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ONSOZ

Tez calismasi Recep Tayyip ERDOGAN Univeristesi Biyoloji ABD’nda
yapilmistir. Bu ¢alismada, yedi adet Streptomyces susunun 6zellikle domuz pankreatik
lipazina kars1 inhibitor etkisi test edilmistir. Suslar, 13 farkli besiyerinde iiretilmis ve bu
iretimle Streptomyces griseus subsp. griseus DSM41107 susu M6 besiyerinde

gosterdigi aktiviteyle one ¢ikmistir.

Tez c¢alismamda bilgisiyle beni destekleyen danisman hocam Yrd. Dog. Dr.
Serdar Ulker’e tesekkiir ederim. Ayni1 ortamm paylastigim laboratuvar arkadaslarima,
Biyoloji ve Kimya Ana Bilim Dali’'ndan emegi gecen hocalarima ve arkadaslarima ve
Merkezi Arastirma Laboratuvar personelin ve arkadaslarima miitesekkirim. Son olarak,

her daim yanimda olan ve destegini hissettiren sevgili aileme tesekkiir ederim.

Cagla YAGCI
Eyliil 2013



OZET

Baz Streptomyces Tiirlerinin Lipaz Inhibitorleri Bakimindan Taranmasi ve
Fermentasyon Ortamlarinin Optimizasyonu

Bu c¢alismada, bazi Streptomyces suslarinin iiretmis oldugu sekonder
metabolitlerin, domuz pankreatik lipazina kars: gosterdigi inhibitor etki incelendi. Bu
amacla Streptomyces griseus subsp. griseus DSM41107, S. toxytricini DSM40178, S.
griseus subsp. griseus DSM40693, S. rimosus subsp. paramomycinus DSM41429, S.
auratus DSM41897, S. fradiae DSM40063, S. antibiticus DSM40234 suslar1 Alman
Kiltir Koleksiyonu’ndan (DSMZ) temin edildi. Mikroorganizmalarinin metaboliti
iiretmesi i¢in optimum sartlar saglandi. Streptomyces griseus subsp. griseus DSM41107
susunun M6 besiyerinde iiretmis oldugu biyomolekiiliin lipaz inhibisyonu sagladigi
tespit edildi. Fermentasyon sivis1 etil asetat ile ekstrakte edildi. Ardindan inhibisyonda
etkili olan metabolit(ler) kolon kromotografisi ile kismi olarak saflastirildi. HPLC’de
yaklasik 12. dakikada toplanan fraksiyon orlistat ile karsilastirmali olarak test edildi.
Test sonucunda, fraksiyonun 5 mg/mL konsantrasyonu Domuz Pankreatik Ekstraktini
% 90 oraninda, ayni konsantrasyonlu orlistatin ise % 99.92 oraninda inhibe ettigi
saptand1. Ayrica; ayni fraksiyonun 7 mg/mL konsantrasyonunun C. rugosa ve M.

javanicus lipazlarini sirasiyla % 40 ve % 59 oraninda inhibe ettigi tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Streptomyces griseus subsp. griseus DSM41107, M6 besiyeri,

pankreatik lipaz, orlistat, inhibisyon.



SUMMARY

Screening of Some Streptomyces Species In view of Lipase Inhibitors and
Optimization of Fermentation Media

In this study, secondary metabolites produced by certain strain of Streptomyces
genus analyzed inhibitory effects against porcine pancreatic lipase. For this purpose,
Streptomyces griseus subsp. griseus DSM41107, S. toxytricini DSM40178, S. griseus
subsp. griseus DSM40693, S. rimosus subsp. paramomycinus DSM41429, S. auratus
DSM41897, S. fradiae DSM40063, S. antibiticus DSM40234 were obtained from
German Culture Collection (DSMZ). It was provided optimum conditions for the
microorganisms to produce the metabolite. It was detected lipase inihibiton by the
biomolecule(s) that was produced in M6 medium by Streptomyces griseus subsp.
griseus DSM41107. Fermentation broth was extracted by ethyl acetate. Then the
metabolite(s) that effective on inhibition were partially purified by coloumn
chromatography. Fraction that collected about 12th second at HPLC was tested in
comparison with orlistat. As a result of the test, it was determined to be inhibited
porcine pancreatic lipase by the consantration of 5 mg/mL extract at rate of 90%, in
case of the same consantration of orlistat was 99.92%. Also the 7 mg/mL consantration
of the same fraction was detected to inhibited at rate of 40% and 59% C. rugosa and M.

javanicus lipases, respectively.

Keywords: Streptomyces griseus subsp. griseus DSM41107, M6 medium, Pancreatic

lipase, orlistat, inhibition.
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1. GENEL BILGILER
1.1. Giris

Enzimler, canli hiicreler tarafindan sentezlenen, protein yapidaki organik ve
katalitik bilesiklerdir (Metin, 2008; Anonim 1992).

Enzimler tarafindan katalizlenen reaksiyonlar kimyasal metodlara gore daha
ucuz ve de daha basittir. Enzimler basta gida, deterjan, eczacilik, tip, tekstil, kagit, deri
ve kozmetik gibi bircok sanayi dalinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Jaeger vd.,
1997).

Lipazlar hayvansal ve bitkisel yaglarin normal kosullar altinda tersinir
hidrolizini katalizleyen, hidrolazlar enzim grubunda yer alan proteinlerdir (Paiva vd.,
2000; Balcao ve Malcata, 1998). Triagilgliserollerin hidroliziyle, yag asitleri ve gliserol
meydana getiren lipazlar (Chen vd., 2003), lipit-su ara yiizeyinde aktif olup (Sugihara
vd., 1992; Lee ve Rhee, 1993; Telefoncu, 1993; Sharma vd., 2001; Chen vd., 2003),
suda ¢oziinemeyen uzun zincirli trigliseritlere karsi aktivite gosterirler (Arpigny ve
Jaeger, 1999). Lipazlar bunun disinda esterifikasyon, trans-esterifikasyon gibi
reaksiyonlar1 da katalizlemektedirler (Paiva vd., 2000; Balcao ve Malcata, 1998).

Aktinomisetler grubunun onemli cinsleri (Streptomyces ve Actinomyces)’nden
biri olan Streptomyces’in Bergey'in Mikrobiyoloji Kilavuzu kitabinda bes yilizden fazla
farkli tiirti tanimlanmustir (URL-1).

Streptomyces’ler ¢ok sayida sekonder metabolit iiretmektedir (Antonova-
Nikolova vd., 2005). Mikrobiyal sekonder metabolitler arasinda, enzim inhibitorleri,
antibiyotikler, pigmentler, bagisiklik sistemine etki eden bilesikler, pestisitler
bulunmaktadir (Oskay, 2009).

Enzim inhibitorii, bir enzime baglanan ve onun etkinligini azaltan molekiildiir
(URL-2).

Enzime bir inhibitoriin baglanmasi, bir substratin enzimin aktif bdlgesine
girmesini durdurabilir ve/veya enzimin kataliz yapmasmi engelleyebilir. Inhibitor
baglanmasi tersinir veya tersinmez olabilir. Tersinir olmayan inhibitorler genelde enzim
ile reaksiyona girip onu kimyasal olarak degistirir. Bu inhibitorler enzimin aktivitesi
icin esas olan aminoasit kalintilarim1 degisime ugratirlar. Buna karsm, tersinir

inhibitorler non-kovalent olarak baglanir ve inhibitdriin enzime mi, enzim-substrat


http://www.biltek.tubitak.gov.tr/bilgipaket/canlilar/monera/streptomyces.htm
http://tr.wikipedia.org/wiki/Enzim
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Enzim_aktivitesi&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Substrat
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Tersinir_tepkime&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Ligand

kompleksine mi, yoksa ikisine birden mi bagli olmasmma bagh olarak, farkli tip
inhibisyonlar meydana gelir (URL-2).

Bati1 toplumlarinda tiiketilen ortalama bir diyetin i¢indeki yag orani yaklasik %
40’tir. Yagh bir diyetteki 50-120 g lipidin % 95’inden fazlasi uzun zincirli yag
asitlerinden (trigliserid) olusmaktadir. Bunlarin sindiriminde lipazlar rol alir. Bagirsak
limeninde, trigliserid molekdilleri (Sekil 1), gastrik ve pankreatik lipazlar tarafindan
hidrolize edilerek, iki molekiil yag asidi ve bir molekiil monogliserid a¢iga [J¢ikarak

emilebilir hale gelmektedir (Tanakol, 2003).
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Sekil 1 . Trigliserid molekiilii (URL-3)

Lipidlerin sindirimi ve emiliminden sonra, ince bagirsak mukoza hiicresinde 2-
monogliseridlerden ekzojen trigliseridler olusur. Bu ekzojen trigliseridler, az miktarda
serbest kolesterol, kolesterol esteri ve fosfolipid ile bir araya gelirler, bir protein
tabakasiyla da kaplanarak suda ¢Ozilinebilir ve tasmabilir silomikronlar1 olustururlar.
Silomikronlar, lenf sistemi yoluyla dolasima katilirlar (URL-4). Lipid sindiriminden
sorumlu lipaz enziminin inhibisyonu ile diyetle viicuda giren yaglar metabolize
edilemediginden (monoagilgliserollerin ve serbest yag asitlerinin olusumu
onlendiginden), diyetteki yagin emilimi dolayl olarak engellenmis olur (Guerciolini,
1997).

Fazla kiloluluk ve obezite, saglik i¢in bir risk olan anormal veya asir1 yag
birikmesi olarak tanimlanir. Fazla kilo ve obezite, seker hastaligi, kalp-damar
hastaliklar1 ve kanser gibi bir dizi kronik hastalik i¢in 6nemli risk faktoridir (WHO,
2013). Obezitenin biitiin oliimciil risklerine karsilik, kilo kaybina yonelik geleneksel
girisimler 6zellikle uzun vadede etkisiz kalmaktadir (Faich, 1996). Diyet onerileri ve
psikolojik tedavilerle genellikle hedeflenen sonuglara ulasilamamaktadir. Obezite
gelisiminde yaglarin oynadig: santral rol dikkate alinarak, viicutta yaglarin metabolize

edilmesinin 6niine gegmek gerekmektedir (Tanakol, 2003).



Bu sebeple diyetteki yagin bagirsakta emilimini Onleyen ilaglarin, obezitenin
uzun donem tedavisinde yardimci olmalari beklenmektedir. Dolayisiyla obezitenin
onlenmesi i¢in pankreatik lipaz inhibisyonu, 6nemli bir strateji olabilmektedir (Tanakol,

2003; Sergent, 2012).

1.2. Actinomycetales Ordosu ve Streptomyces Cinsi

Aktinomisetler ya boliinme ya spor ya da konidi olusturarak iireyen hiicre igi
dallanma gosteren organizma grubudur. Ekolojik agidan bakterilerle mantarlar arasinda
bir ara formda bulunurlar (Kilaru, 2005).

Aktinomisetler, yakinen gercek bakterilerle iligkilendirilirler ve siklikla, yiiksek
flamentli bakteri olarak ele alinirlar. Bakteriler gibi tek hiicrelidirler ve hiicre duvarlari
bakteri hiicre duvarinda oldugu gibi peptidoglikan tabaya sahiptir. Funguslarda ise
hiicre duvari, selilloz ve pektin icermektedir. Aktinomisetlerdeki belirgin mantar
ozelligi ise morfolojik olarak gercek dallanan flamente (Sekil 2) sahip olmalarindan ileri
gelmektedir. Buna ek olarak sporangia ve hareketli spor olusturmalar1 da funguslarla
gliclii paralellik gosterir. Ancak misel ¢ap1 ve spor boyutu funguslarla kiyaslandiginda
daha kii¢iikttir (Kilaru, 2005; Waksman, 1957).

Streptomyces auratus DSM41897 Streptomyces griseus

Sekil 2. Aktinomiset kolonileri ve bazi Streptomyces cinsi koloniler (URL-5).
Aktinomisetlerin ¢ogu aerobiktir geligmeleri i¢in en uygun pH araligi 6-8°dir.
Aktinomisetler, antibiyotik liretme yetenekleri ile ilgiyi tizerlerine ¢ekmistir (Ergene,

1987). Gruba ait 6nemli cinsler, Streptomyces ve Actinomyces’ lerdir (URL-1).


http://www.biltek.tubitak.gov.tr/bilgipaket/canlilar/monera/streptomyces.htm

Bergey'in Mikrobiyoloji Kilavuzu’nda 500’iin iizerinde Streptomyces tiirii
organizma tanimlanmistir (URL-1).

Streptomyces’ler, ¢ok sayida sekonder metabolitin  dreticisi  olarak
bilinmektedirler (Antonova-Nikolova vd., 2005). Sekonder metabolitler, diisiik molekiil
agirlikli (~3000 daltonun altinda), taksonomik olarak farklilik arzeden, organizmaya
Ozgili dogal tirtinler olarak tanimlanir (Vining, 1990). Sekonder metabolitler, enzim
inhibitorleri, antibiyotikler, bagisiklik sistemini etkileyen bilesikler, pigmentler,
pestisitler vb. bilesiklerdir (Oskay, 2009).

Streptomyces’ler, sekonder metabolitleri kendi dogal ortamlarinda, 6zellikle
toprakta, morfolojik degisimlerle beraber iiretmektedirler (Vining, 1990). Sekonder
metabolitlerin {iretim mekanizmas1 tam olarak bilinmemekle birlikte, metabolit
iiretiminin sporulasyona bagli oldugu ve paralelinde metabolitlerin iiretildigi
diisiiniilmektedir (Williams vd., 1989; Wendisch ve Kutzner 1991). Uretim, ortamdaki
besin miktarma ve ¢esidine gore degismektedir (Aharonowitz ve Demain, 1978). Hiicre
icindeki tiiretimleri ise, genelde DNA iizerindeki bir grup gen tarafindan, nadiren
plasmid DNA f{izerindeki genler tarafindan kontrol edilir. Bu genler, plazmitlere
aktarilip, gen transferiyle sekonder metabolitler iiretilebilmektedir (Egan vd., 1998,
Omura vd., 2001). Primer metabolizmanin aksine sekonder metabolizmay1 yonlendiren
biyokimyasal yol izleri tam olarak anlasilamamistir (Demain, 1998).

Streptomyces’ler, antibiyotik ve diger Onemli sekonder metabolitlerin ana
kaynagidir (Berdy, 1986; Cross, 1982). Dogadaki antibiyotiklerin yaklasik % 80’ini
Aktinomisetler ve bunun yaklasik % 70’ini de Streptomyces’ler iiretmektedir (Korcan,
1995). Streptomyces’ler, olumsuz g¢evre kosullarindan korunmak igin morfolojik ve
fizyolojik olarak farklilagirlar ve c¢esitli yararli madde, sekonder metabolit,
antibakteriyal, antiviral, antifungal ve antitimor vb. antibiyotik etkili bilesikler
sentezlerler (Thompson vd., 1999; Kilaru, 2005).

Tablo 2°de bazi Aktinomiset grubu bakteriler tarafindan iretilen biyoaktif

mikrobiyal metabolit adetleri ve Tablo 3’te iiretilen enzim inhibitorleri verilmistir.



Tablo 1. Baz1 Aktinomisetlerin {iretmis oldugu biyoaktif mikrobiyal metabolit adetleri
(Berdy, 1986).

Cins ad1 Metabolit adedi  Cins ad1 Metabolit adedi
Streptomyces ~ 8000 Saccharothrix 68
Micromonospora 740 Microbiospora 54
Nocardia 357 Actinosynnema 51
Actinomadura 345 Mycobacterium 57
Streptoverticillium 258 Saccharopolyspora 131
Actinoplanes 248 Dactylosporangium 58
Chainia 30 Nocardiopsis 41
Actinosynnema 51 Microtetraspora 26
Microellobosporia 11 Thermomonospora 19

Tablo 2. Streptomyces cinsine ait bazi suslarm {iretmis oldugu lipaz inhibitorleri (Birari
ve Bhutani, 2007).

Organizma adi Inhibitér
Streptomyces toxytricini NRRL 15443 Lipsatin
Streptomyces sp. NR 0619 Panklisin
Streptomyces albolongus MG147-CF2 Valilakton
Streptomyces lavendulae strain MD4-C1 Esterastin
Streptomyces sp. MG7-G1 Ebelakton(lar)
Streptomyces vayuensis N2 Streptolipin

Streptomyces’ler bunun disinda B grubu kompleks vitaminlerinden bazilarimi
(niasin, pentatonik asit, biotin, pridoksin, tiamin, riboflavin), gesitli enzimleri (kitinaz
gibi) liretme yetenegine sahiptir. Kitinaz iireten tiirler antifungal etkiye sahiptir (Hall

vd., 1953; Boucher vd., 1992).

1.3. Lipazlarin Genel Ozellikleri

Lipazlar, dogal substratlari uzun zincirli yag asidi triagilgliserolleri olan ve
esterlerin hidrolizini katalizleyen enzimlerdir. Lipazlar, enzim smiflandirmasinda
hidrolazlar (E.C.3), ester baglarini parcalayanlar (E.C.3. 1), karboksilik ester hidrolazlar
(E.C.3.1.1) ve triagilgliserol lipazlar (E.C.3.1.1.3) iginde yer almaktadirlar. Lipitlerin



hidrolizinde yiliksek regio ve enantiyoselektif aktiviteye sahip olmalar1 nedeniyle
onemlidirler (Sarag vd., 2008).

Lipazlar genel olarak C ve N olmak {izere iki kisma ayrilmis bir polipeptit
zincirinden olusmaktadir (Sekil 3). Bunlardan N- kismu, katalitik serinden yiizeye kadar
uzanan ve uzun bir yag asidi zinciri tagiyan hidrofobik bir tiinel ile aktif merkezi
kapsamaktadir (Akoh ve Min, 1998).

Bu gruptaki enzimlerin farkli seviyelerdeki benzerliklerinin disinda bir pentapeptit
(Glisin-X-Serin-X-Glisin) siralamasi sik¢a gézlenmistir, Bu serin amino asidinin yapida
korunmas1 ve bunun degisime ugramasi veya yer degistirmesi ile katalitik aktivitenin
yitirilmesi bu amino asidin kataliz i¢cin ¢ok 6nemli ve gerekli oldugunu gostermistir.
Bunun topografik yerlesimi de korunmus ve belirgindir, protein zincirinin gergin bir

boliimiiniin en tistiinde bulunmaktadir (Petersen vd., 2001).

N-ucu muhiti

AKtif Konum

C-ucu muhiti

Sekil 3. Domuz pankreatik lipazinin ti¢ boyutlu yapis1 (URL-6).

1990 yilinda lipaz enziminin ii¢ boyutlu yapisinin (Sekil 4) ilk kez ortaya
konmasindan sonra, ara yiizey aktivasyonu olaymin, ¢Ozelti igindeki enzimin aktif
merkezini c¢evreleyen ampifilik peptidik yapidaki kapak benzeri bir yapidan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir (Verger, 1997). Kapagin ii¢ boyutlu yapis1 Sekil 4’de
gosterilmistir.

Lipazlarin biiyiik bir ¢ogunlugu aktif bolgelerini 6rten bir helikal segmente
(kapak) sahiptir (Sekil 4). Lipid kiimelerinin varliginda bu kapak agilir ve yiizeyler arasi
aktivasyon gergeklesir. Sulu ortamda lipazlar igin baskin konformasyon kapal: formdur
(Sekil 4). Aktif bolge, kapak yapisini olusturan bir ya da daha fazla “loop” tarafindan
¢ozlictiden korunmustur. Kapagin dis kismu hidrofiliktir. Bu konformasyon elektrostatik

etkilesimler araciligiyla kararl kilinmustir. Bir su-yag emiilsiyonunda kapagin agilmasi,
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substratlarin aktif bdlgeye girisine izin verir (agik konformasyon). Kapagin agilmasiyla,
niikleofilik serin artig1 biiyiik hidrofobik yiizeyler ile etkilesir ve lipaz enziminin aktif

forma ge¢mesi saglanir (Jaeger ve Reetz, 1998).

t 12 -
Sekil 4. Domuz pankreatik lipazinin kapali ve a¢ik formu (URL-6).

Enzimin katalitik merkezinde serin amino asidi, ilave olarak histidin ve baska bir
amino asit (Asp veya Glu) bulunur (Petersen vd., 2001).

Lipazlar i¢in tahmin edilen katalitik mekanizma, aktif merkezde bulunan serin
aminoasidi iizerinde yogunlagmistir. Aktif merkezdeki serin agil esterinin bir su
molekiilii ile tepkimeye girdigi, daha sonra acil enzimin boliindiigli ve yag asidinin
ayrildig1 tahmin edilmektedir (Sekil 5). Katalitik prosesin bu asamasinda triiniin aktif

merkezden ayrilmasi 6zellikle 6nem tagimaktadir (Petersen vd., 2001).

e e T«,
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Sekil 5. Lipazlar i¢in tahmin edilen katalitik mekanizma (URL-6).
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1.4. Memeli Lipazlan
1.4.1. Hepatik Lipaz

Plazma lipit diizeylerinin diizenlenmesinde rol oynar. Hepatik lipaz (HL)
trigliserit ve fosfolipitleri hidroliz eder. Kolesterolun karacigerden dokulara

taginmasinda rol oynar. Heparinle salinimi artar (Mukherjee, 2003).

1.4.2. Lipoprotein Lipaz

Kilomikron ve VLDL lipoproteinlerindeki trigliseritleri bir monoasilgliserol
molekiilii ve serbest yag asitlerine hidrolizleyen, lipaz tiirii bir enzimdir. Reaksiyon i¢in
kofaktore (Apo CIl) ihtiya¢ duyar. Reaksiyon iirlinleri dokunun kullanimma yarar.
Enzim reaksiyonu sonucu olusan yag asitleri hiicreye girdikten sonra ya yakilirlar ya da

depo cisminde tekrar triglserite doniistiiriiliirler (Mukherjee, 2003).

1.4.3. Endotel Lipaz
Endotel lipazinin baslica fosfolipaz aktivitesi vardir, trigliserit hidroliz aktivitesi
goreceli olarak daha azdir (Mukherjee, 2003).

1.4.4. Pankreatik Lipaz

Pankreasin duktal hiicreleri tarafindan salgilanir ve diyetsel yagin intestinal
limende sindiriminde anahtar rol istlenir. Toplam diyetsel yagin % 50-70’inin
sindiriminden sorumlu enzimdir. Bu enzim anti-obezite etkili ajanlarin potansiyel
etkinliginin belirlenmesinde yaygin sekilde kullanilmaktadir (Mukherjee, 2003; De La
Garza vd., 2011; Sugiyama vd., 2007).

Kofaktor olarak kolipaz ve safra asitlerini kullanir. Kolipaz, misellerin i¢ yiiziine
baglanir ve lipazin yiiksek affinite ile baglanabilecegi bir yer olusturur, lipazi yag-su ara
yiizeyinde tutar, enzimin agik pozisyonda durmasinin saglar ve lipazin dayanikliligini
arttirr (Mukherjee, 2003).

Trigliseritlerin hidrolizi sonucunda agiga 2-monoagilgliserol ve yag asitleri
cikmaktadrr. Trigliserit hidroliz {riinleri, ince bagirsak tarafindan emilir, epitel
hiicrelerinde baska enzimler tarafindan tekrar trigliserite doniistiiriiliir sonra da viicuda

dagitilmak tizere, silomikronlar iginde lenf sistemine salgilanirlar (Mukherjee, 2003).

1.4.5. Gastrik Lipaz
Gastrik lipaz, midede salgilanan, kisa ve orta zincirli yag asitlerinin sindirimi ile

iligkili bir enzimdir ve enzim, mide asitliginde aktivite gostermektedir.



1.5. Lipaz Inhibisyonunun Onemi

Lipazlar, lipid metabolizmasinda onemli fizyolojik gorevler iistlenmektedir.
Yaglh bir diyette 50-120 g lipid bulunur ve bunun % 95’inden fazlasi uzun zincirli yag
asitlerinden (trigliseritler) olusmaktadir. Uzun zincirli yag asitlerinin sindiriminde
lipazlar rol alir. Bagirsak liimeninde trigliserid molekiilleri gastrik ve pankreatik lipazlar
tarafindan hidrolize edilerek, iki molekiil yag asidi ve bir molekiil monogliserid agiga
¢ikmaktadir (Tanakol, 2003).

Obezite, alinan enerji ile harcanan enerji arasindaki dengesizligin sonucu olarak
viicutta asir1 yag olusumudur. Obezite, kalp-damar hastaliklari, Tip-Il diyabet,
hipertansiyon, felg, ruh sagligi bozukluklar1 ve bazi kanser formlar1 gibi kronik
hastaliklar i¢in bir risk faktorii olarak diinya capmda biiyiiyen bir saglik sorunudur.
Genetik yatkinlik yaninda yiiksek kalorili ve bol yagl yiyecek tiiketimi ile yetersiz
fiziksel aktivite gibi gevresel faktorler obezitenin ana nedeni olarak kabul edilmektedir.
(Colagiuri, 2010; Robinson ve Niswender, 2009).

Diinya Saglik Orgiitii 2006 verilerine gore, diinyada 400 milyonun iizerinde
‘obez’ ve 1.6 milyar ‘asir1 kilolu’ bireyin bulundugu, 2015 yilinda bu oranin 700 milyon
‘obez’ ve 2.3 milyar ‘asir1 kilolu’ bireylere ulasacagi diisiiniilmektedir (WHO, 2006).

Gilinlimiizde diinyanin hemen hemen tiim bolgelerinde obezite prevalansi
artmakta, bu durum sadece yetiskin kadin ve erkekleri degil, cocuklar1 ve gengleri de
etkilemektedir. Obezite, dogrudan ve dolayli olarak neden oldugu hastaliklarin yaninda
iilke ekonomilerine olumsuz yonde etki eden bir unsur olarak da karsimiza ¢ikmaktadir
(WHO, 2006).

Obezite ile ilgili saglik harcamalar1 gelismis tilkelerde tiim saglik harcamalarinin
% 2-7'sini olusturmaktadir (WHO, 2000). Amerika Birlesik Devletlerinde obezitenin
dogrudan maliyetinin hastaligin tan1 ve tedavisi ile ilgili olan harcamalarin, saglik
harcamalarinin % 7'sini (yaklasik 70 milyar dolar), Fransa ve Avustralya'da saglik
harcamalarinin % 2'sini ve Hollanda'da ise % 4'inii olusturdugu bildirilmektedir (Field
vd., 2003).

PL, diyetle alinan trigliseridlerinin % 50-70’inin bagirsaklarda emilebilen
monogliseridler ve serbest yag asitlerine sindiriminden sorumlu olan en 6nemli
enzimdir. PL inhibisyonu, diisiik yag emilimine yol agmaktadir ve bu nedenle enerji
alimi azalmaktadir ki bu da obezite i¢in anahtar hedeflerden birisidir (Chakrabarti,

2009). Bu sebeple diyetteki yagin bagirsakta emilimini Onleyen ilaglarin, obezitenin


http://www.sciencedirect.com.gate1.inist.fr/science/article/pii/S0308814612007376#b0040
http://www.sciencedirect.com.gate1.inist.fr/science/article/pii/S0308814612007376#b0040

uzun donem tedavisinde yardimci olmalar1 beklenmektedir (Tanakol, 2003). Dolayisiyla
obezitenin 6nlenmesi i¢in PL inhibisyonu, 6nemli bir strateji olabilmektedir (Sergent,
2012).

Ayrica mikrobiyal lipazlara yonelik inhibisyon da biiyiikk 6neme sahiptir. Ciinkii
Mycobacterium tuberculosis gibi patojen bakterilerin enfeksiyonu sirasinda, bakterinin
gelisimini saglayan lipidlerin karbon kaynagi olarak kullanilmalarinda lipazlarin gorev
aldig1 sanilmaktadir (Daniel vd., 2004; Deb vd., 2006; Cotes vd., 2007). Konak hiicre
lipidlerinin gelisim igin kullanilmas: tiiberkiiloz etkeni M. tuberculosis’in hayat

devrinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Delorme vd., 2012).

1.6. Calismanin Amaci

Calismamiz obezite ve obeziteye bagli hastaliklarin dolayl olarak tedavisinde,
kullanilan zayiflama ilaclarmin etkili maddesi orlistata alternatif inhibitor(ler)
belirlemeyi amacglamistir Bu amacla Alman Kiiltiir Koleksiyonu’ndan temin edilen yedi
adet Streptomyces cinsi susun fermentasyon ortamlar1 optimize edilerek inhibitor etkili

metabolit liretimi i¢in gerekli ¢caligmalar yapilmistir.

1.7. Literatiir Ozeti

Izole edilen mikrobiyal kaynakli ilk lipaz inhibitorii lipsatindir. Streptomyces
toxytrcini NRRL 15443, spesifik bir pankreatik lipaz inhibitorii olan lipstatinin tireticisi
olarak saptanmustir. Lipsatin, hiicrenin Ozellikle misellerinden izole edilmistir.
Saflastirma islemleri ile soluk sar1 renkli, yaga benzer saf lipstatin eclde edilmistir.
Lipsatin, C29H49NOs formiiliine ve 495.713 g/mol molekiil agirhiina sahiptir. Lipsatin
molekiilii, hidrokarbon omurgasina katilmis bir B-lakton yapisina ve N-formil-L-16sin
yan zincirine sahiptir (Sekil 2). Lipsatin, geri doniisiimsiiz pankreatik lipaz inhibisyonu
gostermekte (ICsp 0.14 uM) ve farelerde diyetle alinan triolein absorpsiyonunu doz
bagimli olarak inhibe etmektedir (Birari ve Bhutani, 2007).

Orlistat (Sekil 6), Streptomyces toxytricini NRRL 15443 tarafindan iiretilen
dogal bir lipaz inhibitérii olan lipsatin’in hidrojene edilmis tiirevidir (Mulcahy ve
Ballinger, 1999). Orlistat, potansiyel bir gastrik ve pankreatik lipaz inhibitéridiir ve
Avrupa'da onaylanmis tek anti-obezite ilacinin etken maddesidir (Keating ve Jarvis,
2001; McClendon vd., 2009).
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Sekil 6. Orlistatin molekiiler yapis1 (URL-7).

Orlistat, gastrointestinal lumende gastrik ve pankreatik lipazlarin serin alt
birimlerine  kovalent baglarla baglanarak etkisini gosterir. Sonug¢ olarak
monoagilgliserollerin ve serbest yag asitlerinin olusumunu onleyerek, diyetteki yagin
emilimini indirekt olarak engellemektedir (Guerciolini, 1997).

Diusiik enerjili diyet ve hareketle desteklenen uygulamalarda orlistat igerikli
zayiflama ilac1 (Xenical®, 120 mg, Roche) giinde 3 kez alindiginda viicut kiitle indeksini
0.83 kg/m? oraninda azaltmaktadir. Anti-obezite etkisinin yaninda kan basmcin
miitevazi Olglide disiirebilmekte, glukoz toleransimi gelistirmekte ve Tip-1l diyabet
baslangicini 6nleyebilmektedir (De La Garza vd., 2011).

Streptomyces sp. NR 0619 susundan izole edilen bir diger PL inhibitori
panklisin metabolitidir. Metabolit izolasyonu, hiicre misellerinden etanolle yapilan
ekstraksiyonla olmustur, organik faz, yiiksek performans sivi kromotografisiyle (HPLC)
saflagtirilmistir. Yapisal olarak, panklisin A, B, C, D ve E, tetrahidrolipstatinin, bir beta-
lakton ve N-formil- 16sin esteri i¢eren analoglaridir (Mutoh vd., 1994).

Panklisin A, panklisin B, panklisin C, panklisin D ve panklisin E tiirleri vardir
ve her biri DPL iizerine doz bagimli inhibitér etkide bulunmaktadir. ICso degerleri
sirastyla 2.9, 2.6, 0.62, 0.66 ve 0.89 uM’dir. Inhibitdr aktivitesi, aminoasit igerigi ile
ilgili olup glisin tip bilesikler (panklisin C, D, E) THL’den 2-3 kat daha fazla
potansiyele sahipken alanin tip bilesikler (panklisin A ve B) glisin icerenlere gore daha
az etkilidir. Ttim bilesikler, pankreatik lipaz1 orlistat gibi geri doniistimsiiz olarak inhibe
etmektedir (Mutoh vd., 1994).

Ebelakton metabolitleri, topraktan izole edilen Streptomyces MG7-G1 susundan
elde edilmistir. Kiltiir ortamindan organik solventlerle ekstrakte edilip silika jel

iizerinde kromatografik olarak organik ekstre kisimlara ayrilmistir. Daha sonra
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ebelakton ihtiva eden aktif fraksiyonlar konsantre edilmistir (Umezawa vd., 1982). iki
tip ebelakton metaboliti (ebelakton A ve ebelakton B) vardir. Bu iki akraba inhibitoriin
DPL inhibisyonuna ait 1Cso degeri ebelakton A i¢in 3 ng/mL, ebelakton B i¢in ise 0,8 ng
/mL’dir (Birari ve Bhutani, 2007).

Persikiinin, Basidiomycetes smifindan Stereum complicatum fungusu
misellerinden {iiretilmektedir. En az bir karbon, nitrojen, inorganik tuz kaynagi ihtiva
eden besiyeri ortaminda, 25 °C (£1 °C)’de 216-264 saatlik inkiibasyon sonunda olusan
hiicre Kkiiltiirtiniin  filtre edilip ardindan suya karismayan organik solventlerle
ekstraktsiyonu ile persikiinin metaboliti elde edilmistir. Metabolit HPLC ile
saptanmustir. Testte mono-NBD-acylglycerol, substrat olarak kullanilmustir. Lipaz
inhibisyon testinde inhibitore ait ICsp degeri 2 uM olarak saptanmistir (Hopmann vd.,
2003).

Basidiomycetes simifina ait Boreostereum virans mikrofungusu, -lakton halkasi
iceren bir mikrobiyal kaynakli metabolit olan vibrolakton metabolitini tiretmektedir.
Inhibitér, lipazin serin rezidiisiine kovalent baglanarak enzimi inhibe etmektedir.
Spektofotometrik yontemle yapilan antilipaz testinde inhibitére ait ICsy degeri 0.4
ug/mL olarak bulunmustur (Liu vd., 2006).

Ahir topragidan izole Streptomyces vayuensis olarak adlandirilan, Mikrobiyal
Kiiltiir Koleksiyon Merkezi’nce (Hindistan) MTCC no. 5219 ismiyle yeni bir sus olarak
kaydedilen Streptomyces sp. MTCC 5219, inhibitor tiretimi i¢cin kullanilmistir. Sus
miselleri ¢esitli organik c¢oziiciileriyle muamele edilerek susa ait inhibitor etkili
metabolit (Sekil 7) ekstrakte edilmis ve HPLC ile birkag¢ fraksiyona ayrilmistir (Tokdar
vd., 2011).

Sekil 7. Izole edilen saf bilesik (Tokdar vd., 2011).

Metabolitin, bakteri lipazi ve domuz pankreatik lipazini inhibe ettigi, testlerle
onaylanmistir. Fermentasyon ortamindaki aktif bilesik misel kekinden, dnce etil asetat

(1:1, w:v) ile izole edilmis ve ekstrakt farkli coziiciilerle fraksiyonlara ayrilarak
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saflastirilmistir. Kloroformda ¢oziinen fraksiyon en etkili fraksiyon olup bakteri lipazini
% 100, HPLC ile yapilan ayrimla elde edilen fraksiyon D (% 96 CHCls, % 4 CH3;0H),
bakteri lipazin1t % 95 oraninda inhibe etmistir. Bu bilesik, DPL enziminin trioleati
hidrolizini 1Csp 7.46 uM degeri ile doz bagimli olarak inhibe etmistir (Tokdar vd.,
2011).

Kilaru, 230 adet Aktinomiset {iyesi mikroorganizmayi, 23 farkli besiyerinde
uretmistir. Caligmasinda; Streptomyces vayuensis N2 susunun, optimize edilen
besiyerinde gelisimiyle iretilen ve saflastirilan streptolipin (Sekil 8) metabolitinin
pankreatik lipazi % 91 oraninda inhibe ettigi gézlenmistir. Inhibitdriin ICso degeri 349
nM olarak saptanmustir (Kilaru, 2005).

1
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Sekil 8. Streptolipin inhibitoriiniin molekiiler yapisi (Kilaru, 2005)

Bitkisel inhibitorlerin arastirildigi bir calismada, 106 adet tibbi bitki, sebze ve
meyve ekstrakti, potansiyel lipaz inhibitor aktivitesi yoniinden taranmistir. Ham domuz
pankreatik lipazinin kullanildigi, in vitro kosullarda yapilan testte ay1 Ulziimii
(Arctostaphylos uva ursi), bahge bezelyesi (Pisum sativum), Norveg ladini (Picea abies)
ve biiyiikk yaprakli thlamur (Tilia platyphyllos) ekstraktlar1 en aktif bitki ekstraktlar
olmustur (Slanc vd., 2009).

Ekanem ve arkadaslarmin yaptiklar1 ¢alismada, Afromomum meleguetta (Giiney
Afrika’da timsah biberi olarak bilinen bir baharat) tohumlar1 ve Splilanthes acmella
(tibbi amaglar i¢in ve baharat olarak kullanilmaktadir) ¢igek tomurcuklarinin % 70’lik
etanolle sonikatérde 80 °C’de 3 saat tutularak hazirlanan Oziitlerine, antilipaz aktivite
testi uygulamis ve Oziitlerin doz bagimli antipankreatik lipaz aktivitesi gosterdigi
saptanmustir. Calismada, Oziitlerin 2 mg/mL‘lik konsantrasyonlar1 test edilmistir. A.
meleguetta ve S. acmella i¢in lipaz inhibit6r aktiviteleri sirasiyla % 90 ve % 40 olarak
gozlemlenmistir. Bu bitkilerin, kilo azaltici ve obezite kontroliinde kullanilabilme
potansiyeline sahip olduklar1 bildirilmistir (Ekanem vd., 2007).

Sharma va arkadslarinin yapmis oldugu bir ¢alismada, dogal kaynaklardan yeni
bir pankreatik lipaz inhibitori elde etmek amaciyla farkli familyaya ait 75 sifali bitki,
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radyoaktif yontem kullanilarak anti-lipaz aktivitesi ig¢in taranmustir. Bitkilerin metanol
ile ekstraktlar1 hazirlanmigtir. Radyoaktif substrat olarak triolein kullanilmistir ve sivi
parildama olcer (Liquid Scintillation Analyzer) cihazi yardimiyla deney sonuglari
verilmistir. Test sonuglart degerlendirildiginde, 75 familyanin 35’inde diisiik antilipaz
aktivitesi gozlenmistir. Yalnizca 9 bitki % 70’in lizerinde inhibisyona sahip oldugu
gozlenmistir. Bu 9 bitkinin 3 tanesi % 80’in iizerinde etkiye sahip olup bunlar,
Eriochloa villosa (% 83), Orixa japonica (% 81) ve Setaria italica (% 80.3) bitkileridir.
Iliging olan ii¢ bitkininde bugdaygiller (Poaceae) familyasinda olmasidir (Sharma vd.,
2005).

Bir diger bitkisel kaynakli inhibitdr taramasi Bitou ve arkadaslari tarafindan
1993-94 yillarinda toplanan bir dizi deniz alginin (54 tiir) bu amagla taranmasiyla
yapilmistir. Alg ornekleri, metanol veya etil asetatla ekstrakte edilerek, triolein ve 4-
MU-oleatin substrat olarak kullanildig1 anti-pankratik lipaz testi sonucunda Caulerpa
taxifolia ve Asparagopsis taxiformis tiiriiniin metanollii ekstraktlarmin en yiiksek
inhibisyon diizeyine ulastig1 gozlenmistir. Tiirlerin inhibisyon etkisi, icermis olduklar:
yiksek miktardaki polifenol veya oksitlenmis bilesiklerden (tannin gibi) ileri
gelmektedir. Kalorpenin metabolitinin (Sekil 9), triolein ve 4-MU-oleat igin ICso degeri
sirastyla 2 mM ve 13 uM’dir. Ayrica kalorpenin ile beslenenen ratlarda plazma TAG

seviyesi ve kan basincinin azaldigi saptanmistir (Bitou vd., 1999).

Sekil 9. Kalorpenin metaboliti (Bitou vd., 1999).

Gondoin ve arkadaslar1 siyah, yesil ve beyaz ¢ayin, lipaz inhibisyon aktivitesini
test etmistir. Yapilan testlerde, cay ekstraktlarinda antilipaz aktivitesine rastlanmistir.
Bu aktivitenin, bitkinin fenolik madde igeriginden kaynaklandigi tespit edilmistir.
Siyah, beyaz ve yesil ¢ay yapraklari kaynayan suda 15 dk boyunca 100 rpm’de
calkalanmis ardindan karisim siiziilerek ¢ay ektraktlar1 elde edilmistir. p-nitrofenil
lauratin substrat olarak kullanildig1 antilipaz aktivite testinde, beyaz ve yesil ¢ayin 25

png GAE / mL’lik konsantrasyonlari lipazi 6nemli diizeyde inhibe ederken 100 pg GAE
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/ mL konsantrasyonlu siyah ¢ay ekstrakti inhibitdr etki gosterememistir. Beyaz ¢aym bu
konuda daha etkili oldugu gézlemlenmis olup 1Csq degerleri beyaz ve yesil ¢ay igin
sirasiyla 22 pg/mL ve 35 pg/mL olarak tespit edilmistir (Gondoin vd., 2010).

Bitki ekstraktlar1 igermis olduklar1 polifenolik bilesikler, terpenler ve saponinler
sayesinden pankreatik lipaz enzimini inhibe edici etkiye sahiptir. Bu sebeple lipaz
inhibisyonuna farmokolojik agidan bir yaklasim getirmek amaciyla diinya ¢apinda bir

bitki ekstrakti antilipaz aktivite testine tabi tutulmustur (De La Garza vd., 2011).
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal

2.1.1. Kullanilan Mikroorganizmalar

Alman mikroorganizma ve hiicre kiiltiir koleksiyonundan (DSMZ) temin edilen

Streptomyces griseus subsp. griseus DSM41107, S. toxytricini DSM40178, S. griseus

subsp. griseus DSM40693, S. rimosus subsp. paramomycinus DSM41429, S. auratus
DSM41897, S. fradiae DSM40063, S. antibiticus DSM40234 mikroorganizmalari

inhibitor potansiyellerinin belirlenmesi amaciyla test edilmistir.

2.1.2. Kullanilan Besiyerleri

Tablo 3. Calismada kullanilan besiyerleri ve besiyeri bilesenleri

Sivi Besiyerleri

MG65 Glukoz 4 g/L, Maya ekstrakti 4 g/L, Malt ekstrakt 10 g/L (DSMZ).
M1 Glukoz 15 g/L, Soya Pepton A1 7.5 g/L, Soya Pepton A2 7.5 g/ L,
CaCOs 2 ¢g/L, NaCl 5 g/L, Maya ekstrakt1 g/L.
M2 Glukoz 5 g/L, Soya Peptonu 20 g/L, Gliserol 20 g/L, NaCl 3 g/L,
Maya ekstrakt1 5 g/L, 7H9 2.5 g/L.

M3 Glukoz 10 g/L, Soya Peptonu 4 g/L, MgSO4 0,25 g/L, NaCl 5 g/L,
Maya ekstrakt1 2 g/L.

M4 Luria Bertani 25 g/L, Gliserol 15 g/L, NaCl 2.5 g/L, Tween 80 1
g/L, Zeytinyag1 10 g/L.

M5 Nisasta 5 g/L, Glukoz 5 g/L, D-riboz 5 g/L, Gliserol 5 g/L, Soya
unu 20 g/L, (NH,) 2SO, 2 g/L, Maya ekstrakt1 2 g/L., Baktopepton
2 g/L.

M6 Nisasta 5 g/L, Maya ekstrakt1 5 g/L, Malt ekstrakt 15 g/L, CaCO3;
3g/L.

M7 Glukoz 10 g/L, Maya ekstrakti 2 g/L, Baktopepton 4 g/L, Et
ekstrakt1 2 g/L, Glisin 5 g/L, MgSO, 2 g/L, NaCl 5 g/L.

LB Tripton 10 g/L, Maya ekstrakt1 5 g/L, NaCl 10 g/L.

SB Pepton 30 g/L, Maya ekstrakt1 20 g/L, NaCl 5 g/L.

B Tripton 12 g/L, Maya ekstrakt1 24 g/L, K;HPO,4 9.4 g/L, KH,PO,
2.2 g/L.

YP Maya ekstrakti 10 g/L, Pepton 20 g/L.

YPD Maya ekstrakti 10 g/L, Pepton 20 g/L, Glukoz 20 g/L.

Kati Besiyerleri

M65 Agar Glukoz 4 g/L, Maya ekstrakt1 4 g/L, Malt ekstrakt 10 g/L, Agar 12
g/L. pH: 7.2 (DSMZ).

Sporlandirma Dekstrin 4 g/L, Maya ekstrakt1 4 g/L, Malt ekstrakt 10 g/L, CaCOs

Agari 2 g/L, Agar 20 g/L. pH: 7.0.
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2.1.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Enzim

Kullanilan kimyasal maddeler Merck Kimya’dan, domuz pankreatik ekstrakti
(DPE) AppliChem firmasindan, tung yagi ve nisasta Sigma-Aldrich firmasindan temin
edilmistir.
2.2. Metod
2.2.1. Tampon A Hazirlanisi

Spektrofotometrik yontemle yapilan lipolitik aktivite testinde kullanilmak iizere
hazirlandi.100 mL tampon igin: 10 mL Tris (100 mM), 10 mL NaCl (1.5 M), 1 mL
CaCl; (0.6 M), 1 mL EDTA (0.1 M), 0.1 mL % 1 BHT kullanildi. Tamponun pH’s1 8’e

ayarlandi, ardindan tampon siiziilerek +4 °C’de muhafaza edildi.

2.2.2. Tampon B Hazirlanisi
100 mL’si i¢in, Tampon A’nin bilesenlerine ilave olarak 20 mL B-CD (15
mg/mL) icermektedir. Tamponun pH’s1 8’e ayarlandi, ardindan tampon siiziilerek +4

°C’de muhafaza edildi.

2.2.3. Florometrik Yéntem I¢in Tampon Hazirlama
13 mM Tris-HCI (pH 8.0) hazirlandi. Tampon, 150 mM NaCl, 1.36 mM CacCl,

icermektedir (Nakai vd., 2005). Hazirlanan tampon, Tampon C olarak isimlendirildi.

2.2.4. Florometrik Yontem I¢in Substratin Hazirlanmasi

4-MUQO’in (Sigma Aldrich) DMSO ile 0.1 M konsantrasyonlu stok hazirlandi.
Stok 4-MUO, kullanilanacak tampon ile 1:1000 oraninda seyreltilerek denecylerde
kullanilmak tizere 0.1 mM konsantrasyonlu substrat hazirlandi1 (Nakai vd., 2005).

2.2.5. Enzimin Hazirlamis1

Inhibisyon testlerinde kullamlan DPE Tampon A ile hazirlanmistir. 1 mL
Tampon A i¢in 3.2 mg DPE tartildi. Ardindan hazirlanan ¢6zelti vortekslendi. Daha
sonra 5000 rpm’de 2 dk santrifiij (Sigma Sortorius Type Model.1-14) edildi.

Stipernatant kismi buz {izerine alinarak Tampon A ilavesi ile son hacmine tamamland:.

2.2.6. Ham Tung Yagimin Saflastiriimasi
Aleurites fordii, Cin orijinli bir agagtir ve agacin tohumunda bulunan yag, tung
yag1 olarak bilinmektedir (Pencreac’h vd., 2002). Tung yaginda % 70-80 oraninda a-

eleostearik asit, % 10 oraninda oleik asit ve % 15 oraninda linoleik asit bulunur (Radunz
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vd., 1998). Ham tung yagmin saflagtirilmasinda Mendoza’nin saflastirma teknigi
(Mendoza vd., 2012) modifiye edilerek TLC yerine aliimina sabit fazli kolon kullanildi.

Hareketli faz; hegzan, dietileter ve asetik asit ¢oziiciilerinin sirasiyla 55:45:1
oraninda karistirilmasiyla hazirlandi. Sonrasinda, % 0.01°lik BHT/petrol eteri ¢ozeltisi
hazirlandi ve bu ¢ozelti, saflastirilacak ham tung yagi ile 200 mg/mL oraninda
karistirilarak son karigim kolona yiiklendi.

Yiikleme sonrasinda kolondan hareketli fazgegirilerek yaga ait fraksiyonlar
topland1 Saf tung yagma ait fraksiyonlar, TLC yontemiyle tespit edildi (Verger vd.,
2006).

2.2.7. Tyot/Silikajel Icerikli Boyanin Hazirlanmasi

Bir havan igerisinde birkag iyot kristali 6giitiildii. Biraz silika jel ilave edilerek
karistirildi. Karigim, agzi sikica kapanabilen bir kavanoza aktarildi. Oda sartlarinda
muhafaza edildi (URL-9).

2.2.8. ince Tabaka Kromatografisi (TLC)

Ince tabaka kromotografisi, elde edilen fraksiyonlardan hangilerinin saf tung
yagina ait oldugunu tespit etmek amaciyla kullanildi. Bu amagla toplanan
fraksiyonlardan TLC plakaya (Merck, Silikagel 60 Fjs4) spotlama yapildi. Plaka,
hegzan:dietileter:asetik asit (55:45:1) ¢6zeltisine bir antioksidant olarak % 0.001 BHT
ilave edilmesiyle hazirlanan ¢6zeltide yiiriitiildii (Mendoza vd., 2012). Yiirlitme sonrasi
plaka, silika jel ve iyotla hazirlanmig boyayla boyandi. Plaka {izerinde tek bant veren
fraksiyonlar birlestirildi. Birlestirilen fraksiyonlarin ¢oziiciisii, evaporatorde ugurularak

saf tung yag1 elde edildi. Saf tung yagi, amber sisede ve +4 °C’de muhafaza edildi.

2.2.9. Saflastirilan Tung Yagina Ait Spektrumun Alinmasi

Saf tung yagi, etanolle 4 pg/mL’ye seyreltildi. Elde edilen diliisyondan, UV
mikroplakaya (Costar CLS3635) 200 puL konulup mikroplaka okuyucuda (Molecular
Devices Spectramax M5 Microplate Reader) spektrumu alindi1 (Mendoza vd., 2012).

2.2.10. Mikroplakanin Kaplanmasi

Streptomyces suslarina ait fermentasyon sivilarinin lipolitik aktivite dl¢timiinde
UV mikroplaka (Costar CLS3635) kullanildi. Kaplanacak mikroplakalar, 200 puL absolu
etanol ile yikandi. Ardindan bir mikroplaka i¢in 7 mg saf tung yagi tartildi. Tartilan
yaga, ¢oOzeltideki yag konsantrasyonu 1 mg/mL olacak sekilde, % 0.01 BHT iceren

absolii etanol ¢ozeltisinden ilave edildi. Ardindan bu karisim, ultrasonik su banyosunda
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30 dk tutularak yagin karisim i¢inde dagilmasi saglandi. 30 dk sonunda emiilsiyondan
mikroplakanin her bir kuyucuguna 62.5 pL taksim edildi. Mikroplaka, etanoliin
uzaklastirilmast amaciyla 3 saat icin vakum uygulanan desikatorde bekletildi. Kaplanan
plakalar +4 °C’de muhafaza edildi (Sekil 10).

I.Etanolle yikama 2.Tung yagi ¢ozeltisinin 3.Cozeltideki etanoliin
plakaya konulmasi ugurulmasi

Sekil 10. Mikroplaka kaplama agamalar1

Tung yag1 ile kapli mikroplakada, lipaz enzimi, tung yagindan gelen
triagilgliserolii hidroliz eder. Hidroliz sonucu olusan a-eleostearik asid, p-CD ile
kompleks olusturur ve bu kompleks UV 6zelikli (Costar CLS3635) plakada 272 nm’de
maksimum absorbans verir (Sekil 11) (Mendoza vd., 2012).
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Sekil 11. Tung yagi ile kapli mikroplakada tung yaginin hidrolizi. E, lipaz ¢ozeltisi, E* ara
yiizeye tutunmus lipaz, S, substrat, P, lipoliz tirtinii (Mendoza vd., 2012).

2.2.11. Kullamlan Enzimlerin Kalibrasyonu

Inhibisyon testlerinde kullanilacak enzimlerin konsantrasyonunu belirlemek
amactyla her bir enzimin Tampon A ile 5 ng, 10 ng, 12 ng, 18 ng, 20 ng, 30 ng, 40 ng,
50 ng ve 100 ng son konsantrasyonda seyreltmeleri hazirlandi. Bu konsantrasyonlara

iliskin standart aktivite tayini yapildu.
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2.2.12. Mikroorganizmalarin Rehidrasyonu ve Canlandirilmasi
Kiltiir koleksiyonundan satin alman mikroorganizmalar liyofilize halde
gelmektedir. Liyofize suslarin rehidrasyonu ve canlandirilmasi kiiltiir koleksiyonunun

canlandirma metoduna (Sekil 12) uygun yapilmistir.

dig tip

cam yund
o igup
pamuk tikag

kurituimus pellet 1. Vakum altinda kapatiimig ¢ift tiplu liyofilize kaltor

2. Ampulan ug kismi atese tutuldu.

3. Ampulin sicak olan u¢ kismina bir iki damla su damlatiidi
ve cam catlatildi.

- / 4. Bir pensle dikkatli bir gekilde camin u¢ kismina vurularak kiriidi.

S. Bir pens yardimiyla cam yunu alindi ve i¢ tip disan ¢ikanldi.

6. Steril gartlarda pens yardimryla pamuk tikag kaldiriidi
ve i¢ tipun ast kismi atege tutuldu.

7. Kuru pellet Gzerine 0,5 mL DSMZ'nin tavsiye ettigi sivi besiyerinden
(M65 broth) ilave edilip pelletin rehidre olmasi icin 30 dk. bekiendi.

8. igen'k, pastor pipeti v.b ile nazikge karigtinldi ve M65 agar besiyerine sispansiyondan 100 pL inokile edilip
yayma ekim yapildi.
9. Suspansiyonun geriye kalan kisminin tamami 5 mL M65 sivi besiyerine inokule edildi.

Sekil 12. Liyofilize suslarin rehidrasyonu ve canlandirilmasi (DSMZ, 2012).
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Kiiltiir koleksiyonu tarafindan Streptomyces tiirleri i¢in onerilen M65 sivi ve kati
besiyerine ekilen mikroorganizmalar, 48 saat boyunca 28 °C’de (sivi besiyerleri 220
rpm’de) inkiibasyona birakildi.

2.2.13. Spor Siispansiyonlarinin Hazirlanmasi

M65 sivi besiyerinde 2 giin inkiibe edilen suslar spor agar besiyerlerine yayma
ekim yontemiyle ekildi. Petriler, suslarin spor olusturabilmesi i¢in 15 giin boyunca 28
°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda olusan sporlar petrilerden hasat edildi.
Hasat isleminde, her bir petriye 5 mL steril saf su ilave edildi. Steril bir 6ze yardimiyla
petrinin yilizeyi nazik¢e kazindi. Kazinti, igerisinde steril pamuk bulunan ve bir falkon
tipe yerlestirilmis ve pompasi ¢ikarilmig steril enjektore aktarildi. Tiplerin agzi
kapatild1 ve tiipler, 2000 rpm’de 20 sn santriflij edildi. Pamuktan siiziiliip falkon tiipe
gecen spor silispansiyonu alindi. Bu kismin % 20’lik gliserol stogu hazirlandi.

Hazirlanan stispansiyonlar, -20 °C’de muhafaza edildi.

2.2.14. Neubauer Lamu ile Spor Sayim

Spor hasadini takiben hazirlanan siispansiyonlarda, Neubauer lam1 (Sekil 13) ile
spor sayimi yapildi. Sayimda, lam iizerindeki 5 adet karedeki sporlar ayr1 ayr1 sayilip
ortalamalar1 alindi. Spor sayisi - (Ortalama)x25x50x10% formiilii kullanilarak

hesaplandu.

Sekil 13. Neubauer lami (URL-8).
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2.2.15. Prekiiltiir Hazirlanmasi

Her bir sus i¢in bir adet steril tiipe 5 mL M65 besiyeri taksim edildi. Besiyerleri
oda sicakligma geldikten sonra stok spor siispansiyonlarindan 100 pL ilave edildi.
Kiiltiirler, 2 giin 28 °C’de inkiibe edildi.

2.2.16. Genel Tarama

Farkli fermentasyon ortamlarmin, inhibitor etkili metabolit Giretimine etkisinin
arastirtlmas1 amaciyla yukarida bahsi gegen besiyerlerinden, besiyeri sayisinca (13)
tiplere 9.5 mL ilave edildi. Hazirlanmis prekiiltiirlerden bu tiiplere 500 pL inokiile
edildi. Ardindan tiipler, 28 °C’de 7 giin igin, inkiibasyona birakildi. Yedi giin boyunca

her bir tiipe her giin 6rnekleme islemi uygulandi.

2.2.17. Ornekleme islemi

Her bir tiipten, ayr1 ayr1 1 mL fermentasyon sivisi alinarak mikrosantrifiij tiiplere
konuldu. Tiipler, 10000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatant kisimlar1 alinip
baska tiiplere aktarildi ve lizerlerine aym1 hacimde DMSO ilave edildi. Bu sekilde

hazirlanan tiipler, -20 °C’de muhafaza edildi.

2.2.18. Lipolitik Aktivite Tayini

Inkiibasyon plakasi kuyucuklarma bir hacim &rnek numune ile iki hacim
Tampon A ile hazirlanmis 3.2 mg/mL konsantrasyonlu enzim ¢6zeltisinden konuldu;
ardindan plaka, oda sicakliginda 30 dk inkiibe edildi. 30 dk sonra inkiibasyon plakasinin
her bir kuyucugundan, 100 pL almarak 1900 pL Tampon A bulunan seyreltme
plakasina aktarild.

100 puL almarak 1900 pL. Tampon A bulunan seyreltme plakasina aktarild.
Devaminda ise seyreltme plakasindan 20 uL 6rnek alinarak tung yagi ile kaplanmis ve
180 uLL Tampon B bulunan okuma plakasina ilave edildi. Son olarak; okuma plakas,
onceden 37 °C’ye 1sitilmig mikroplaka okuyucuya yerlestirildi ve 272 nm’de, 40 dk

kinetik okuma yapildi. Plaka hazirlama asamalar1 Sekil 14’de sematize edilmistir.
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inkiibasvon plakasi

1 2 3 6 7 g 9 10 |11 | 12
A
B
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l 100 pl.
Dileyon plakasi

1 2 3 6 7 g 9 10 |11 |12
A
B
C
D
E
F
G
H

Okuma plakasi l 20t

1 2 3 6 7 8 9 1o |11 |12
A
B
C
D
E
F
G
H

Sekil 14. Lipolitik aktivite tayini basamaklari
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2.2.19. Ikinci Asama Uretimi

Ilk taramada % 50 civarinda inhibisyon gdsteren susun 50 mL’de iiretimi
yapildi. Bu amagla her bir susun, ilgili 50 mL besiyerine, prekiiltiiriinden 5 mL inokiile
edildi ve besiyerleri 28 °C’ de 7 giin inkiibasyona birakild1.

2.2.20. Biiyiik Hacimde Uretim

Ikinci asama iiretimi sonucunda basarili sonug veren (% 50 civar1 inhibisyon
gosteren) sus/besiyeri ikililerinin biiyilk ¢apta tretimleri yapildi. Bu amagla
Streptomyces griseus DSM41107 susu, 500 mL M6 ve 300 mL TB besiyerlerinde
iiretildi. Oncelikli olarak; Streptomyces griseus subsp. griseus DSM41107 susunun spor
stispansiyonundan, 5 mL M6 besiyerine 250 uL inokiile edilerek 28 °C’ de 36 saat
inkiibe edildi. bu siire sonunda olusan prekiiltiir, 50 mL M6 besiyerlerine aktarilarak 28
°C’ de 1 giin daha inkiibe edildi. Bu sekilde kademeli olarak hazirlanan son prekiiltiir,
500 mL M6 besiyerine ilave edilerek 28 °C’de giin inkiibasyona birakildi. Islem

asamalar1 Sekil 15°te sematize edilmistir.

Sekil 15. Kiigiik hacimden biiyiik hacimli tiretime gegis asamalari

TB besiyerinde yapilan biiyiik hacimde tiretim de M6 besiyerindeki gibi yapildi.

Ayrica Streptomyces rimosus subsp. paromomycinus DSM41429 susunun YP ve
M6 besiyerlerinde, Streptomyces auratus DSM41897 susunun da M6 ve YP
besiyerinde, S. antibioticus DSM40234 susunun M6 besiyerinde 100’er mL’lik
iiretimleri yapildi. Uretim esnasinda izlenen Streptomyces griseus subsp. griseus
DSM41107/M6 iiretiminde oldugu gibidir.
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2.2.21. Ekstraksiyon

Inkiibasyon siireleri sonrasinda, tiim fermentasyon sivilari, 9000 rpm’de 10 dk
santriflij edildi. Stipernatant kisimlar1 alinip {izerlerine 2 hacim etil asetat ya da 1:1
orant kullanilip sulu fazm ikinci kez ekstraksiyonu yapilarak metabolitlerin
ekstraksiyonlar1 yapildi. Olusan bu karigimlar, 2 saat igin sicak ekstraksiyon sistemine
baglandi. ki saatin sonunda her bir karisim ayirma hunisine aktarildi. Faz ayrimi
gerceklesince iist fazlar alindi. Ust fazlarm her birine su tutucu olarak susuz sodyum
siilfat ilave edildi. Ardindan ¢oziicii (etil asetat), evaporatorde (IKA® RV 10) uguruldu.
Evaporasyon sonrasi elde edilen ekstraktlar, DMSO ile ¢oziilerek alindi ve +4 °C’de
saklandu.

Bu amagla Streptomyces griseus DSM41107 susunun M6 besiyerinde ve TB
besiyerinde, Streptomyces rimosus subsp. paromomycinus DSM41429 susunun YP ve
M6 besiyerlerinde, Streptomyces auratus DSM41897 susunun da M6 ve YP
besiyerinde, S. antibioticus DSM40234 susunun M6 besiyerinde {iretimlerinin

yapilmasiyla elde edilen fermentasyon sivilar1 ekstrakte edildi.

2.2.22. Biyoaktif Molekiillerin Kismi Saflastirilmasi

Kismi saflastirmada TLC tekniginden yararlanildi. Streptomyces griseus subsp.
griseus DSM41107 susunun M6 besiyerindeki tliretiminden elde edilen 22.1 mg/mL
konsantrasyonlu ekstrakt, preperatif TLC plakasina (Silikagel 60 Fys4, 0.5 mm, 20x20
cm) spotlanarak asetonitril:diklorametan (1:1) ¢6zeltisinde yiiriitiildii (Sekil 16).

Sekil 16. Ekstraktin preperatif TLC plakasinda yiirtitiilmesi
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Yiiriitme sonrasi ii¢ ayr1 bant olusmustur. Olusan bantlar, yukaridan asagiya F1,

F2 ve F3 olarak isimlendirildi (Sekil 17).

Sekil 17. Preperatif TLC plakasinin yiiriitme sonras1 UV altindaki goriintiisii ve F1, F2,
F3 bantlar1.

F1, F2 ve F3 olarak isimlendirilen kisimlar kazinarak alindi. Alinan her bir bant
birer erlene konuldu ve tizerlerine 25 mL etil asetat ilave edildi. Erlenlerin icerisine
birer manyetik bar birakildi ve 20 dk siireyle Karistirildi. 20 dk sonunda karisim filtre
kagidi yardimiyla siiztildii. Stziintiiddeki ¢oziicii evapore edildi. Evaporasyonla elde
edilen ekstrakt, DMSO’da ¢6ziilerek lipolitik aktivite tayini i¢in kullanildi. Bu islemler
neticesinde, inhibitor etkili metabolitin, asetonitril:diklorometan ¢ozeltisinde
yiriimedigi kanaatine varildi. Sonug¢ olarak Streptomyces griseus subsp. griseus
DSM41107 ekstrakti, hegzanla 1:15 oraninda seyreltildi. Elde edilen diliisyon, silika jel
(Sigma-Aldrich, 60-100 Mesh) sabit faziyla doldurulan ve hegzanla yikanan kolona
(cam, 5x3.5 cm) yiiklendi (Sekil 18).

Sekil 18. Numune yiiklenmis kolon
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Kolon, 6nce hegzan ile daha sonra asetonitril:diklorametan ¢ozeltisiyle son
olarak da etanol ile yikandi. Etanol ile hazirlanan fraksiyonlarin ¢oziiclisii evapore

edildi. Elde edilen ekstraktin, HPLC’de spektrumu alindi.

2.2.23. Biyoaktif Molekiiliin Belirlenmesi

F3 banti, preperatif plakanin spotlama yapilan kismima tekabiil etmektedir ve bu
kisim, lipolitik aktivite tayininde plakada olusan diger bantlara kiyasla ¢ok daha fazla
inhibisyon gostermistir. Buradan yola ¢ikarak inhibitér etkili metabolitin
asetonitril:diklorometan ¢ozeltisinde yliriimedigi anlasildi. Bu sebeple; Streptomyces
griseus subsp. griseus DSM41107 susunun M6 besiyerinde iiretilmesiyle elde edilen ve
etanol ile olusturulan ekstrakti, hegzanla 1:15 oraninda seyreltildi. Elde edilen diliisyon,
silikajel doldurulmus ve Onceden hegzanla birka¢ kez yikanmis kolona yiiklendi.
Devaminda kolon, 6nce hegzanla daha sonra asetonitril:diklorometan ¢6zeltisiyle
sonrasinda da etanolle yikandi. Etanolle hazirlanan fraksiyonlar toplandi ve ¢oziiciisii
evapore edildi. Evaporasyonla elde edilen ekstrakt, HPLC cihazinda (Thermo Finnigan
Surveyor) analiz edildi.

HPLC cihazinda; ekstrakt, C18 ters faz kolonunda, metanol-su gradienti ile 1
mL/dk hizla kolondan gegirildi. Olgiim 250 nm’lik dalga boyunda yapild: (Sekil 19).

Orlistat, HPLC cihazinda, C18 ters faz kolonunda, metanol-su gradienti ile 1
mL/dk hizla kolondan ge¢irildi. Olgiim 250 nm’lik dalga boyunda yapild: S. griseus
subsp. griseus DSM41107/M6 ekstrakti kromotogramina ¢ok benzer bir kromotogram
(Sekil 52) elde edilmistir.

Sekil 19. Analizde kullanilan HPLC cihaz1 (Thermo Finnigan Surveyor)
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Kismi saflastirilan numunenin metanolle 1000 ppm’lik ¢ozeltisi hazirlandi.
Cozelti, LC-MS (Thermo Scientific TSQ Access Max)’e verilerek spektrumu alindu.
2.2.24. Kismi Saflastirilan Metabolitin Bazi Mikrobiyal Lipazlara Kars: Inhibitér

Aktivitesinin Olciilmesi
HPLC’den alinan fraksiyonlardan (yaklasik 12.dk’ya ait fraksiyon) elde edilen

ekstraktin, DMSO ile 7 mg/mL’lik diliisyonu hazirlandi. Diliisyonun, spektrofotometrik
yontemle Mucor javanicus ve Candida rugosa lipazlarina karsi inhibitor etkisi test
edildi.

2.2.25. Florojenik Yontem ile Lipolitik Aktivite Tayini
2.2.25.1. Inkiibasyon Plakasinin Hazirlanisi

Plaka kuyucuguna 3 mg/mL konsantrasyonlu dérnekten 25 uL ve 6rnege karsilik
Tampon C ile hazirlanmis enzim ¢6zeltisinden 75 pL konuldu. Numune korii olarak bir
kuyucuga 100 pL tampon, enzim kontrolii i¢in ise 25 pL tampona karsilik 75 pL enzim
ilave edildi. Hazirlanan plaka, oda sicakliginda 30 dk inkiibe edildi (Nakai vd., 2005).

2.2.25.2. Seyreltme Plakasinin Hazirlanmasi

Seyreltme plakasma 190 pL Tris-HCI tamponu konuldu. Uzerine inkiibasyonu
tamamlamis inkiibasyon plakasindan 10 pL ilave edilerek seyreltme plakasi hazirlandi
(Nakai vd., 2005).

2.2.25.3. Okuma Plakasimin Hazirlanmasi

Okuma plakas1 (Grenier Microlan) kuyucuguna sirasiyla, 25 pL saf su, 50 pL
substrata (4 MUOQ) ve de diliisyon plakasindan 25 uL o6rnek ilave edilerek hazirlandi.
Plaka, 37 °C*de 20 dk inkiibe edildi (Nakai vd., 2005).

2.2.25.4. Plakanin Okutulmasi

Plaka, onceden 37 °C’ye sitilan mikroplaka okuyucuya (Molecular Devices
Spectramax M5 Microplate Reader) yerlestirildi. Excision 355 nm, Emission 460 nm
dalga boylarinda, 20 dk kinetik okuma yapildi (Nakai vd., 2005).
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3. BULGULAR

3.1. Tung Yagimin Saflastirilmasi
Lipolitik aktivite testinde kullanilacak plakalarin kaplanmasinda tung yagina
ihtiya¢ vardir. Ham tung yagmin iki kez saflastirilmasiyla elde edilen saf tung yaginin,

272 nm’de maksimum absorbans verdigi belirlendi (Sekil 13).

—— Etanol —Bir kez saflastirilan tung yagi
—— Iki kez saflastirilan tung yagi ——Ham tung yag1
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P T\
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240 250 260 270 280 290 300
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—_ o

Sekil 20. Saflastirilan tung yagina ait spektrum

3.2. Enzim Kalibrasyonu

0,075 - y=0,0027x +0,0243
R?=0,9964
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0,055 -

Egim

0,050 -
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Sekil 21. DPE konsantrasyon, egim grafigi
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Sekil 22. C. rugosa lipaz1 konsantrasyon, egim grafigi

0,120
0,100
0,080
£
= 0,060
=
0,040

0,020

0,000

L]

y =0,0071x + 0,0092
R2= 09756

5

10
M. javanicus lipazi (ng)

15

Sekil 23. M. javanicus lipazi konsantrasyon, egim grafigi

3.3. Spor Sayim Sonugclar

Spor hasadi sonrasinda her bir sus i¢in spor sayimi yapildi. Sonuglar su

sekildedir:

1. Streptomyces griseus subsp. griseus DSM41107 icin, 2.9x10" adet,

2. S. toxytricini DSM40178 icin, 2.1x10 adet,

3. S. griseus subsp. griseus DSM40693 i¢in, 3.3x10" adet,
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4. S. rimosus subsp. paramomycinus DSM41429 igin, 4.9x10" adet,
5. S. fradiae DSM40063 igin, 2.8x10" adet,
6. S. antibiticus DSM40234 icin, 1.8x10" adet,
7. S. auratus DSM41897 icin, 2.3x10" adet’ tir.
3.4. Genel Tarama

% 50’nin lizerinde inhibisyon gostererek pozitif olarak degerlendirilen
sug/besiyerlerine iliskin sonuglar Sekil 24-34 araligindaki grafiklerde verilmistir.
Grafiklerde yer alan T+, inhibitdr igermeyen pozitif enzim kontroliinii, kalan aktivite
(%), giinlere ait 6rnekleme sonuglarmm DPE ile muamele edildikten sonra kalan enzim

aktivitesini ifade etmektedir.

100%

100% - gl
770
80% - a0 71% 66%

59%

60% - 2%
40% -

20% -

Kalan aktivite (%)

0% T T T T 1 T T T T
T+ M6 lgin 2.gin 3.gin 4.gin 5.gin 6.gin 7.gin

Sekil 24. Streptomyces fradiae DSM40063 susunun M6 besiyerinde kalan aktiviteleri

100% i
100% - 1%

20% - 73% o, 56% 71%

60% - 49%
40% -

20% -

Kalan aktivite (%)

0% T T T T T T T T T
T+ M6 lgin 2.gin 3.gin 4.gin 5.gin 6.gin 7.gin

Sekil 25. S. antibioticus DSM40234 susunun M6 besiyerinde kalan aktiviteleri
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Sekil 26. Streptomyces rimosus subsp. paromomycinus DSM41429 susunun YP
besiyerinde kalan aktiviteleri
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Sekil 27. Streptomyces rimosus subsp. paromomycinus DSM41429 susunun M6
besiyerinde kalan aktiviteleri
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Sekil 28. Streptomyces rimosus subsp. paromomycinus DSM41429 susunun M7
besiyerinde kalan aktiviteleri

32




100.0%
100.0% -
S 80.0% - L% 65.5%
& 39.2% 56,204
= 60.0% - -
7 B 36.7% 40.1%
S 40.0% -
= 0
=
5 20.0% -
0,0% 1 1 1 1 1 1 1 1 1
T+ Ml lgin 2.gin 3.gin 4.gin 5.gin 6.gin 7.gin

Sekil 29. Streptomyces rimosus subsp. paromomycinus DSM41429 susunun M1
besiyerinde kalan aktiviteleri
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Sekil 30. Streptomyces rimosus subsp. paromomycinus DSM41429 susunun M65
besiyerinde kalan aktiviteleri
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Sekil 31. Streptomyces rimosus subsp. paromomycinus DSM41429 susunun M2
besiyerinde kalan aktiviteleri
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Sekil 32. Streptomyces auratus DSM41897 susunun M6 besiyerinde kalan aktiviteleri
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Sekil 33. Streptomyces griseus subsp. griseus DSM41107 susunun TB besiyerinde
kalan aktiviteleri

120%

1059 - 100% 970,

1% 84%o

\o

<

o
]

75% - 64% 66%0

60% - 51%

150
42%0 11%

45% -+

30% -~

Kalan aktivite (%)

15% -

0% T T T T T T T T T
T+ M6 1l.gun 2.guin 3.glin 4.glin S5.gin 6.glin 7.gilin

Sekil 34. Streptomyces griseus subsp. griseus DSM41107 susunun M6 besiyerinde
kalan aktiviteleri
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3.5. Tkinci Asama Uretimi

Streptomyces griseus subsp. griseus DSM41107, S. griseus subsp. griseus
DSM40693, S. rimosus subsp. paramomycinus DSM41429, S. auratus DSM41897, S.
fradiae DSM40063, S. antibiticus DSM40234 suslarinin ilgili 50 mL besiyerlerine ait

sonuclar Sekil 35-45 arasinda yer almaktadir.
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Sekil 35. Streptomyces auratus DSM41897 susunun YP besiyerinde kalan aktiviteleri
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Sekil 36. Streptomyces auratus DSM41897 susunun M6 besiyerinde kalan aktiviteleri.
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Sekil 37. Streptomyces antibioticus DSM40234 susunun M6 besiyerinde kalan
aktiviteleri
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Sekil 38. Streptomyces griseus subsp. griseus DSM41107 susunun M6 besiyerinde
kalan aktiviteleri
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Sekil 39. Streptomyces griseus subsp. griseus DSM41107 susunun TB besiyerinde
kalan aktiviteleri
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Sekil 40. Streptomyces fradiae DSM40063 susunun M6 besiyerinde kalan aktiviteleri
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Sekil 41. Streptomyces rimosus subsp. paromomycinus DSM41429 susunun M1

besiyerinde kalan aktiviteleri
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Sekil 42. Streptomyces rimosus subsp. paromomycinus DSM41429 susunun M2

besiyerinde kalan aktiviteleri
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Sekil 43. Streptomyces rimosus subsp. paromomycinus DSM41429 susunun M6

besiyerinde kalan aktiviteleri
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Sekil 44. Streptomyces rimosus subsp. paromomycinus DSM41429 susunun M7
besiyerinde kalan aktiviteleri
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Sekil 45. Streptomyces rimosus subsp. paromomycinus DSM41429 susunun M65
besiyerinde kalan aktiviteleri
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Sekil 46. Streptomyces rimosus subsp. paromomycinus DSM41429 susunun YP
besiyerinde kalan aktiviteleri
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Sekil 47. Streptomyces rimosus subsp. paromomycinus DSM40693 susunun YP
besiyerinde kalan aktiviteleri

3.6. Biiyiik Hacimde Uretim

Streptomyces griseus DSM41107 susunun M6 besiyerinde 500 mL’lik ve TB
besiyerinde 300 mL’lik, Streptomyces rimosus subsp. paromomycinus DSM41429
susunun YP ve M6 besiyerlerinde, Streptomyces auratus DSM41897 susunun da M6 ve
YP besiyerinde, S. antibioticus DSM40234 susunun M6 besiyerinde 100’er mL’lik

uretimleri yapildi. Ardindan besiyerleri, ilgili susun maksimum diizeyde inhibitor etki

gosterdigi giin sliresince inkiibe edildi.

3.7. Ekstraksiyon ve Kismi Saflastirma

Biiyiik hacimde iiretimle elde edilen fermentasyon sivilar1 ekstrakte edilmesiyle.
S. griseus subsp. griseus DSM41107 susunun M6 besiyerinde tiretiminden 53.3 mg ham
ekstrakt elde edildi. Bu ekstraktin 31.2 mg/mL (DMSO ile) ve 22.1 mg/mL (Etil asetat
ile) konsantrasyonlu ve 23.68 mg/mL (DMSO ile) konsantrasyonlu M6 ekstraktlar elde
edildi. Preperatif TLC plakasina yiiklenen 22.1 mg/mL S. griseus subsp. griseus
DSM41107/M6 ekstraktinin yiiriitme sonrasinda plakada olusan bantlar Sekil 48°de

verilmistir.
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Sekil 48. Preperatif TLC plakasinin yiirtitme sonras1 UV altindaki goriintiisii

100% - 92%

)
0
<
o
1

64%

60% -

40%0 -

Kalan aktivite (%

20% - 0%

0%o

T+ F1 F2 F3

Sekil 49. F1, F2 ve F3 bantlarinin 5 mg/mL konsantrasyonlu ekstraktlarinin kalan
aktivite grafigi

S. griseus subsp. griseus DSM41107/M6 ekstrakti, M6 besiyeri ekstrakti ve
F3’tin DMSO ile hazirlanan ekstraktlariin lipolitik aktivite testine iliskin sonuglar
Sekil 50°de gosterilmistir.

120%
° 100%
100% |
— 80% - 69%
£ 60% -
=
£ 140% -
E o 119 Qo,
= 20% - o o
£ 0% ‘ | , — |
S T+ S. griseus subsp. M6 ekstrakt F3
griseus
DSM41107/M6
ekstrakti

Sekil 50. Ekstraktlara iligkin kalan aktivite grafigi
Kismi saflastirilan ekstraktin HPLC’de alinan spektrumu Sekil 51°de verilmistir.
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Sekil 51. S. griseus subsp. griseus DSM41107/M6 ekstraktina ait kromotogram

HPLC’de analiz edilen orlistata ait kromotogram (Sekil 52) kismi saflastirilan S.

griseus subsp. griseus DSM41107/M6 ekstraktina ait kromotograma (Sekil 51)

benzemektedir

mAT

60

40

20

0

2 3 4

b]

]
Dakika

Sekil 52. Orlistata ait HPLC kromotogrami
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LC-MS (Thermo Scientific TSQ Access Max) cihazina verilen numune ve orlistata ait

pikler sirasiyla Sekil 53 ve Sekil 54’te gosterilmistir.
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Sekil 53. Numuneye ait MS spektrumu
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Orlistata ait MS spektrumu

Sekil 54



Streptomyces auratus DSM41897 susunun M6 ve YP besiyerlerinde

iretilmesiyle elde edilen ham ekstrakt miktarlar1 swrasiyla 11.2 mg ve 10.3 mg,

Streptomyces rimosus subsp. paromomycinus DSMA41429 susunun YP ve M6

besiyerlerinde iiretilmesiyle elde edilen ham ekstrakt miktarlari sirastyla 9.4 mg ve 11.7

mg, S. antibioticus DSM40234 susunun M6 besiyerinde tiretilmesiyle ham ekstrakte

miktar1 4.2 mg’dir. Ekstraktlara ait lipolitik aktivite tayini sonuglar1 Sekil 55°te

verilmistir.

120%
100%
80%
60%
40%
20%

0% -

Kalan aktivte (%)

Sekil 55. 10 mg/mL konsantrasyonlu ekstraktlarin kalan aktivite degerleri

$ 120% 17100%
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Sekil 56. HPLC’de yaklasik 12.dk’da toplanan fraksiyonlara ait ekstraktin farkli
konsantrasyonlarinin DPE’ye kars1 inhibitor aktivitesi
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Orlistat
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Sekil 57. HPLC’de yaklagik 12.dk’da toplanan otlistat fraksiyonunun DPE’ye kars1
inhibitor aktivitesi

3.8. Kismi Saflastirilan Metabolitin Baz1 Mikrobiyal Lipazlara Kars Inhibitor
Aktivitesinin Olciilmesi
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javanicus) rugosa) lipaz1 lipaz1

Sekil 58 . HPLC’de 12.dk’da toplanan fraksiyonlara ait ekstraktin (7 mg/mL) bazi
mikrobiyal lipazlara kars1 inhibitor aktivitesi

3.8. Florojenik Yonteme iliskin Sonuclar

S. griseus subsp. griseus DSM41107 susunun M6 besiyerinde iiretilmesiyle elde
edilen, kolonda kismi saflastirilan ve ardindan HPLC’de alikonma siiresine gore
fraksiyonlara ayrilan ekstraktin yaklagik 12°nci dk’da toplanan fraksiyonunun,

florojenik yontemle yapilan testte % 90 oraninda inhibisyon gosterdigi belirlendi.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Fermentasyon Ortamlarinin Optimizasyonu

Streptomyces’lerin gelisimleri igin genellikle maya Ozitii, malt Oziiti ve
glukozdan olusan besiyerleri tercih edilmektedir. Bu besiyerleri bakterilerin gelismeleri
icin gerekli olan besleyici maddeleri ihtiva etmektedir, fakat o6zellikle kompleks
yapidaki sekonder metabolitlerin sentezlenebilmesi i¢in farkli maddelerin ilavesine de
ithtiya¢ duyulabilmektedir.

Bu ¢alismada incelenen suslar, genel taramada farkli bilesenlere sahip 13 farkli
besiyerinde tiretilmistir. Yedi adet susun, besiyerlerinden hangisinde iiretilmesiyle ve ne
kadar siire boyunca inkiibe edilmesiyle maksimum diizeyde inhibisyonun saglandigi
saptanmaya c¢aligilmistir. Boylelikle inhibitor tiretimi yoniinden hangi besiyerinin tercih
edilmesi gerektigi ve ka¢ glinliik inkiibasyon siiresine ihtiya¢ oldugu konusunda bir 6n
bilgi edinmemizi saglamistir. Bu amagla her bir besiyeri ve susa ait fermentasyon
stvisindan yedi giin boyunca yapilan drnekleme sonuglari, pankreatik lipaz inhibisyonu
bakimmdan test edilmistir. Genel taramada, M1, M2, M6, M7, M65, YP ve TB
besiyerleri 6ne ¢ikmis ve hemen hemen biitiin suslar % 50’nin iizerinde inhibisyon
gostermistir. Ikinci asama iiretim sonuclar1 dikkate alindiginda, YP, TB, M1, M2 ve
M6, M7 besiyerlerinden elde edilen sonuglar diger besiyerlerine kiyasla one ¢ikmistir.
Biiylik hacimde tiretimde, S. griseus subsp. griseus DSM41107 susunun M6 ve TB
besiyerlerinde tiretimi yapilmistir. Yapilan bu analizler sonucunda, S. griseus subsp.
griseus DSM41107 susu i¢in M6 olarak isimlendirilen besiyerinin en uygun besiyeri
oldugu tespit edilmistir. Bunun yaninda ayni susun TB besiyerindeki tiretimine ait
ekstraktin DPE’yi % 92 oraninda inhibe ettigi testte TB besiyeri ekstrakti ise % 91
inhibisyon diizeyine (Sekil 55) ulasmustir. Dolayisiyla S. griseus subsp. griseus
DSM41107/TB ekstraktinda gozlemlenen inhibisyonun besiyerinden kaynaklandig:
sonucuna varilmigtir.

M6 besiyeri, nisasta, maya ekstrakti, malt ekstrakti, CaCOj3 icermektedir ve S.
griseus subsp. griseus DSM41107 susunun bu besiyerinde, 28 °C’de, 6 giin siiren
inkiibasyonuyla maksimum diizeyde inhibitor etkili metabolit elde edilmistir. M6
besiyeri bilesenlerinden maya ekstrakti; temelde amino asit, peptid, karbonhidrat ve
mineral madde igerigi ile malt ekstrakti; basta maltoz, glikoz, dekstrin, azotlu madde ve
mineral madde icerigi ile ve de nisasta, CaCOs bilesenleriyle susun maksimum diizeyde

inhibitor etkili metabolit iretimini saglamistir.
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Streptomyces vayuensis N2 susunun streptolipin inhibitorii tiretiminde kullanilan
optimize besiyeri; dekstroz, soya unu, msir likorii, nisasta ve CaCOs bilesenlerinden
olusmakta olup susun bu besiyerinde 30 °C’de 7 giinliikk inkiibasyonu sonrasinda
maksimum diizeyde streptolipin inhibitorii elde edilmistir (Kilaru, 2005).

Ebelakton(lar), tiretiminde Streptomyces MG7-G1 susu, gliserin, balik unu ve
CaCOg3 igerikli besiyerinde, 27 °C’de 3 giinliik inkiibasyon siiresiyle maksimum
diizeyde tiretilmistir (Umezewa vd., 1982).

Orlistat lretiminde kullanilan optimize besiyeri, M6 besiyeri bilesenlerinden
oldukea farkli olarak: soya unu, soya peptonu, soya yagi, pamuk tohumu unu, gliserol,
Triton- X-100 bilesenlerini icermektedir. Bu besiyerinde, inhibit6r tiretiminin, 6-7. giin
arasinda maksimuma ulastig1 bildirilmistir (Erdei vd., 2005).

Streptomyces sp. MTCC 5219 susunun inhibitor etkili metabolit tiretiminde
nigasta, glukoz, soya unu, maya ekstrakti, CaCO3, NaCl ve MgSO,’den olusan besiyeri
kullanilmistir. 28 °C’de 3 giin siiren inkiibasyon sonrasinda maksimum diizeyde
inhibitor etkili metabolit tiretilmistir (Tokdar, 2011).

Sonug olarak; M6 besiyeri, inhibitér madde iiretiminde kullanilan optimize
besiyerlerinden streptolipin iiretiminde tercih edilen besiyeriyle nisasta ve CaCOj3
bilesenleri, ebelakton(lar) tiretimi i¢in kullanilan besiyeriyle CaCOjz bileseni ve
Streptomyces sp. MTCC 5219 susunun inhibitor etkili metabolit liretiminde tercih edilen
besiyeri ile nigasta, CaCOs; ve maya ekstrakti bilesenleri yOniinden benzerlik
gostermektedir.

M6 besiyeri, S. antibioticus DSM40234 susu i¢in de i¢ermis oldugu maya
ekstrakti, malt ekstrakti, nisasta ve CaCOgs bilesenleri ile optimize besiyeri olmustur.
Susun, M6 besiyerinden elde edilen 10 mg/mL konsantrasyonlu ekstraktinin DPE’yi %
79 oraninda inhibe ettigi test deney sonuglar1 (Sekil 55) bunu desteklemektedir.

Maksimum diizeyde inhibitér etkili metabolitin iiretimi igin gerekli optimum
inkiibasyon siiresi; ebelakton(lar) iiretimine gore (3 giin) uzun iken orlistat (6-7 giin) ve
streptolipin (7 giin) tiretim stirelerine yakin olup 6 giindiir.

Calismamizda, suslar arasinda Onemli farklhiliklar bulunmasma ragmen
maksimum inhibisyon, ¢ogunlukla 3. ve 4. giinlerde gdzlendi. Inkiibasyon siiresinin
lipsatin iiretimine nazaran kisa olmasi ve M6 besiyeri bilesiminin diger besiyeri

bilesenlerine nazaran sade olusu olas1 maliyetleri kismen diisiirme ac¢isindan 6nemlidir.
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4.2. Inhibitér Uretimi

Genel tarama sonuglarmma gore S. fradiae DSM40063 susunun M6 besiyerinde
(Sekil 24) gelisimiyle elde edilen oOrneklemelerin inhibisyon testinde 4. giin
orneklemesinin DPE’yi en yiiksek diizeyde (% 62) inhibe ettigi saptanmustur.

S. antibioticus DSM40234 susunun M6 besiyerinde (Sekil 25) tiretimiyle elde
edilen Orneklemelerin inhibisyon testinde; ilgili sus, 3. giinde maksimum diizeyde
inhibisyon (% 63) gostermistir.

S. rimosus subsp. paromomycinus DSM41429 susunun YP (Sekil 26), M1 (Sekil
29), M2 (Sekil 31), M6 (Sekil 27), M7 (Sekil 28) ve M65 (Sekil 30) besiyerlerinde
gelisimiyle elde edilen Orneklemelerin inhibisyon testinde; maksimum diizeyde
inhibisyonlar sirasiyla 5. giinde (% 72), 2. giinde (% 80), 5. giinde (% 62), 4. glinde (%
74), 5. giinde (% 71) ve 3. giinde (% 83) gbézlemlenmistir.

S. auratus DSM41897 susunun M6 (Sekil 32) besiyerinde gelisimiyle elde
edilen 6rneklemelere ait sonuglarda, maksimum diizeyde inhibisyona 4. giinde (% 69)
rastlanmustir.

S. griseus subsp. griseus DSM41107 susunun ise M6 (Sekil 34) ve TB (Sekil 33)
besiyerlerinde gelisimiyle elde edilen Orneklemelere ait sonuglarda maksimum
inhibisyon diizeyine TB besiyeri O6rneklemesi i¢in 6. giinde (% 61), M6 besiyeri
orneklemesi i¢in 6. glinde (% 59) ulagilmistir.

Ikinci asama iiretimi sonuglar1 dikkate alindiginda; S. fradiae DSM40063
susunun M6 besiyerinde (Sekil 40) maksimum inhibisyon diizeyine (% 42) 3. giinde
rastlanmistir. Genel tarama ve ikinci asama tiretimi sonuglar1 mukayese edildiginde;
inhibisyon derecesinin  ikinci asama iretimde azalmasi inhibitdr madde
konsantrasyonunun azalmasma baglanmis olup maksimum inhibisyonun gorildigi
giinler arasinda bir baglant1 kurulamamustur.

S. antibioticus DSM40234 susunun M6 besiyerinde (Sekil 37) iiretimiyle elde
edilen Orneklemelerin inhibisyon testinde ilgili sus, 6. glinde maksimum diizeyde
inhibisyon (% 60) gostermistir. Bu sonug, genel tarama sonucuyla hem inhibisyon
diizeyi hem de maksimum inhibisyonun gorildigi giin (Sekil 25) agisindan farklidir.
Inhibisyonun artan iiretim hacminde azalmasi beklenen bir sonug¢ iken iki {iretim

arasinda optimum giin yoniinden bir baglant1 kurulamamustir.
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Streptomyces auratus DSM41897 susunun YP besiyerinde (Sekil 35) ve M6
besiyerinde (Sekil 36) maksimum inhibisyonun goriildiigii giinler; sirasiyla (% 50) ve
(% 53) olarak gozlemlenmistir.

S. griseus subsp. griseus DSM41107 susunun ise M6 (Sekil 38) ve TB (Sekil 39)
besiyerlerinde gelisimiyle elde edilen oOrneklemelere ait sonuglarda, maksimum
inhibisyon diizeyine M6 besiyeri orneklemesi ig¢in 6. giinde (% 45), TB besiyeri
orneklemesi i¢in de 6. giinde (% 42) ulasilmistir. Bu sonuclar, genel tarama sonucuyla
maksimum inhibisyonun goriildiigli giinler agisindan ayni iken inhibisyon diizeyi daha
diisik olarak gozlemlenmistir bu da inhibitor etkili metabolitin konsantrasyonunun
ikinci agama iiretimde artan {iretim hacmine bagli olarak azalmasi sebebiyle normal
karsilanmistir.

S. rimosus subsp. paromomycinus DSM41429 susunun M1 (Sekil 41), M2 (Sekil
42), M6 (Sekil 43), M7 (Sekil 44), M65 (Sekil 45) ve YP (Sekil 46) besiyerlerinde
gelisimiyle elde edilen oOrneklemelerin inhibisyon testinde; maksimum diizeyde
inhibisyonlar sirasiyla 6. giinde (% 42), 4. giinde (% 45), 6. giinde (% 38), 2. giinde (%
41), 5. giinde (% 47) ve 2. giinde (% 34) gozlemlenmistir. Bu sonuglar, genel tarama
sonucuyla mukayese edildiginde optimum giin genel taramada; M1 besiyeri i¢gin 2. giin
olarak gdzlemlenmistir. Inhibitdr etkili metabolitin 2. giinde degil de 6. giinde (ikinci
asama tiiretimi sonucu) maksimum diizeyde iiretilmesi sonucu, 2 giinliik siire, iiretim
icin ¢ok kisa oldugundan dikkate deger bulunmustur.

M2 besiyeri i¢in ise genel taramada 5. giin optimum giindiir (Sekil 31) ve ikinci
asama Uretimde siire daha kisa olup 4. giinde maksimum inhibisyon diizeyi
gozlemlenmistir. Optimum giin siiresi iki iiretim i¢in birbirine yakin olup ikinci asama
iiretimde inhibisyon diizeyindeki azalis inhibtér madde konsantrasyonundaki azalisa
baglanmstir.

M6 besiyeri igin; genel taramada optimum giin, 4. giin (Sekil 27, % 74) iken
ikinci asamada bu siire yine 4. giin olarak tespit edilmistir. ikinci asama iiretimde artan
iiretim hacmine bagl olarak inhibitér madde konsantrasyonundaki azalis sonucunda
inhibisyon diizeyi (Sekil 35, % 38) de azalmustur.

M7 besiyeri i¢in; genel taramada optimum giin, 5. giin (Sekil 28, % 71) iken
ikinci asamada bu siire uzamis ve 6. giin olarak tespit edilmistir. Ikinci asama iiretimde
artan Uretim hacmine bagli olarak inhibitér madde konsantrasyonundaki azalis

sonucunda inhibisyon diizeyi (Sekil 44, % 41 ) de azalmustur.
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M65 besiyeri i¢in; genel taramada optimum giin, 3. giin (Sekil 30, % 84) iken
ikinci asamada bu silire uzamis ve 5. gilin olarak tespit edilmis; dolayisiyla giinler
arasinda baglant1 Kurulamamustir. ikinci asama iiretimde artan iiretim hacmine bagl
olarak inhibitér madde konsantrasyonundaki azalis sonucunda inhibisyon diizeyi (Sekil
45, % 47) de azalmstur.

YP besiyeri i¢in; genel taramada optimum giin, 5. giin (Sekil 26, % 72) iken
ikinci agama iretimde bu siire kisalmis ve 2. giin (Sekil 46, % 34) olarak tespit
edilmistir. ikinci asama iiretimde, kalan enzim aktivitesi 2. giinden sonra artis
gostererek 5. glinde % 88’e (Sekil 46) ulagsmistir. Dolayisiyla optimum giin siiresi, iki
iiretim i¢in birbirinden oldukca farkli oldugundan aralarinda baglant1 kurulamamustir.

Streptomyces auratus DSM41897 susunun YP besiyerinde ikinci asama tiretim
sonuglarma (Sekil 35) gore inhibisyon diizeyi 1. glinden 7. giine kadar diizenli olarak
artmis ve 7. giinde maksimum diizeye (% 50) ulasmustir.

Streptomyces auratus DSM41897 susunun M6 besiyerinde ikinci asama iiretim
sonuglarina (Sekil 36) gore ise inhibisyon diizeyi 1. giinden 6. giine kadar diizenli olarak
artarken 7. glinde azaldi. Maksimum inhibisyon 6. glinde gdzlemlenmis olup % 47°dir.

Genel tarama sonuglari ile ikinci asama iiretimi sonuc¢larmm farklilik
gostermesinin bakteri prekiiltiirlerinden ya da inkiibasyon sirasinda kopiiklenmeden de
kaynaklanabilecegi diisiiniilmiistiir. Sus prekiiltiirlerinde bakteri gelisiminin yetersiz
diizeyde kalmasi ve besiyerinin kopiiklenmesiyle iiretilen metabolitlerin okside olmasi
inhibisyon diizeyinin azalmasina neden olacaktir.

Ote yandan iiretilen sekonder metabolitler cok diisiik miktarlarda olabilmekte,
bu da inhhibisyonun belirlenmesinde sikintilara neden olabilmektedir. Bu sebeple S.
griseus subsp. griseus DSM41107 susunun M6 Dbesiyerinde biiyilkk hacimde
tiretilmesiyle elde edilen fermentasyon sivisinin ekstraksiyonuyla az miktarda iiretilen
metabolitlerin konsantre edilmesi saglanmistir. Lipolitik aktivite testi sonucunda;
ekstraktin, 31.2 mg/mL konsantrasyonda diliisyonunun, DPE’yi % 89 oraninda inhibe
ettigi (Sekil 50) belirlenmistir. Bu oran, hipotezimizi dogrulamaktadir ve elde edilen
sonug ilgili susun genel tarama sonucu ($ekil 34) ve ikinci asama iiretim sonucuyla
(Sekil 38) paralellik gostermektedir.

HPLC’de yaklagsik 12.dk’da toplanan fraksiyonlardan elde edilen ekstraktin; 5
mg/mL, 1.667 mg/mL, 0.556 mg/mL, 0.185 mg/mL, 0.062 mg/mL ve 0.021 mg/mL

farkli konsantrasyonlu dillisyonlar1 hazirlanmig ve bu diliisyonlarin, DPE {izerine
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inhibitor etkisi test edilmistir. Diliisyonlara ait inhibisyon diizeyleri, sirastyla % 90, %
73, % 62 , % 46, % 38 ve % 22 (Sekil 56) olarak tespit edilmistir. Dolayisiyla
metabolitin, DPE’yi doza bagimli olarak inihibe ettigi tespit edilmistir. Ayn1 ¢alismada
orlistatin da ayni konsantrasyonlu diliisyonlar1 hazirlanmis ve yapilan inhibisyon
testinde ise sirasiyla % 99.92, % 99.34, % 99.36, % 99.07, % 98.04 ve % 95.43 (Sekil
57) diizeylerinde inhibisyon gozlemlenmistir. Orlistata ait sonuglar, elde edilen
metabolit ile mukayese edildiginde; orlistatin inhibisyonda daha etkili oldugu ve
inhibisyon derecesinin daha yiiksek oldugu gézlemlenmistir.

Inokiile edilmemis M6 besiyerinin, DPE’ye etkisinin incelenmesi igin
besiyerinden de ekstraksiyon yapilmis ve elde edilen 23.68 mg/mL konsantrasyonlu
besiyeri ekstraktinin, DPE’yi % 31 oraninda inhibe ettigi tespit edilmistir (Sekil 50).
HPLC’den elde edilen fraksiyonun 5 mg/mL konsantrasyonlu diliisyonunun, % 90
inhibisyon gdstemesi dikkate alindiginda; sdzkonusu inhibisyonun, besiyerinden
kaynaklanmadigi, S. griseus subsp. griseus DSM41107 susunun M6 besiyerinde tiretmis
oldugu metabolitten ileri geldigi saptanmustir.

Streptomyces rimosus subsp. paromomycinus DSM41429 susunun 100 mL YP
ve M6 besiyerlerinde tiretilmesiyle elde edilen ekstraktlara uygulanan inhibisyon
testinde, Streptomyces rimosus subsp. paromomycinus DSM41429/M6 ekstraktinin
DPE’yi % 15 oraninda inhibe ettigi Streptomyces rimosus subsp. paromomycinus
DSM41429/YP ekstraktinin ise inhibitor etkiye sahip olmadigi gézlenmistir (Sekil 55).
Bu sonuglar M6 besiyerindeki iiretim i¢in; genel tarama sonucundan (Sekil 27, % 74
inihibisyon) farkli iken ikinci asama tiretim sonucuna (Sekil 43, % 38 inihibisyon)
benzerlik gostermektedir. YP besiyerinden elde edilen sonug¢ (Sekil 55), YP
besiyerinden elde edilen genel tarama sonucuyla (Sekil 26, % 72 inhibisyon) ve ikinci
asama sonucuyla (Sekil 46, % 34 inhibisyon) mukayese edildiginde; sonuglar arasinda
bir iliski kurulamamustir.

Streptomyces auratus DSM41897 susunun da 100 mL M6 ve YP besiyerlerinde
iretiminden elde edilen 10 mg/mL konsantrasyonlu ekstraktlar1 sirasiyla % 24 ve % 67
oraninda inhibisyon gostermistir (Sekil 55). Bu sonuglar, ikinci asama iiretim
sonuglarmi (Sekil 35 ve Sekil 36) destekler nitelikte bulunmustur.

S. antibioticus DSM40234 susunun 100 mL M6 besiyerinde iiretiminden elde

edilen 10 mg/mL konsantrasyonlu ekstrakti % 79 oraninda inhibisyon gostermistir
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(Sekil 55). Bu sonug, genel tarama ve ikinci asama iiretimde gozlemlenen inhibisyon
diizeylerine (Sekil 37) gore daha yiiksek olup beklenen bir sonugtur.

S. griseus subsp. griseus DSM41107 susunun 100 mL TB besiyerinde
iiretiminden elde edilen 10 mg/mL konsantrasyonlu ekstrakti % 92 oraninda inhibisyon
gostermistir. Ayni testte TB besiyeri ekstrakti % 91 oraninda inhibisyon gdsterdiginden
s6zkonusu inhibisyonun besiyerinden kaynaklandigi diisiniilmiistiir (Sekil 55). Ayrica
susun TB besiyerinde ikinci asama firetim sonucu (Sekil 39) bu diisiinceyi
desteklemektedir.

HPLC’de yaklagik 12.dk’da toplanan fraksiyon (7 mg/mL), C. rugosa ve M.
javanicus mikrobiyal lipazlarina karsi inhibitor aktivitesi test edilmistir. 7 mg/mL
konsantrasyonlu ekstraktin C. rugosa ve M. javanicus lipazlarini sirastyla % 40 ve % 59
oraninda inhibe ettigi gozlenmistir (Sekil 58). C. rugosa ve M. javanicus lipazlarina
yonelik daha 6nce yapilan herhangi bir inhibisyon testine rastlanmamis olup metabolitin
farkli lipazlara etki edip etmedigini test etmek amaciyla kullanilmistir. Elde edilen
sonuglar, metabolitin pankreatik lipaza karsi inhibitor etkisinin dogrulanmasi agisindan
onemlidir.

S. griseus subsp. griseus DSM41107 susunun M6 besiyerinde tiretilmesiyle elde
edilen ve HPLC’de yaklasik 12°nci dk’da toplanan fraksiyonun florojenik yontemle
yapilan inhibisyon testinde; fraksiyon, DPE’yi % 90 oraninda inhibe ettigi
gozlemlenmistir. Dolayisiyla spektrofotometrik yontemle yapilan testte gdzlemlenen

inhibisyon oran1 (Sekil 56) florojenik yontemle de dogrulanmustir.

4.3. Ekstraksiyon

S. griseus subsp. griseus DSM41107 susunun M6 fermentasyon ortaminda
iretmis oldugu inhibitériin ekstraksiyonu i¢in etil asetat kullanildi. Etil
asetat:fermentasyon sivisi oraninin 2:1 (v:v) olarak ayarlanarak yapildi. Alternatif
olarak etil asetat:fermentasyon sivisi orani 1:1 (Vv:V) olarak ayarlanip, sulu fazin tekrar
ekstrakte edilmesiyle ekstraksiyon islemi gergeklestirildi. Etil asetatla yapilan
ekstraksiyonun yaninda, 1:2 (v:v) fermentasyon sivisi: (Etil Asetat:Butanol (1:1, v:v))
orani, 1:1 (v:v) fermentasyon sivisi:(Aseton:H,O (1:1, v:v)) ve 1:1 (v:v) (fermentasyon
stvist :(Aseton:Petrol eteri (1:2, v:v)) ¢oziicli sistemi denemeleri yapilmis etil asetatla
yapilan sicak ekstraksiyon isleminde karar kilmmustir.

Inhibitér {iretimiyle ilgili yapilan caligmalarda ekstraksiyon igin tercih edilen

optimum ¢o6ziicii, streptolipin ekstraktsiyonu icin etil asetat olup canli kiitle:¢oziicii
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orani 1:40 (w:v) olarak ayarlanip 1 saat, 30 ©°C’de ekstraksiyon islemi
gergeklestirildiginde inhibitor madde geri kazanimi maksimum diizeyde olmustur
(Kilaru, 2005). Orlistat ekstraksiyonunda ise izo-biitil asetat, methanol, asetonitril,
hegzan ya da heptan, metanol-su karisimi ¢oziiciilerinin sirasiyla uygulandigi bes
adimdan olusan bir ekstraksiyon yontemi uygulanmistir (Erdei vd., 2005). Streptomyces
sp. MTCC 5219 susunun inhibitor etkili metabolitinin ekstraksiyonu i¢in etil asetat
kullanilmisken, ebelakton(lar)in ekstraksiyonunda biitanol:su (v:v) ya da biitil asetat:su
(v:v) goziiciileriyle birkag saat muamele edilerek yapilmistir (Tokdar, 2011; Umezeawa
vd., 1982).

Calismamizda etil asetatla yapilan sicak ekstraksiyon ve c¢oziiciiniin
ucurulmasiyla 53.3 mg/mL ham ekstrakt elde edilmistir. Bu ekstrakttan DMSO ile
hazirlanan 31.2 mg/mL konsantrasyonlu diliisyonu lipolitik aktivite testi i¢in ayrilmis
etil asetat ile hazirlanan 22.1 mg/mL konsatrasyonlu ekstrakt kismi saflagtirma icin
kullanilmistir. Bu ekstrakt, preparatif TLC plakasina spotlanmis ve bilesenlerin
ayrilmasi saglanmstir. Fraksiyonlar F1, F2 ve F3 olarak isimlendirilmis (Sekil 48), her
bir fraksiyon plakadan kazinarak alinmis, tekrar test edilmistir. Bu fraksiyonlardan
F3’lin inihibsyon yoniinden aktif oldugu belirlenmistir. 5 mg/mL konsantrasyonlu F3
ekstrakt1 DPE’yi % 91 oraninda (Sekil 49) inhibe etmistir. Ancak HPLC’de elde edilen
fraksiyon % 90 inhibisyon oraniniyla (Sekil 56) daha diisiik inihibisyon diizeyine
sahiptir.

4.4, Biyoaktif Molekiiliin Belirlenmesi

Yapilan HPLC analizinde, S. griseus subsp. griseus DSM41107 susunun M6
besiyerinde iiretimiyle elde edilen inhibitor etkili metabolitin, orlistat ile ayn1 alikonma
zamanina sahip oldugu saptanmistir. Bu sonug, baslangicta iki metabolitin ayn1 olmasi
miimkiin mii sorusunu akillara getirmis; ancak inhibisyon testlerinde gézlemlenen
sonuglar (Sekil 56 ve Sekil 57) ve MS’de alinan spektrumlar (Sekil 53 ve Sekil 54) bu
hipotezi ¢lritmiistiir. Kismi saflastirilan S. griseus subsp. griseus DSM41107/M6
ekstraktina ve orlistata ait HPLC kromotograminda 1. ve 2. dakikalar arasinda gézlenen
pikin ¢6ziicii metanole ait oldugu; ayrica 4. ve 6. dakikalar arasinda gozlenen S. griseus
subsp. griseus DSM41107/M6 ekstraktina ait piklerin metabolite ait safsizlik(lar)
oldugu kanisina varilmstur.

MS’de alman orlistata ait spektrumda gozlenen 518.27 g/mol kiitleli bilesigin
495.713 g/mol kiitleli orlistata Na baglanmasiyla olustugu diisiiniilmiistiir. Ote yandan
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kismi saflagtirilan S. griseus subsp. griseus DSM41107/M6 ekstraktina ait MS
spektrumuna, HPLC kromotograminda 4. ve 6. dakikalar arasinda goézlemlenen

safsizlik(lar)a ait pikler nedeniyle bir yorum getirilememistir.
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5. ONERILER

Kismi saflastrma ve HPLC’de yapilan ilave bir istenmeyen bilesenlerden
arindirma islemi, elde edilen inhibitor etkili metabolitin etkinliginin dl¢iisiiyle birebir
baglantili oldugu i¢in bu islem asamalarinda kullanilan parametreler olduk¢a onemlidir.
Dolayisiyla metabolitin saflik derecesini artrmak i¢in kismi saflastirmada kullanilan
kolon boyutu degistirilebilir belki daha uzun olabilir ve yine bu islem asamasinda
kullanilan ¢o6zilicii ve ¢6ziici kombinasyonlar1 degistirilerek, fazlalastirilarak farkl
denemeler yapilabilir.

Lipaz inhibisyonunu saglayan metabolitler, yaglarin sindirimiyle dogrudan
iliskilidir. Orlistat, streptolipin, ebelakton B inhibitorleriyle ilgili olarak fareler tizerinde
yapilan c¢alismalarda, pankreatik lipaz enziminin inhibisyonuyla yaglarin bagirsakta
emiliminin azaldigi, diskidaki yag oranimin arttig1 gozlenmistir. Orlisat ve streptolipinin;
farelerde, serum trigliserid seviyesini ve karaciger lipid seviyesini azalttig1 tespit
edilmistir. S. griseus subsp. griseus DSM41107/ M6 ekstraktinin da bu yondeki etkisi
test edilebilir.

Streptomyces griseus subsp. griseus DSM41107 susunun M6 Dbesiyerinde
iretmis oldugu inhibitor etkili metabolitin, anti-lipaz aktivitesi disinda ne tiir etkilerinin
oldugu bagka bir arastirma konusu olabilir. Streptolipin metaboliti, antimikrobiyal,
antioksidant aktivite testlerine tabii tutulmus ve bu testler sonucunda peroksit miktarini
azaltmaya yonelik etkisi kesfedilmistir. Bu etki, antioksidant enzim aktivitesini artirarak
gerceklesmektedir. Katalaz enzimi bir antioksidan enzim olup streptolipinle muamele
edilen farelerde aktivitesi 6nemli diizeyde artmustir. Dolayisiyla bu tiir testler calismanin
cergevesini genisletme adina 6rnek alinarak mevcut metabolite de uygulanabilir.

Farkli mikrobiyal lipazlara yonelik yapilan inhibisyon testi sonuglarmin timit
verici olmasi saghiga zararli ve/vaya patojen mikroorganizmalara karsi da metabolitin
inhibitor aktivitesinin dl¢iilmesini tesvik etmektedir. Yapilacak yeni testlerin, ekstraktin,
sozkonusu zararli mikroorganizmalarla miicadelede belki de kullanilabilecegi fikrini
akillara getirmistir.

Biiyiik hacimde iiretim (500 mL 6l¢iisiinde) ile toplamda 53.3 mg ham ekstrakt
elde edilmistir. Bu ekstraktin, lipolitik aktivite testinde, kismi saflagtirma asamasinda ve
HPLC’de fraksiyonlarina ayrilmasi sirasinda biiyiik bir kismi harcanmakta ve geriye 5
mg madde kalmaktadir. Dolayisiyla lipaz inhibisyon testleri disinda yapilacak

caligmalar i¢in gerekli miktarda ekstrakta sahip olabilmek igin litre diizeyinde iiretim
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yapilabilmesine imkan saglayacak fermentore ve ekstraksiyon sistemine ihtiyag

duyulmaktadir.
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