); E6 metaboliti için, F. 

solani ATCC 1284 (32 mm); E7 metaboliti için, A. niger ATCC 10549 (22 mm), A. 

alliaceus NRRL 317 (25 mm), F. moniliforme NRRL 2374 (26 mm), A. alternata (izolat) 

(20 mm); E8 metaboliti için,  C. cassiicola DSM 62475 (25 mm) ve P. chrysosporium ME 

446 (40 mm) amfoterisin B’den daha etkili olduğu gözlemlenmiştir (bkz. Şekil 4.24-4.25). 

 

Ayrıca mayalar ile yapılan çalışmalar için fungal kültürlere benzer sonuçlar 

kaydedilmiştir; E6 metaboliti için, S. pararoseus ATCC 11385 (23 mm); E7 metaboliti 

için, S. cerevisiae ATCC 9763 (26 mm); E8 metaboliti için, H. anomala ATCC 20170 (24 

mm) değerleri ölçülmüştür (bkz. Çizelge 4.12). 

 

Antifungal testler ampisilin antibakteriyel ajanı ile kıyaslanarak yorumlanmıştır. 

Bütün metabolit ekstraktları içerisinde en etkili antibakteriyel aktivite gösteren E7 (125 

µg/mL) metabolitidir. E9 ve E4 ekstraktlarının ise test bakterilerine karşı substrat olan 

oleik asitten (250 µg/mL) daha etkili olduğu görülmüştür. Ayrıca E8 ekstraktı sadece B. 

subtilis’e karşı etkili olduğu kaydedilmiştir (bkz. Çizelge 4.14-4.16). 

 

Agar difüzyon metodu sonuçları tüm plateler 24 saat ve 37°C inkübasyon 

sürecinden sonra okunmuştur. Standart antibakteriyel ajan olarak ise vankomisin ile 

tetrasiklin standartları kullanılmıştır. E8 metabolit ekstraktı B. subtilis’e karşı 18 mm 
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çapında bir zon oluşumu göstermiştir ve oleik asitten daha etkili olduğu kaydedilmiştir 

(bkz. Çizelge 4.13). 

 

                  Çizelge 4.10. Amfoterisin B standardının fungal inhibisyon zonları  

(Antifungal aktivite zon çapı: mm; NG: Gelişim Yok) 

Standart madde 

konsantrasyonu 

Amf.B 

64µg/mL 

Amf.B 

32µg/mL 

Amf.B 

16µg/mL 

GÜN 2. 4. 6. 2. 4. 6. 2. 4. 6. 

A. parasiticus 24 25 25 22 22 22 18 19 20 

A. niger NRRL 22 26 29 22 23 25 20 23 24 

A. niger ATCC 22 22 23 20 20 22 18 19 19 

A. alliaceus 22 25 26 22 23 24 19 22 22 

P. claviforme 22 24 28 21 24 27 20 21 25 

P. adametzii 16 16 17 15 15 17 - - - 

P. chrysogenum 25 25 25 22 23 23 18 18 18 

F. solani 20 21 23 17 18 22 17 18 20 

F. moniliforme 20 25 28 15 23 24 12 20 20 

F. culmorum 17 20 22 12 15 16 11 11 11 

M. ramannianus 14 20 21 13 19 20 11 17 18 

N. crassa 30 32 32 26 29 30 20 24 25 

20 21 21 18 19 20 13 16 16 

C. cassiicola 23 25 25 20 22 24 18 20 21 

F.heterosporium 13 13 14 - - - - - - 

A. alternata 19 22 22 15 19 20 13 18 20 

B. cinerea NG 

T. versicolor NG 

P. chrysosporium 30 33 34 20 25 27 18 23 27 

15 15 16 13 15 15 - - - 

P. primulinum 20 20 20 11 11 11 - - - 

P. valentinum 30 33 33 30 32 33 30 30 32 

20 20 20 20 21 21 20 20 20 

A. terreus var.africanus 18 21 23 15 18 18 - - - 

P. cinnabarinus NG 

T. roseum NG 

A. nidulans 32 34 34 30 32 32 28 28 28 

17 20 20 16 18 18 13 15 16 
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        Çizelge 4.11. Oleik asit ve metabolit ekstraktlarının fungal inhibisyon zonları 

 

 

 

(Antifungal aktivite zon çapı: mm; NG: Gelişim Yok) 
 (1.) 4mg/mL (2.) 4mg/mL (3.) 2mg/mL (4.) 4mg/mL (5.) 2mg/mL (6.) 4mg/mL (7.) 4mg/mL  (8.) 

Metabolit ekst. E4 E5 E6 E7 E8 E9 Oleik asit DMSO 

GÜN 2. 4. 6. 2. 4. 6. 2. 4. 6. 2. 4. 6. 2. 4. 6. 2. 4. 6. 2. 4. 6. 2. 4. 6. 

A. parasiticus 11 11 11 15 18 24 10 11 12 11 11 11 11 11 13 - - - - - - - - - 

A. niger NRRL 11 12 14 - 11 11 - 11 11 - 13 14 - 11 11 - 11 12 - 10 14 - - - 

A. niger ATCC - - - 13 13 30 - - - 17 20 22 11 12 12 - - - - - - - - - 

A. alliaceus - - - - - - - - - 23 25 25 - - - 30 32 34 - - - - - - 

P. claviforme 23 25 28 12 12 12 12 12 13 11 12 13 - - - - - - 14 15 16 - - - 

P. adametzii 12 12 13 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

P. chrysogenum 11 11 11 - - - 12 16 18 11 13 16 13 13 13 11 11 11 - - - - - - 

F. solani 13 15 17 14 22 23 15 15 32 - - - 12 12 12 13 14 15 - - - - - - 

F. moniliforme - - - - - - 11 18 23 24 26 26 - - - - 11 12 - - - - - - 

F. culmorum - - - - - - - 12 13 - - - 10 11 14 - - - - - - - - - 

M. ramannianus - - 11 - - - - 11 11 14 17 18 - - - 11 13 14 - 21 23 - - - 

N. crassa 13 15 20 16 18 20 16 18 18 11 13 14 10 13 15 15 17 20 - - - - - - 

C. cassiicola - - - - - - - - - 12 18 20 11 25 25 20 25 27 - - - - - - 

F.heterosporium 13 15 16 - - - 12 14 18 15 16 17 - - - 13 14 16 11 11 11 11 11 11 

A. alternata 12 14 17 10 11 12 11 12 12 14 19 20 12 17 18 10 11 11 - - - - - - 

B. cinerea NG 

T. versicolor NG 

P. chrysosporium - 43 45 - 20 20 - - - - 30 30 - 38 40 - - 20 - - - - - - 

P. primulinum - - - 16 17 18 12 16 17 12 17 20 16 17 18 18 18 20 10 11 11 - - - 

P. valentinum - - - - 11 11 - - - - 11 13 - 13 13 14 16 16 - - - - - - 

A. terreus var.africanus 10 10 15 - - - - - - - - - 13 15 18 12 17 19 - - - - - - 

P. cinnabarinus NG 

T. roseum NG 

A. nidulans - 13 14 - - 11 - - - 13 15 15 11 16 16 - 15 17 - - - - - - 
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                Çizelge 4.12. Oleik asit ve metabolit ekstraktlarının maya inhibisyon zonları 
 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                         Çizelge 4.13. Oleik asit ve metabolit ekstraktlarının bakteriyel inhibisyon zonları 

 

 

 

 

 

 

 (1.) 4mg/mL (2.) 4mg/mL (3.) 2mg/mL (4.) 4mg/mL (5.) 2mg/mL (6.) 4mg/mL (7.) 4mg/mL  (8.) 

Metabolit ekst. E4 E5 E6 E7 E8 E9 Oleik asit DMSO 

GÜN 2. 4. 6. 2. 4. 6. 2. 4. 6. 2. 4. 6. 2. 4. 6. 2. 4. 6. 2. 4. 6. 2. 4. 6. 

S. cerevisiae 20 21 22 15 17 19 21 22 25 18 25 26 17 18 22 18 20 21 - - - - - - 

H. anomala - - - 20 22 23 - - - - - - 23 24 24 - - - - - - - - - 

S. pararoseus - - - - - - 23 23 23 - - - - - - - - - - - - - - - 

 

 

 

Antifungal 

aktivite zon 

çapı: mm 

 Amf.B 

64µg/mL 

Amf.B 

32µg/mL 

Amf.B 

16µg/mL 

 

2. 4. 6. 2. 4. 6. 2. 4. 6. 

27 28 29 25 25 27 23 25 26 

25 26 26 24 28 28 24 25 25 

34 36 37 35 35 35 36 36 36 

Bakteriyel kültürler B. subtilis S. aureus E. coli 

E5 (4 mg/mL) 15 10 - 

E8 (4 mg/mL) 18 14 - 

E9 (2 mg/mL) - - - 

Oleik asit (4 mg/mL) 16 - - 

Tetrasiklin  (16 µg/mL) 24 13 13 

Tetrasiklin  (32 µg/mL) 27 17 19 

Tetrasiklin (64 µg/mL) 29 20 21 

Vankomisin  (16 µg/mL) 22 - - 

Vankomisin  (32 µg/mL) 25 - - 

Vankomisin (64 µg/mL) 26 - - 

DMSO - - - 

Antibakteriyel aktivite zon çapı: mm. 
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Çizelge 4.14 Oleik asit ve metabolit ekstraktlarının antifungal aktivite MİK değerleri 

 

Çizelge 4.15. Oleik asit ve metabolit ekstraktlarının antifungal aktivite MİK değerleri  

 

Çizelge 4.16. Oleik asit ve metabolit ekstraktlarının antibakteriyel aktivite MİK değerleri  

 

 

 

          Şekil 4.26. Oleik asit ve metabolit ekstraktlarının antibakteriyel MİK resimleri 

Başlangıç kons. 

(µg/mL) 

4000 4000 1000 2000 2000 2000 4000 512 

Plate harfi F A D C B E G H 

Fungal kültürler E4 E5 E6 E7 E8 E9 Oleik asit Amf.B. 

A. niger ATCC               250 500 250 125 500 250 500 128 

F. heterosporium                                     250 500 250 125 500 250 500 64 

P. valentinum                                         250 500 250 125 500 250 500 128 

Başlangıç kons. 

(µg/mL) 

4000 4000 1000 2000 2000 2000 4000 512 

Plate harfi F A D C B E G H 

Fungal kültürler E4 E5 E6 E7 E8 E9 Oleik asit Amf.B. 

S. cerevisiae 125 250 125 62.5 250 125 125 128 

H. anomala 62.5 500 62.5 62.5 125 62.5 125 64 

S. pararoseus 250 500 250 125 500 250 500 64 

Başlangıç kons. 

(µg/mL) 

2000 4000 2000 2000 1000 4000 4000 128 

Plate harfi (Şekil 4.43) F A D C B E G H 

Bakteriyel kültürler E4 E5 E6 E7 E8 E9 Oleik asit Ampisilin 

B. subtilis 250 500 250 125 250 250 500 1 

S. aureus 250 500 250 125 500 250 500 4 

E. coli 250 500 500 125 500 250 500 2 



 70 

4.4.3. Sitotoksisite çalışmaları 

 

Sitotoksisite çalışmaları için oleik asitten elde edilen metabolit ekstraktları 

kullanılmıştır. A549 hücrelerine karşı en yüksek sitotoksik aktivite gösteren karışımlar 

sırasıyla (İK50 değerleri) 62.5 (E9), 89.6 (E5) ve 117.03 (E4) µg/mL’dir. E9 ve E4 

ekstraktları NIH3T3 hücrelerine etkisinden daha fazla A549 hücrelerine karşı etki 

göstermiştir. E9, A549 hücrelerine karşı pozitif kontrol olan sisplatin ile benzer antikanser 

aktivite etkisi göstermiştir (İK50(cis)= 43.52 µg/mL). 

 

Sitotoksisite çalışmaları sonucunda E9 metabolit ekstraktının A549 hücrelerine 

karşı selektif olduğu ve NIH3T3 sağlıklı hücrelerine karşı düşük sitotoksik etkisi 

(İK50=122.7 µg/mL) ile antikanser potansiyele sahip olduğu söylenebilir (Çizelge 4.17). 

 

İlerleyen çalışmalarda E9 metabolit ekstraktının mekanistik ya da hayvan 

modellerinde antikanser aktivitesi değerlendirilebilir. 

 

                      Çizelge 4.17. Oleik asit ve metabolit ekstraktlarının sitotoksisite değerleri 

 

 

Bileşikler 

İK50 değerleri (µg/mL) 

 NIH/3T3 A549 

E4 >500 463.15 

E5 >500 500 

E6 90.5 >500 

E7 46.3 89.6 

E8 280.6 117.03 

E9 122.7 62.5 

Sisplatin ND 43.52 
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5. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Doktora tezi çalışmaları kapsamında gerçekleştirilen deneylerde elde edilen 

sonuçlar aşağıda özetlenmiştir; 

 

5.1. Biyotransformasyon Tepkimeleri Sonuçları 

 

1. Abiyetik asidin M. ramannianus (izolat) ve N. Crassa (izolat) ile 

biyotransformasyon tepkimeleri sonucu monohidroksillenmiş üç farklı türevi [2α, 

7β ile 1β-hidroksi dehidroabiyetik asit] sırasıyla %12.7, 15.5 ile 20.2 verimle elde 

edildi. Bu çalışmamızla 2α, 7β ile 1β-hidroksi dehidroabiyetik asit türevleri, 

abiyetik asidin doğrudan biyotransformasyon tepkimesi ile literatürde ilk kez elde 

edilmiştir. 

2. Betulin molekülü ile gerçekleştirilen biyotransformasyon tepkimeleri sonucu saf 

metabolit elde edilememiştir.  

3. Hidroksi diizoforon molekülü ile ön deneme sonucunda olumlu olduğu belirtilen P. 

chrysosporium ME 446 mikroorganizması ile yapılan biyotransformasyon 

tepkimesi sonucu elde edilen metabolit karışımları saf olarak elde edilememiştir ve 

net yapıları aydınlatılamamıştır. 

4. Oleik asit substrat molekülü ile ön deneme sonucunda olumlu olduğu belirtilen, A. 

alliaceus NRRL 317, S. cerevisiae ATCC 9763, A. alternata (izolat) ve A. terreus 

var.africanus (izolat) mikroorganizmaları ile büyük ölçekli biyotransformasyon 

tepkimeleri gerçekleştirilmiştir. Çalışmalar sonucunda 4 adet mikroorganizmanın 

oleik asiti türevlerine dönüştürdüğü tespit edilmiştir. Karışımlar 

mikroorganizmalardan gelen safsızlıklarla beraber NMR analizine gönderilmiş olup 

yapılarına hidroksil grubu ilavesi yapıldığı anlaşılmıştır. Bu duruma 

biyotransformasyon tepkimeleri sonucu oluşan karışımlardaki metabolitlerin çok 

sayıda olması ve polaritelerinin birbirlerine çok yakın olmasından kaynaklanmıştır. 

Tepkimeler sonucu oluşan metabolit karışımları saf olarak elde edilememiştir. 

 

 



 72 

5.2. Antimikrobiyal Aktivite Sonuçları 

 

1. Abiyetik asit, betulin ve oleik asit ile mikrobiyal biyotransformasyon tepkimeleri 

sonucu elde edilen türevlerinin broth mikrodilüsyon yöntemi kullanılarak farklı 

patojen mikroorganizmalara karşı test edilen bütün derişimlerde önemli bir aktivite 

gözlemlenmemiştir (>250 μg/mL). 

2. Hidroksi diizoforon molekülü ile biyotransformasyon tepkimesi sonucu elde edilen 

metabolit karışımları kontamine gıda testi kullanılarak A. niger NRRL 326 

mikroorganizmasına karşı aktivitesi araştırıldı. Kontamine gıda testi sonuçlarına 

göre hidroksi diizoforon metabolitlerinden E1 metaboliti diğer metabolitlere oranla 

daha fazla inhibisyon aktivitesi gösterdiği gözlemlenmiştir. Ancak sonuç olarak 

tüm metabolitlerin belirgin bir aktivite göstermediği kaydedilmiştir. 

 

5.3. Sitotoksisite Sonuçları 

 

1. Abiyetik asit türevleri arasında A549 hücresine karşı en etkili ve selektif antikanser 

etkiyi 2 nolu bileşik olan 2α-hidroksi dehidroabiyetik asit (İK50=320 µg/mL ve 

SI>156) göstermiştir. Abiyetik asit türevleri arasında HepG2 hücresine karşı en 

etkili ve selektif antikanser etkiyi 3 nolu bileşik olan 7β-hidroksi dehidroabiyetik 

asit (İK50=196.6 µg/mL ve SI>187) göstermiştir. Antimikrobiyal ve antikanserojen 

etki gösterebilecek aday moleküllerin elde edilmesine çalışılmıştır. Elde edilen 

veriler,  antikanser aktivite açısından özellikle 2 ve 3 no’lu bileşiklerin ilaç 

geliştirilme süreci açısından bir üst basamağa taşınarak in vivo çalışmalarla 

etkinliklerinin ve toksisitelerinin aydınlatılmasının mümkün olabileceği 

söylenebilir. İlgili moleküllerin antikanser potansiyelleri bulunmakta olup 

tedavisinde kullanılabilecek etken bir molekül elde edilmesine yönelik çalışmalar 

için iyi bir çıkış molekülü olduğu ve türevlerinin elde edilerek yeni çalışmaların 

yapılması önerilmektedir.  

2. Betulin molekülünün antikanserojen etkisi çalışması, elde edilmesi muhtemel 

metabolitleri için karşılaştırma amaçlı olarak gerçekleştirilmiştir. Bu çalışmalarda 

elde edilen veriler, literatürdeki aynı çalışmalarla karşılaştırılmış ve bunun 

sonucunda değerler arasında farklılıklar olduğu bulunmuştur. Bu farklılıklar, hücre 



 73 

hatlarının pasaj sayılarındaki ve inkübasyon zamanındaki farklılıklardan 

kaynaklanıyor olabileceğini düşündürmektedir. 

3. Oleik asit sitotoksisite çalışmaları sonucunda ise E9 metabolit ekstraktının 

antikanser özellik taşıma özelliğine sahip olduğu ve mekanistik ya da hayvan 

modellerinde antikanser aktivitesi çalışmalarında kullanılabileceği 

değerlendirilmiştir. 
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EK AÇIKLAMALAR 

Ek Açıklamalar-A: Abiyetik asit molekülü ile gerçekleştirilen ön biyotransformasyon 

İTK’ları 

 

(AA: Abiyetik asit, K: Karışım spotu, STD: Sadece mikroorganizma ve besiyeri içeren 

kontrol spotu) 
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Ek Açıklamalar-A: Abiyetik asit molekülü ile gerçekleştirilen ön biyotransformasyon 

İTK’ları (devam) 
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Ek Açıklamalar-B: Betulin molekülü ile gerçekleştirilen ön biyotransformasyon 

İTK’ları 

 

(B: Betulin, K: Karışım spotu, STD: Sadece mikroorganizma ve besiyeri içeren kontrol 

spotu) 
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Ek Açıklamalar-B: Betulin molekülü ile gerçekleştirilen ön biyotransformasyon 

İTK’ları (devam) 
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Ek Açıklamalar-C: Hidroksi diizoforon molekülü ile gerçekleştirilen ön 

biyotransformasyon İTK’ları 

 

(HD: Hidroksi diizoforon, K: Karışım spotu, STD: Sadece mikroorganizma ve besiyeri 

içeren kontrol spotu) 
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Ek Açıklamalar-C: Hidroksi diizoforon molekülü ile gerçekleştirilen ön 

biyotransformasyon İTK’ları (devam) 
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Ek Açıklamalar-D: Oleik asit molekülü ile gerçekleştirilen ön biyotransformasyon 

İTK’ları 

 

(OA: Oleik asit, K: Karışım spotu, STD: Sadece mikroorganizma ve besiyeri içeren kontrol 

spotu) 
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Ek Açıklamalar-D: Oleik asit molekülü ile gerçekleştirilen ön biyotransformasyon 

İTK’ları (devam) 
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