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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

LOVASTATIN URETICi FUNGUSLARIN TARANMASI VE MOLEKULER
KARAKTERIZASYONU

Abdul Saltuk Bugra DAS

Erzurum Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiist

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dal1

Danigman: Dr. Ogr. Uyesi Serkan ORTUCU

Lovastatin, HMG-CoA’nin mevolanata doniistimiinii katalizleyen HMG-CoA rediiktaz enziminin
yarigmali inhibitoriidiir, kalp ve damar hastaliklar1 tedavisinde ilag olarak kullanilir.Bu tez ¢aligmasinda
topraktan izole edilen filamentdz funguslarin, lovastatin {iretimi yoniinden taranmasi ve molekiiler
karakterizasyonu amaglanmistir. Yapilan izolasyonlarda toprak orneklerinden 52 adet fungus saflastiriimis
ve Candida albicans ile yapilan 6n se¢im igleminde 14 adet izolat pozitif sonug vermistir. Daha sonra bu
14 izolattan lovastatin ekstraksiyonu yapilarak, ekstraktlar saf lovastatinle ince tabaka kromatografisinde
karsilagtirtlmistir. Lovastatinle benzer Ry degerine sahip bant veren 5 izolat belirlenmis ve spektrum
taramast yapilarak dogrulanmistir. Secilen 5 izolatin molekiiler karakterizasyonu gergeklestirilmis ve
GenBank’a kaydedilmistir. Sonugta, soya unu eklenmis sivi besiyerinde 7 giinliikk inkiibasyon sonucu:
Fusarium solani B5B, 20,9 mg/L;F.oxysporum C11, 22,28 mg/L; Penicillium brevicompactum C6, 28,34
mg/L; P.commune C9, 27,59 mg/L; Sarocladium strictum HA4 ise 43,77 mg/L lovastatin liretmistir. Bu
calismada lovastatin liretici yeni lokal izolatlar ortaya gikarilmis olup, en yiiksek verime sahip HA4 izolat

lovastatin tiretimi i¢in umut vaadetmektedir.

2019, 47 sayfa
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ABSTRACT

MS. Thesis

SCREENING AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF LOVASTATIN
PRODUCER FUNGI

Abdul Saltuk Bugra DAS

Erzurum Technical University
Gradute School of Natural and Applied Sciences

Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor:Assist. Prof. Dr. Serkan ORTUCU

Lovastatin is a competitive inhibitor of HMG-CoA reductase which catalyzes the conversion of
HMG-CoA to mevolanate and is used as a drug in the treatment of cardiovascular diseases. In this thesis,
we aimed to screen and molecular characterization of filamentous fungi isolated from soil for the production
of lovastatin. 52 fungi were isolated from soil samples and 14 isolates were positive in the pre-selection
process with Candida albicans. After extracting lovastatin from these 14 isolates, the extracts were
compared with pure lovastatin in thin layer chromatography. 5 isolates with similar Rf values were
determined and these bands confirmed by spectral scanning. Molecular characterization of 5 isolates
selected was performed and recorded in GenBank. As a result, 7 days of incubation in soybean added liquid
medium resulted in: Fusarium solani B5B,20,9 mg/L; F.oxysporum CI11, 22.28 mg/L; Penicillium
brevicompactum C6, 28.34 mg/L; P.commune C9, 27.59 mg/L; Sarocladium strictum HA4, 43,77 mg/L
produced lovastatin. In this study, new local isolates of lovastatin have been produced and the highest yield

of HA4 is promising for lovastatin production.
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1. GIRIS

1. GIRIS

Diinyada ve iilkemizde 6liimle sonuglanan hastaliklarin en biiyiik sebeplerinden
biri kalp ve dolasim sistemi hastaliklaridir. Tiirkiye Istatistik Kurumu(TUIK) verilerine
gore Tiirkiye’de 6liim nedenleri arasinda 2015°de % 40,31, 2016°da % 39,81 ve 2017°de
ise % 39,7’si dolagim sistemi hastaliklaridir. Dolasim sistemi hastaliklar1 icerisinde ise
iskemik kalp hastaliklar1 yaklasik % 40’lik bir paya sahiptir. 1950’li yillarda Dawber ve
ekibinin yiiriittiigli ¢alismada kan kolesterolii ve koroner arter hastaligindan kaynakli
Oliimler arasindaki baglantiyr meydana ¢ikarmak amaciyla yapilan Framingham ¢alismasi
yiiksek kolesterol seviyesi ve koroner kalp hastaligindan kaynaklanan mortalite arasinda
giiclii bir iliski oldugunu kanitlamigtir (Kannel 1995; Ferah er al. 2014). Sonrasinda
yapilan bir¢ok calisma ise koroner kalp hastaligi mortalitesinin yiiksek oranda, toplam
kolesteroliin yaklasik %70’ini meydana getiren diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL)
kolesterolityle baglantili oldugunu, yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) kolesterol
diizeyinin koroner kalp hastaligindan kaynakli mortalite ile ters orantili oldugunu
gostermistir. LDL kolesteroliiniin koroner hastaliklarla olan iliskisi nedeniyle, LDL
seviyesinin diisliriilmesi ile kalp ve damar yolu hastaligi riskinin azaltilabilecegi

belirlenmistir (Tobert 2003) (Sekil 1.1).

Bu calismalardan sonra kolesteroliin biyosentez yolagi arastirilmaya baslanmis ve
ilag endiistrisinin bir hedefi haline gelmistir. 1971 yilinda Akiro Endo ve arkadaslari
kolesterol olusum mekanizmasindaki hiz smirlayict enzim olan HMG-CoA rediiktazi
inhibe edebilecek metabolitleri belirlemek ve mikroorganizmalardan izole etmek i¢in
calismalar yapmislardir (Endo 1992). Devam eden c¢alismalarda Penicillium citrinum
tarafindan tiretilen ML-236A, ML236B ve ML236C ismini verdikleri metabolitler izole
edilmistir. Bu ¢alismalar oldukga etkili bir HMG-CoA rediiktaz enzimi inhibori olan
mevastatinin  kesfedilmesine Onciiliik etmistir (Endo et al 1976). Sonrasinda
mevastatinin, HMG-CoA rediiktaz enzim inhibisyonu iizerine biyokimyasal etkisi aynm
ekip tarafindan aydinlatilmistir. Mevastanin hem deney hayvanlarinda hemde insanlarda
LDL kolesteroliinii 5nemli 6l¢iide diisiirdiigii yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Kuroda

et al.1979; Yamamoto et al. 1980).
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2000’11 yillarda yaklasik olarak 30 milyar dolarlik bir kolesterol ila¢ endiistrisinin
olusmas1,1980 ve 1990°l1 yillarda mevastatinin analoglarinin diinya c¢apinda
gelistirilmesine yol acmis, pravastatin, simvastatin ve lovastatin bircok iilkede

onaylanarak piyasaya siiriilmiistiir (Ferah er al.2014).

Cizelge 1.1. Kanda Bulunmasi1 Gereken Kolesterol, LDL, HDL veTrigliserit Diizeyleri

DegerlerKandaki kolesterol seviyesi

0-200 mg/dl aras1 istenilen seviye
200-239 mg/dl aras1 siirdaki seviye
240 mg/dl istii yiiksek seviye
Kandaki LDL kolesterol seviyesi

0-130 mg/dl aras1 istenilen seviye
130-159 mg/dl aras1 siirdaki seviye
160 mg/dl ve iistii yiiksek seviye
Kandaki HDL kolesterol seviyesi

0-35 mg/dI’nin aras1 Diisiik

Kandaki trigliserit seviyesi

200 mg/dl istenilen seviye
200-400 mg/dl siirdaki seviye
400-1000 mg/dl yiiksek seviye
1000 mg/dl cok yiiksek seviye

1978 yilinda Alberts, Chen ve arkadaslar1 Merck Arastirma Laboratuvarlarinda
Aspergillus terreus‘un fermantasyonu ile elde edilen sivisindan mevinolini (lovastatin)
kesfettiler (Alberts er al. 1980). 1988°de lovastatinden tek farki yalnizca yan zincirinde
metil grubu bulunduran simvastatin onaylandi.1991 yilinda pravastatin,1994°de
fluvastatin, 1997°de atorvastatin, 1998’de serivastatin, 2003’de rosuvastatin ve 2009°da
pitavastatin Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan onaylanarak piyasaya

surildi.

90.000°den fazla katilimcinin olusturdugu ve 5 yil siiren ¢alismalar sonunda 14
farkli statinin meta-analiz c¢aligmas1 statin tedavisinin kardiyovaskiiler vakalarin
insidansin1 %20 oraninda azaltti1 belirlenmistir (Baigent ef al. 2005). 2000°den fazla
hastay1 kapsayan bir baska caligsmada ise rosuvastatinin (10-40 mg), atorvastainin (10-80

mg), simvastatinin (10-80 mg) ve pravastatinin (10-40 mg) belirtilen doz oranlarinda 6
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hafta takip siiresince birbiriyle karsilastirma yapilmis ve rosuvastatinin; atorvastatine
gore %8, pravastatine gore %26, simvastatine gore %18 oraninda daha fazla LDL seviyesi
diisiikliigiinii saglayarak diger statinlere gore oldukca etkili oldugu gosterilmistir (Jones
et al. 2003). Biitiin bu ¢calismalar sonunda statinlerin LDL seviyesini diisiiriicii etkisinden
dolay1 biiytik bir ilag pazari olusturdugu ve bu endiistrinin satiglarinin 2006 yilinda 23
milyar dolara ulastig1 bilinmektedir (Vantage 2008).

Yapilan diger bir klinik calismada ise hiperkolestrolemili hastalarda pitavastatin
atorvastatin ve rosuvastatinin LDL seviyesine olan etkileri kiyaslandiginda, bu ii¢
statininde LDL seviyesini esit derecede azalttig1 gdzlemlenmistir (Saku e al.2011). LDL
seviyesinin yiiksekligi koroner arter hastaligi i¢in her ne kadar belirteg olsada, tedavi veya
hastalik i¢in tek basina sorumlu degildir. Ayn1 zamanda HDL seviyesinin diisiikligii de
onemli bir faktordiir. Bircok koroner arter hastasinin kanindaki LDL seviyesi istenilen
seviyede olmasina ragmen, HDL seviyesi diigiiktiir. HDL seviyesinin diisiikliigii koroner
arter hastaliginin habercisi oldugu sonucuna ulasilmig ve hastalik tedavisinde LDL
seviyesi diisiikliigi kadar HDL seviyesi yliksekligininde énemli oldugu belirlenmistir
(Cizelge 1.1). Statinlerin etkisi sadece LDL seviyesini diisiirmekle kalmayip ayni
zamanda HDL seviyesinide % 5-10 oraninda arttirdig1 ve bu artigin doza bagl olmadigi
gozlenmistir. Statinler etkin olarak LDL seviyesini diisiiriirler fakat HDL ve trigliserid
seviyesi artisi ile kiyaslandiginda etkileri ¢ok daha diisiiktiir(Stein et al. 2000; Krauss et
al. 1998)
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Sekil 1.1. Yiiksek LDL Kaynakli Damar Tikaniklig1 (Anonim 2018a)

1.1 Kolesterol

Kolesterol; bir alkol ve bir steroidden olusan bir sterol yapidir. Kanda iki yapida
bulunur. Bunlar serbest yap1 ve esterlesmis yapidir (Sekil 1.2). Kolesterol, plazmada
cogunlukla esterlesmis halde bulunur. 3. karbondaki -OH grubuna ester bagi ile bir yag
asidi baglanarak bu yapiy1 kazanir. Esterlesme yapiy1 daha hidrofobik hale getirir ve bu
nedenle kolesterol ya bir lipoprotein molekiiliiniin bileseni olarak ya da safradaki
fosfolipit ve safra tuzlari tarafindan c¢oOzilinerek tasinir. Kolesterol, Sekil 1.10°da
gosterildigi gibi yaklasik 25 basamaktan olusan bir dizi tepkime sonucu olusur.

Kolesterol disaridan alinabildigi gibi ¢ogunlukla karacigerde sentezlenir, kiiciik
bir boliimii ise hepatosit zarlarinda sentezlenir. Diyette bulunan kolesterol hem serbest
hem esterlesmis yapida bulunur fakat sadece serbest halde bulunan kolesterol emilir ve
pankreas tarafindan salgilanan sterol esteraz enzimleri ile bagirsak liimeninde hidrolize
ugrar. Safra tuzlar1 sterol esteraz enzimlerinin aktif forma doéniismesinde ve
esterlesmemis kolesteroliin emiliminde gdrev yapar. Mukoza hiicrelerinde kolesterol
yeniden esterlestirilerek genel dolasima verilir. Biitiin biiyiimekte olan hayvan dokulari
hiicre zar1 sentezlemek i¢in kolesterolii kullanirlar,kolesterol hiicre zarini olusturan lipit
molekiillerini birbirine baglayarak membranin stabil kalmasinda rol oynar. Ayni zamanda
apolipoproteinlerin yapisina katilirlar, apolipoproteinler; fosfolipitler, kolesterol,

kolesterol esterleri, triagilgliserollerin degisik oranda birlesmesinden meydana gelirler.
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Lipitlerle proteinlerin farklt bilesimleri, silomikronlar ve yiiksek yogunluklu
lipoproteinler gibi bircok farkli yogunlukta pargaciklar iiretir. Baz1 organlar steroit
hormonlar1 tiretmek igin kolesterolii bir ¢ikis maddesi olarak kullanirlar ve ayni1 zamanda

kolesterol D vitamini iiretiminin de onciilidiir. (David and Michael 2013)

A: Kolesteroliin serbest yapisi B: Kolesteroliin ester yapis1

Sekil:1.2. Kolesteroliin serbest ve ester yapisi

1.2.Lipoproteinler

Lipoproteinler; kolesterol, kolesterol esterleri, fosfolipidler ve trigliseridlerin
cesitli oranlarla birlesip apolipoproteinler olarak adlandirilan spesifik tasiyicilarin
molekiiler olarak bir araya gelmesiyle olusan yapilardir. Lipoprotein partikiilleri kiire
seklinde bir yapida bulunurlar, merkezde trigliseridlerin ve kolesterol esterlerinin
hidrofobik lifleri, dis yiizeyde ise fosfolipidlerin ve kolesteroliin hidrofilik kisimlari
bulunur (Sekil 1.3).
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Sekil: 1.3.Lipoprotein Yapisi (Anonim2018b)

Lipoproteinler; Cok Diisiik Yogunluklu Lipoprotein(VLDL), Ara Yogunluklu
Lipoprotein(IDL), LDL, HDL, Lipoprotein(Lp) seklinde alt gruplara ayrilirlar, bu
siiflandirma ise bu yapilarin ultrasantrifiijdeki yogunluklarina gore belirlenir (Sekil 1.4).
Silomikronlar, lipoproteinlerin en biiylik ve yogunlugu en kiigiik olanidir, yiliksek
miktarda trigliserid icerirler. Silomikronlar ince bagirsagin epitel hiicrelerinde sentezlenir
ve lenf sistemi araciliiyla tasinrlar. Silomikronlar diyetle alinan yag asitlerini,
kullanilacaklar1 veya enerji olarak depolanacaklar1 dokulara tasirlar (David and

Michael2013).
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Silomikron
Sekil 1.4. Lipoprotein yapilart (Anonim 2018b)

1.2.1. Cok Diisiik Yogunluklu Lipoprotein(VLDL)

VLDL’ler, trigliseridleri karacigerden depolamak i¢in dokulara tasima gorevi
yaparlar ve endojen trigliseridlere ek olarak serbest kolesterol, kolesterol esterleri
fosfolipit, ApoB-100, ApoC-I, ApoC-II, ApoC-III ve ApoE igerirler. ApoC-II, LPL’1
aktive ederek VLDL trigliseridlerinden yag asitlerinin serbest kalmasina neden olur.
Boylece yag asidi orani gittikge azalan VLDL’ler, yaklasik olarak ayni miktarlarda
trigliserid ve kolesterol igeren ara yogunluklu lipoprotein (IDL) ile daha sonra diisiik
yogunluklu lipoprotein (LDL) haline doniisiir. LPL araciligiyla silomikronlardan ve
VLDL’lerden salinan yag asitleri, yag dokusu hiicrelerinde trigliserid yapisinda depolanir

(David and Michael 2013).
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1.2.2. LDL

LDL, triacilgliserol kaybederek VLDL’lerin bir kismin1 orta yogunluklu
lipoprotein kalintisina dontistiiriir. VLDL’lerde triagilgliserol kaybi1 devam ederse daha
diisiik yogunluklu lipoprotein olan LDL’lere dontstiiriiliir. LDL’ler kolesterol ve
kolesterol esterleri bakimindan ¢ok zengin, trigliserid agisindan ¢ok az yogunlukludur.
LDL’ler ana apolipoprotein olarak ApoB-100’ igerirler ve karaciger harici dokulara
kolesterol tasima islemini gergeklestirirler. Bu dokularda ApoB-100’i tanimasini
saglayan 0zgiil plazma zar reseptorleri vardir. Bu reseptorler kolesterol ve kolesterol

esterlerinin hiicre i¢ine alimini saglar (David and Michael 2013).

1.2.3. HDL

Yiiksek yogunluklu lipoproteinler olarak adlandirilan HDL’ler; LDL’lerden daha
kiigiiktiirler. HDL’ler ¢cogunlukla karacigerde olmak iizere ince bagirsak duvarindada
sentezlenirler, ince bagirsak duvarinda sentezlenen HDL diskoidal seklindedir ve
iceriginde ApoA-I, ApoA-IL lesitin kolesterol agil transferaz (LCAT) ve az miktarda
serbest kolesterol bulunur. Yeni sentezlenerek kan dolagimina verilen HDL dolasimda
bulunan diger lipoproteinlerden kolesterol esterlerini toparlayarak kiire sekilli olgun HDL
seklini alir (Sekil 1.5). Kolesterol bakimindan zenginlesen HDL, karacigere gittigi zaman
kolesterolii birakir ve bir kismi safra tuzlarina doniisiir. Boylece HDL kolesterolii

dokulardan karacigere tasimis olur (David and Michael 2013).
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?" Kolesterol ve lipitler

Kolesterol ve
lipitler

A: Lipid icermeyen ApoA-I B: Diskoidal HDL C: Kiiresel HDL

Sekil 1.5. Olgun HDL Olusumu (Amy Y. Shih 2009)

1.3. Statinler

Kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde lipitlerin diistliriilmesi i¢in ilk hedef
LDL kolesteroldiir. Statinler HMG-CoA rediiktaz enzimini inhibe ederek hem karaciger
hiicrelerinde kolesterol sentezini engeller hemde hiicre ylizeyindeki LDL reseptorlerinin
ekspresyonuna neden olarak ApoB igeren lipoproteinlerin klirensini arttirir ve
dolasimdaki LDL kolesterol diizeyini azaltirlar (Ertas 2009). Lipit diisiiriicii ilaclar
icerisinde yer alan statinler; standart dozlarda LDL kolesterol seviyesini % 25-45
oraninda diistiriirler. (Jones et al.1998) Ayni zamanda statinlerin LDL kolesterol
seviyesini diisiirmesinin yaninda HDL kolesterol seviyesini %S5-15 arttirmakta,
trigliseridlerde ise %7-30 oraninda azaltilmasina neden olurlar. Statinler yapisal

farklarindan dolay1 Tip 1 ve Tip 2 olarak iki baglikta incelenmektedir (Cizelge 1.2).
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Cizelge 1.2.Tip 1, Tip 2 Statinler ve Molekiiler Agirliklar

TIP 1 TIP 2

Lovastatin : 404.54 g/mol Fluvastatin: 411.46 g/mol
Pravastatin: 424.53 g/mol Serivastatin: 459.55 g/mol
Simvastatin: 418.57 g/mol Atorvastatin: 558.64 g/mol
Mevastatin: 390.51 g/mol Rosuvastatin:581.54 g/mol

Pitavastatin: 421.46 g/mol

Lovastatin dogal bir molekiil olup funguslardan izole edilmistir, simvastatin ve
pravastatin lovasatinin kimyasal modifikasyonlaridir, ayrica yapisal olarak da biiylik
oranda benzerlik gosterirler. Simvastatin ve lovastatin inaktif lakton yapida bulunurlar ve
6 pozisyonunda bir metil grubuna sahiptirler, pravastatin ise 6 pozisyonundaki hidroksil
grubu nedeniyle simvastatin ve lovastatinden ayrilir. Ayrica simvastatin 2 pozisyonunda
ek bir metil grubuna sahiptir. HMG-CoA rediiktaz inhibisyonu i¢in pravastatin aktif
hidroksi-asit formunda bulunurken, simvastatin ve lovastatin inaktif lakton formunda
bulunur ayrica agik hidrosi-asit formuna doniismesi gerekir. Tip 2 statinlerinin hepsi
(fluvastatin, serivastatin, atorvastatin, rosuvastatin) aktif hidroksi asit formlarinda
bulunur. Fluvastatin indol halka yapisinda bulunurken, atorvastatin pirrol, rosuvastatin
pirimidin bazli halka yapisinda bulunur. Lipofilik serivastatin ise piridin bazli halka
yapisina sahiptir (Hamelin and Turgeon 1998). Bu yapisal farkliliklar, lipofilisitedeki
farkliliklara neden olur ve bu maddelerin hiicre zarlarindaki ge¢is durumlarini belirler.
Pravastatin hiicre zarlarin1 kolayca gecemezken, lovastatin ve simvastatinin hiicre
zarindan gegisi oldukca kolaydir (Serajuddin et al.1991). Ayn1 zamanda pravastatin ve
fluvastatin kan beyin bariyerinden gegemezken, lovastatin ve simvastatin kan beyin

bariyerinden gegebilir (Guillot e al. 1993).
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A. Tip 1 statinler - . HO
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Sekil 1.6. Statinlerin Kimyasal Yapilar1 (Hennessy et al. 2016)

1.3.1. Statinlerin Kimyasal Yapisi

Statinler kimyasal yapilarinda ti¢ farkli bolgeye sahiptirler. Bu bolgeler HMG-
CoA enziminin substratinin analogu ve bu bdlgeye statin baglanmasini saglayan
hidrofobik halka sistemi ve farmakokinetik 6zelliklerini belirleyen halka yapilarina bagl
yan gruplardir. Biitiin statinlerde ana poliketit bolgesindeki hidroksi hekzahidro naftalin

halkas1 bulunur (Aktiirk vd. 2006; Ath ve Yamag. 2012).

Statinler arasinda lovastatin ve mevastatin dogal olarak bulunurken, fluvastatin,
atorvastatin pravastatin, rosuvastatin, simvastatin ve serivastatin sentetik statinler olarak
bilinirler. Lovastatin mevastatine ek olarak 6-a metil grubu ve metil biitirik zincirlerini
bulundurur. Lovastatin biyosentezinde 6nemli rol alan monakolin J ve L’de, lovastatinde
bulunan metil biitirik zincir yapist yoktur. Sentetik statinlerin ve dogal statinlerin yapilari
bakimindan farkliliklar mevcuttur (Sekil 1.6). Sentetik statinlerde florofenil ve polar
metan siilfomid gruplar1 bulunur, simvastatinde ise 2. pozisyonda bir metil grubu
mevcuttur. Bu yan gruplar, simvastatin lovastatin, fluvastatin ve atorvastatine lipofilik
Ozellik kazandirir; pravastatin ve rosuvastatineise hidrofobik o6zellik kazandirir.

Statinlerdeki baglant1 bolgesi sayisi, HMG-CoA rediiktaza baglanma ilgisini belirler.

11
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Sentetik statinlerde bulunan florofenil ve polar metan siilfomid gruplart HMG-CoA

rediiktaza baglanma ilgisini arttirirlar(Ath ve Yamag. 2012).

1.3.2. StatinlerinBiyosentezi

Fungal lovastatin biyosentezinin baslangici asetat molekiileriyle olusur. iki
poliketit zinciri baglanmasindan sonra asetat ve metiyoninden olusan iiriin monakolin
L’dir. Monakolin L’nin monooksigenazla hidroksilasyonundan sonra monakolin J olusur.
Monakolin J’nin esterifikasyonundan sonra son iiriin olarak lovastatin bilesigi olusur

(Sorensenet al. 2003; Jia et al. 2010) (Sekil 1.7).

Lovastatin biyogenezinin arastirilmasinda ¢cogunlukla Aspergillus terreus suslari
model organizma olarak kullanilmaktadir. 4. terreus 'un lovastatin tiretimindeki sekonder
metabolik yolaginda 6nciil maddesi Asetil CoA’dir. Daha sonra Malonil CoA formu ile
karboksilasyon yapilir. Statinlerin bazilarinin yan zincirindeki metil grubu bazi
funguslarda C6 metiyoninden tiiretilerek halka yapis1 kapanmadan 6nce zincire eklenir.
Ana zincir halkasal forma doner ve statinlerin bazilarinda C8 yan zincirler tarafindan
esterlenerek, ana zincirde bulunan oksijen atomlar1 ise Onciil maddedeki oksijenin
uzaklastirilmasiyla yapilan aeorobik oksidasyonundan sonra eklenir (Atli ve Yamag.

2012).

Genetik aragtirmalarinda lovastatinin iiretiminde rol alan iki poliketit zincirinin
mekanizmalar1 ¢alisilmistir (Manzoni and Rollini2002; Sorensen et al. 2003). A.
terreus’un lovastatin liretimi inhibe edilen mutant suslarinda, multifonksiyonel poliketit
sentaz sistem (PKSs), lovastatin nonketit sentazdan (LNKS) olusur. LNKS, monakolin
J‘den metilbiitiril yan zincir transferini saglayan diketit sentaz (LDKS) ve
hekzahidronaftalin halka sistemi formundan ana poliketit zincir siklizasyonunu kapsar.
LNKS, dihidromonakolin L‘nin olugmasini saglayan biyosentetik yolagin ilk
basamaginda gerceklesen reaksiyonlar1 katalizler ve lovC ile etkilesen lovB geninin
tirtiniidiir. Lovastatin liretiminin son basamaginda LDKS; monakolin J deki 2-metilbiitirik

asitin baglanmasini katalizleyen lovF tarafindan yapilir. Ayn1 zamanda lovC’nin protein
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roliiniin lovB proteini aracilifiyla lovastatin yapisindaki nonketit zincirin dogru
eklenmesi gorevini iistlendigi belirlenmistir. Ayn1 zamanda lovastatin biyosentezinde rol
alan genlerden ORF1 veya lvrA geninin organizmayi lovastatine karsi direncli hale

getirdigi belirlenmistir (Kennedyer al. 1999; Hutchinson et al. 2000).

Lovastatine duyarli A. nidulans’inbu gene sahip olduktan sonra lovastatine karsi
direncli hale geldigi ve A.ferreus’un lovastatin biyosentezinde, lovastatinin kendi
iretimini inhibe eden geri besleme kontrol mekanizmasi oldugu belirlenmistir.

(Hutchinson et al. 2000).
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Sekil 1.7. Lovastatinin Biyosentez Yolagi (Mishal Subhan2016)

1.4. Lovastatin

Lovastatin; mevinolin, monacolin K ve mevacor olarak da adlandirilan statinler
ilag ailesine ait olan bazi1 filament6z funguslardan izole edilen sekonder metabolitlerdir.

1987°de FDA tarafindan onaylanan ilk statindir. Lovastatin kandaki kolestrol seviyesini
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diistiriicii ajan olarak HMG-CoA rediiktaz1 yarismali inhibisyon etkisiyle inhibe ederek
ila¢ endiistrisinde kullanilan bir bilesiktir. Lakton formu ve hidroksi asit formu olarak iki
formda bulunur (Sekil 1.8). Fermantasyon suyunda agik hidroksi asit formu (mevinolinik
asit) olarak bulunur. ilag olarak kullanildiginda ise kapali lakton formu kullanilir. In-vivo
da lovastatinin lakton formu, ac¢ik hidroksi aside donustiiriiliir, bu bilesigin biyolojik
olarak aktif formudur. Lovastatinin inhibe edici etkisi; a¢ik hidroksi asit formunun HMG-

CoA ile yapisal benzerliginden kaynaklanir (Atl ve Yamag 2012).

A: Lakton Formu B: Hidroksi Asit Formu (Samiee et al. 2003)

Sekil 1.8.Lovastatin Formlari

1.4.1. Lovastatinin Etki Mekanizmasi

Lovastatin, kolestrol olusum mekanizmasinda (Sekil 1.10) mevalonik asitin
olusumunu engelleyerek kolestrol olusum yolagin1 durdurur. Lovastatin HMG-CoA
rediiktazin yarigmali inhibitorii olarak gorev yapar (Sekil 1.9). Bu 6zelliklerinden dolay1
lovastatin potansiyel bir kolestrol diistiriicii ajan olarak kullanilir. Ayrica son ¢aligmalarda
lovastatinin koroner tedavisinde, kalp hastaliklari, bobrek hastaliklari, alzheimer
hastalig1, kemik kiriklar1 vb. hastaliklarin tedavisinin yam sira bazi tiimoérlerin in-vivo
biiyiimesini baskilayabilme o6zelliginden dolayr ¢esitli tiimor tiplerinin tedavisi igin
terapotik ajan olarak kullanilan ¢alismalar mevcuttur. (Cummings and Bauer 2000;
Wolozin 2002; Buemi et al. 2002) Lovastatinin antifungal aktivitesini 6l¢en ¢caligmalarda

ise Candida albicans, C. krusei, C. tropicalis C. parapsilosis, C. glabrata,
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Saccharomyces cerevisiae ve Cryptococcus neoformans gibi organizmalara antifungal

etki gosterdigi belirtilmistir (Macreadie et al.2006).

B birimi g % : \
: e R HMG CoA
)

> / o birimi

Sekil 1.9. Atorvastatin inhibitoriiyle kristalize edilmis HMG-CoA rediiktazin
yapisi.Atorvastatin, a ve B alt birimleri arasindaki arayiizlere baglanir ve HMG-CoA
rediiktazin mevalonik asit olusumunu engeller (Istvan and Deisenhofer 2000).
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Sekil 1.10. Lovastatinin Kolesterol Inhibisyonu Uzerine Etki Mekanizmasi ( Yong
Meng Goh2013)

1.4.2. Lovastatin Biyosentezi

Monascus ruber ile ilgili yapilan ilk ¢alisma, monokolin J ve L’nin lovastaninin
biyosentetik yolaginda aracilik yaptig1 belirlenmistir. Monokolin L’nin hidroksilasyonla
monokolin J’ye donustiiriildiigii gézlemlenmistir (Endo er al. 1985). Sonraki deneyler
monokolin J’nin lovastatine doniistiiglinii gostermistir (Kimura et al. 1990). Aspergillus
terreus’la ilgili yapilan ¢aligmalarda ise lovastatinin biyosentetik yolunda iki poliketid
zincir olusturmak i¢in bastan uca birbirine baglanmis asetatlardan basladigi
gozlemlenmistir (Chan et al.1983; Greenspan and Yudrovitz 1985; Moore et al. 1985;
Shiao and Don 1987). Metil grubu baz1 funguslarda C6 metiyoninden tiiretilerek halka
yapist kapanmadan 6nce zincire eklenir (Shiao ef al. 1987). Daha sonra ana zincir C8’in
yan zincirinden esterlenen bazi statinler ve ana zincirdeki oksijen atomlar1 daha sonra

aerobik oksidasyon yoluyla yapiya ilave edilirler. M. Ruber ve P. citrinum’da yapilan
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bazi aragtirmalarda benzer bir yol oldugu gozlemlenmistir. Bundan dolayi, lovastatinin
polietilen yoluyla asetattan elde edildigi kanisina varilmigtir (Chakravarti and Sahai 2004;
Endo et al. 1985). Yapilan diger bir calismada, A. ferreus’tan lovastatin biyosentezi i¢in
gerekli olan tip I poliketid sentaz (PKS) geni tanimlanmistir. Giiniimiizde, lovastatinin
ketid olmayan sentaz (LNKS) olarak isimlendirilen {iriiniiniin yedi aktif bolgesi oldugu

gosterilmistir (Hendrickson et al. 1999).

1.4.3. Lovastatinin Mikrobiyal Uretimi

Lovastatinbasta Monascus sp.,Aspergillus flavus, Trichoderma viride, A. niger ve
Pleurotus sp.olmak tizere bir cok fungus tarafindan tretilir. Fakat ticari olarak Monascus
ruber, Aspergillus terreus, Penicillium sp. tlirleri siklikla kullanilir. Antihipokolesterolik
ila¢ olarak kullanilan lovastatin {iretilmesi i¢in genellikle A. terreus kullanilir (Lai et al.
2007; Pecyna and Bizukojc 2011; Subazini and Kumar 2011). Ticari liretimin temeli
A.terreus’unbiiyiik 6lgekli fermantasyonuna dayanmaktadir. A. terreus’un fermantasyonu
genel olarak 28°C ve pH: 5.8-6.3’te gergeklestirilir. Ayrica lovastatinin fermantasyonla
iiretimi, kimyasal sentezine gore daha diisiik maliyetli bir islemdir (Lai et al. 2001;

Bizukojc and Ledakowicz 2007; Lai et al. 2007).

1.4.4. Lovastatinin Saflastirilmasi

Lovastatin saflastirilmasindaki metotlar, baslangi¢ olarak saflastirma agamasini
igerir. M. ruber, Pleurotus ostreatus ve A. terreus ile yapilan ¢aligmalarda yaygin olarak
kiltiir filtratlari, etil asetat ile muamele edilmistir(Yudkovitz 1985; Manzoni et al
1998,1999; Kumar et al. 2000; Samiee et al. 2003; Ferrer et al. 2003; Greenspan and
Yudrovitz 1985; Lee et al. 2006; Jia et al. 2010). Baz1 calismalardaise etil asetat yerine,
asetonitrilile ekstraksiyon gerceklestirilmistir (Askenazi 2003; Lopéz et al.2003a; Porcel
et al. 20006).

Bazi1 aragtirmacilar ise, tarama islemlerinin hizlandirilmasi i¢in saflastirmaya
gerek kalmadan direkt kiiltiir filtratindan lovastatinin belirlenmesine yonelik metotlar
gelistirmistir (Ferron et al. 2005; Hajjaj et al. 2001; Kysilka and Kren1993). Bununla

birlikte, lovastatin s1vi-siv1 ekstraksiyon etkinligini optimize etmek i¢in organik ¢oziicii,
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sicaklik, pH sartlarina bakilarak ¢aligmistir. Etanol ve metanol ekstraksiyonlarinin M.
purpureus kiiltiirlerinden etil asetat ekstraksiyonu ile karsilagtirildiginda 20 kat daha fazla
lovastatin sagladigr gézlemlenmistir (Ajdari et al. 2011). Ayrica, en fazla monokolin
tirevi,etanol ve metanol kullanilarak elde edilmistir. Etanol ve metanol
ekstraksiyonlarinda, 30 dakika boyunca 60°C’de inkiibasyonun, lovastatini daha etkili
sekilde ekstrakte ettigi dnceki calismalarda gosterilmistir (Lee ef al. 2006).

M.ruber’den kati hal fermantasyonu ile lovastatin iiretmek amaciyla ¢oziici
olarak etil asetat kullanilmistir. Calismalarin bazilarinda, kirmizi maya piringlerinde
lovastatin tiretmek i¢in %80°lik metanol kullanilmistir(Askenazi et al. 2003; Lee et al.

2006; Song et al. 2012; Nigovic et al. 2013).

1.4.5. Lovastatinin Diger Uygulama Alanlar1 ve Gelecegi

Alzheimer hastaligi beyin hiicrelerinin bozulmasiyla meydana gelen bir
hastaliktir. Norotoksik 8 amiloid proteinlerinin iiretilmesi ve birikimiyle meydana gelir.
Yiiksek kolesterol hastalarinda lovastatin tedavisi alzheimer hastaliginin yayginliginda
azalma goOstermistir. Bu calismalar hastalarin %40’1inda lovastatinin, kandaki Af
seviyesini diigiirdiigiinii gostermistir. Alzheimer hastali§inin metabolizmasi ve sebepleri
tam olarak anlasilamasada, kolesterol metabolizmasi ve alzheimer hastalig1 arasinda bir

iliski oldugunu yapilan ¢alismalar sonrasinda gdsterilmistir (Wolozin 2002).

Lovastatin ayrica bobrek hastaliginin tedavisinde inflamatuar yaniti ve GTPaz
RAS siiperailesinin sitokin aktivitesini azaltir. Glomeriilonefrit kaynakli bdbrek

hasarlarinin tedavisinde etkili oldugu gosterilmistir (Buemi et al. 2002).

Lovastatinin kemik olusumu {izerindeki etkisi ilk olarak Mundy ve arkadaslari
tarafindan 1999 yilinda gosterilmistir. Statinlerin kemik olusumu ve kemik mineral
oranlan tlizerindeki yararl etkisi ve kemik kiriklar1 riskini azalttiklart belirlenmistir
(Pahan et al. 2006). Kemik olusumu {izerindeki lovastatin etkisi; nano dozajlarda
lovastatin enjeksiyonu ile denenmis ve yiiksek dozajlarda in-vivo ve in-vitro’da kemik

olusumunu uyardig1 gézlemlenmistir. Ozellikle belirli bolgelere uygulandiginda femoral
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kemik kiriklarmin 1iyilestigi ve kortikal kirik bosluklarinin azaldigi gozlenmistir

(Cummings and Bauer 2000).

Sharmila ve ark. tarafindan yapilan caligmada kanserli hiicreler iizerinde
lovastatinin antiproliferatif etki gosterdigi belirlenmistir. Bagka bir ¢alismada ise insan
glioblastoma hiicrelerinde kanser proliferasyonunu azalttigi goézlenmistir (Xie et al.
2006).Statinlerin, birgok kanser hiicresi tipinde antiproliferatif, antianjiyogenik ve
proapoptotik etkileri yapilan bircok caligmada mevcuttur. Lovastatinin proteazomun
aktivasyonunu engelleyerek p21 ve p27°nin parcalanmasini inhibe edip kanser
hiicrelerindeki diizensiz biiyiimeleri engelledigi yapilan c¢alismalarda goriilmiistiir

(Sharmila et al. 1999) (Sekil 1.11).

Pravastatin .I:ov.nnun
ve on ilac1 ve
Asetil Co-A Lovastatin Laktasistin

.
HMGCoA &,

Trans ipsiyon p27

l » Transkripsiyon
Mevalona Pa. /

Isopentenil ' Pirofosfat
Translasyon

;

Geranil Pirofosfat

Farnesil Pirofosfat

f

Skualen

Kolesterol

Sekil 1.11. Lovastatinin Ubikuitin-Proteazom Yolunu Modiile Ederek, Meme Kanseri
Hiicrelerinde Siklin Bagimli Kinaz Inhibitorleri p21 ve p27'yi indiiklenme Mekanizmasi
(Keyomarsi 1999).
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1.5. Tez Cahsmasinin Amaci ve Onemi

Giliniimiizde bir¢ok alanda kullanilan fungal metabolitler iilkeler i¢in ekonomik
onem arz etmektedir. Ozellikle saglik alaninda ilag olarak kullanilan organik maddeler
iilkelerin stratejik planlarinda iist siralarda yer almaktadir. Bilindigi gibi kolesterol
giinimiizde neredeyse her yas grubundan bircok insani etkilemektedir. Kolesterol

diizenleyici ilaglar bu nedenle dikkatleri iizerine toplamaktadir.

Filement6z funguslarla ilgili yapilan tarama c¢alismalarinda Penicillum
(Hosobuchi et al. 1993; Konya et al. 1998; Bazaraa et al. 1998) ve Aspergillus tiirleri
ozellikle de A.terreus (Shindia 1997; Siamak et al. 2003) 6n plana ¢ikmaktadir. Bunlarin
yaninda A. parasiticus, A. fischeri, A. flavus, A. niger, A. repens, A. umbrosus, A.
versicolor, A. oryzae, Penicillium funiculosom, P. variable, P. citrinum, P.
chrysogenum,Trichoderma viridae, T. longibrachiatum, Acremonium chrysogenum,
Paecilomyces varioti, Pythium ultimum, Pleospora herbarum, Doratomyces stemonitis
ve Scopolariopsis brevicaulis tiirlerinin de yapilan tarama ¢alismalar1 sonucu lovastatin
tiretici olduklar1 bildirilmistir (Gunde-Cimerman et al. 1973; Shindia 1997;Siamak et al.
2003; Sree et al. 2011).

Lovastatin iiretici organizmalarin taranmasi genelde c¢esitli koleksiyonlarda var
olan ya da topraktan elde edilen izolatlarin taranmasi seklinde olmustur (Negishi et al.
1986; Samiee et al. 2003; Vilches Ferron et al. 2005; Sree et al. 2011). Bu ¢alismalarin
sonucunda yeni lovastatin {iiretici tiirler literatlire kazandirilmig olmasina ragmen bu

caligmalarin sayisi olduk¢a azdir (Mulder et al. 2015).

Bu tez ¢alismasinda funguslarin topraktan izole edilerek,kolesterol diizenleyici
ozellige sahip olan lovastatin iiretimi yoniinden taranmasi ve molekiiler karakterizasyonu
amacglanmustir. Ozellikle secilen drneklem bdlgesinin kendine has soguk ve kurak iklim
kosullarina sahip olmasi ve gorece yiiksek rakimda bulunmasi yoniiyle yeni ya da lokal

iiretici tiirlerin literatiire kazandirilmasinda avantajli olacag: diisiiniilmektedir.
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A.A. Shindia 1997°de yaptig1 bir ¢alismada Misir’da topraktan alinan 14 fungus
cinsine ait 25 tiir mevinolin iiretebilme yetenegine gore taranmistir. Calismada en iyi
iireticinin A.terrus oldugu diger potansiyel iireticiler ise A. oryzae, Doratomyces
stemonitis, Paecilomyces varioti, Penicillium citrinum, P. chrysogenum, Scopulariopsis

brevicaulis, Trichoderma viridae olarak belirlenmistir (Shindia 1997).

Manzoni ve arkadaslar1 1999°da yaptiklar1 c¢alismada bazi Monascus ve
Aspergillus tiirlerini statinlerin tiretimi i¢in taramiglardir. En yiiksek verimli liretici A.
terreus suslari olarak belirlenmistir. A.ferreus BST izolatindan soya fasiilyesi unu
ortaminda 14 giinde 230mg/L lovastatin, 118mg/L pravastatin elde edilmistir. Statinlerin
geri kazaniminda ise lovastatinin A.terreus’da miselyuma yakin yerlerde kaldig

belirlenmistir (Manzoni et al. 1999).

Hajjaj ve arkadaslar1 2001°de yaptiklari ¢alismada karbon ve azot kaynaklarinin
lovastatin biyosentezindeki etkisini arastirmak icin bir ortam gelistirdiler. A.terreus
tarafindan metabolize edilen birka¢ organik ve inorganik olarak tanimlanan nitrojen
kaynagi arasindan glutamat ve histidin en yiiksek lovastatin biyosentez miktarini

vermistir (Hajjaj et al. 2001).

Samiee ve arkadaglar1 2003 yilinda yaptiklar1 calismada 110 adet topraktan izole
edilmis fungus tiirii s1v1 kiiltlirde potansiyel lovastatin tireticisi olarak taranmis ve 9 tiiriin
lovastatin {ireticisi oldugu TLC ve HPLC teknikleri kullanilarak kanitlanmistir. En iyi
iretici A. terreus 55 mg/L olurken, A. parasiticus 4,5 mg/L, A.fischeri 2,0 mg/L. A.flavus
9,0 mg/L , A.umbrosus 14,1 mg/L Penicillium funiculosom 19,3 mg/L , Trichoderma
viridae 9,0 mg/L , T. longibrachitaum 1,0 mg/L , Acremonium chrysogenum 2,5 mg/L

tiirleri lovastatin tireticisi olarak belirlenmistir (Samiee et al. 2003).

Sayyad ve ark. 2007 da Monascus purpureus MTCC369 kullanilarak sivi kiiltlirde
5 besin parametresi taranmis ve yanit yiizey metodolojisinin Box-Behnken tasarimi ile

optimize edilmistir. En yiiksek lovastatin konsantrasyonu 351mg/L ile (desktroz 29,59
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g/L, NH4Cl 3.86 g/L, KH2PO4 1.73 g/L, 0.86 g/l MgSO4-7H20, 0.19 g/ MnSO4-H20)
oranindaki besi yerinden elde edilmistir (Sayyad et al. 2007).

Porcel ve arkadaglar1 2006 yilinda yaptiklar1 ¢alismalarinda A. terreus ATCC
20542 susunun sporla baglatilan sivi besiyerinde biyokiitle ve lovastatin {iretiminin
asilama i¢in kullanilmis olan sporlarin yasina bagli oldugu gosterilmistir. Eski sporlardan
baslatilan kdiltiirlerin oldukga yiiksek lovastatin oranlar1 gosterdigi belirlenmistir.
Inokiilasyon i¢in kullanilan sporun 9 giinden 16 giine degistirilmesiyle %52 artis oldugu
saptanmis ve 16 giinliik sporla baslatilan kiiltiiriin 186.5 = 20.1 mg/L verime sahip oldugu
belirlenmistir (Porcel et al. 2006).

Porcel ve arkadaslar1 2006’da A. ferreus tarafindan lovastatin {iretimi sirasinda
mekanik olmayan diisiik yogunluklu karistirmanin etkilerini arastirmak i¢in 20 L’lik
karisimi gaz yolu ile saglanan bulamag bir balon reaktor kullanilmistir. Fermantasyonlar
%400 hava doygunlugu altinda 0,5 ila 1,5 vvm arasinda degisen gazlagma oranlarinda
gerceklestirilmistir. Cok dusiik tiirblilans ve diigiik ¢oziinmiis oksijen seviyelerinin
lovastatin iiretimini olumsuz yonde etkiledigi goriilmiistiir. Lovastatinin en iyi iiretimi ise
asir1 derecede tiirbiilans olmayan oksijen agisindan zengin kosullar altinda elde edilmistir

(Porcel et al. 2006).

Panda ve ark. 2010’da yaptiklar1 calismada M. purpureus ve M. ruber
organizmalarinin lovastatin iiretim kosullarim1 optimize etmislerdir ve maksimum
lovastatin tliretimi i¢in denenmis olan faktorlerin optimum degerleri M. purpureus ve M.
ruber ko-kiiltiirii i¢in 29.46°C optimum sicaklik, 13,89 giin fermantasyon siiresi, 4,95
ml’lik inokiilim hacmi ve 6.03 baslangi¢c pH’s1, 9,68 g/L malt, dekstroz 38,90 g/L,
MnS04.H20 1,96 g/L ve MgS04.7H20 0,73 g/L ortaminda 2,80 mg/g lovastatin iiretimi
gergeklestirilmistir (Panda et al. 2010).

A. terreus’un UV1718 susu ilefarkli substratlar ve bu subsratlarin ¢esitli
kombinasyonlar1 denenerek yapilan caligmada maksimum lovastatin iiretimi bugday
kepegi destekli (DFM) besiortamindan elde edilmistir. Ortam bilesenlerinin
optimizasyonu i¢in yanit yiizey metodolojisi (RSM) kullanilmis ve nem igerigi, substratin

parcacik boyutu, di-potasyum hidrojen fosfat, eser iyon c¢dzeltisi konsantrasyonu
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optimize edilmistir. Uretim verimi, optimize edilmemis ortamlara gore 2,6 kat

arttirllmistir (Pansuriya and Singhal 2010).

Rashid’ in 2014’ te yaptig1 ¢alismada 17 fungal izolat izole edilmis ve bunlarin 11
tanesinin lovastatin {ireticisi oldugu bulunmustur. Fusarium pseudocircinatum olarak
tanilanan izolat, piring kepegi-kahverengi piring (1:1) ortaminda 425+33,3 mg/g ile
belirlenmistir (Syarifah Ab Rashid 2014).

Pandey ve arkadaglar1 2018 yilinda yaptiklar1 calismada Fusarium spp. tirlerinin
potansiyel lovastatin iiretim potansiyelleri incelenmis ve 6 farkli Fusarium tiiriinde;
Fusarium oxysporum (NTCC 367), F. moniliforme (NTCC 390), F. avenaceum (NTCC
1056), F. equiseti (NTCC 1142), F. solani (NTCC 1145) ve F. semitectum (NTCC 1150)

lovastatin tiretimi kat1 ve siv1 besiyerinde liretim goriilmiistiir (Pandey et al. 2018).
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3.1. Materyal

3.1.1. Cihazlar

Bu tez calismasi Erzurum Teknik Universitesi, Yiiksek Teknoloji Arastirma

Merkezi Laboratuvarlar1 (YUTAM) da yapilmistir. Kullanilan cihazlarin listesi Cizelge

3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1: Tez Calismasinda Kullanilan Cihazlar ve Modelleri

Cihaz Adi

Model

Sogutmal Santrifiij

Jel Goriintiileme Sistemi
Elektroforez Sistemi
Statik Inkiibator
Calkalamali inkiibator
Vorteks

Ultra Saf Su Cihaz:
Nanodrop

PZR Cihaz

Isik Mikroskobu
Otoklav

pH Metre

Magnetik Karisriricl
+4 Sogutucu

-20 Sogutucu

Hassas Terazi

Mikrobiyolojik Steril Kabin

Hettich Zentrifugen Universal 320R

BioRad ChemiDoc™ MP

BioRad Mini ReadySub-Cell™

Memmert IN110
Zhicheng-ZHWY-2102C
Wisd Wisemix VM-10
Millipore, Q-3W
Thermo Scientific

ESCO NordicSafe™
SensoQuest Thermocycler
ZEISS, Primo Star

JSR, JSAC-60

OHAUS ST 3100F
Daihan, shr

Edesa

J.P. Selecta

Shimadzu ATX 224
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3.1.2. Sarf Malzemeler

Tez galismasinda kullanilan kimyasal maddeler Sigma Aldrich (USA) ve Merck
A.S. (USA) firmalarindan temin edilmistir.

3.1.3. Kullanilan Besiyerleri

3.1.3.1. Patates Dekstroz Agar

Patates dekstroz agar (PDA), 1 L’sinde 20 g dekstroz, 15 g agar ve 4 g patates
infiizyonu bulunan bir besiyeridir. Ticari olarak satin alinmis toz besiyerinden 39 g
tartilarak, 1 L saf suya eklenmistir. Otoklav ile 121°C’de 15 dakika steril hale
getirilmistir. 45°C’ye kadar sogutulduktan sonra, 90 mm petri kaplarina dokiilerek

kullanilmistir.

3.1.3.2. Lovastatin Uretim Besiyeri

Bu besiyeri kati ve sivi kiltiirde lovastatin iiretimini tesvik etmek igin
kullanilmistir. 50g siikroz, 20g soya unu, 1g KH>PO4, 1g NaNOs3 ve 0,5g MgSO4 7 H>0O
tartilarak 1 L’de ¢oziilerek pH 6,5’e ayarlandiktan sonra otoklav ile 121°C’de 15 dakika
steril hale getirilmistir. Kat1 besiyeri i¢in ayni besiyerine 15gr agar ilave edilerek
hazirlanmistir. 45°C’ye kadar sogutulduktan sonra, 90 mm petri kaplarina dokiilerek

kullanilmastir.

3.2. Yontem

3.2.1. Toprak Orneklerinin Toplanmasi ve Funguslarin izolasyonu

Orneklem bolgesi olarak 1800 metre ve iizeri rakima sahip olan Erzurum ili
secilmistir. Erzurum Merkez’de farkli bolgelerden toprak oOrnekleri alinarak, steril
polietilen torbalarda laboratuvara getirilmistir. Toprak Orneklerinden hazirlanan seri

diliisyonlar, funguslar ic¢in standart besiyerlerine dokme plak yontemi ile inokiile
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edilmigtir. Petriler 10 giin siire ile incelenmis, gdzlenen filementdz funguslar arka arkaya

yapilan pasajlar sonucu saflagtirilmigtir.

3.2.2. Lovastatinin Uretimi

Saflastirilan funguslar PDA besi ortamina ekilerek, 28°C’de 14 giin boyunca
inkiibe edilmistir. Ardindan sporlar hasat edilerek Lingappa et al. (2004) tarafindan A.
terreus igin tarif edilen s1v1 besi ortamina alinarak ve 28°C’de 180 rpm’de 7 giin boyunca

inkiibe edilmistir.

3.2.3. Lovastatinin Saflastirilmasi

Ekstraksiyon Siamak et al. (2003) tarafindan Onerilen metoda gore yapilmistir.
Kisaca, elde edilen kiiltiir filtratinin pH’s1 HCL kullanilarak 3’e diisiirtildiikten sonra esit
hacimde etil asetat ilave edilmis ve 1siticili karistiricida 260rpm’de, 28°C 2 saat boyunca
ekstrakte edilmistir. Ardindan santriifiijle organik faz alinarak bir sonraki ¢alisma i¢in

kullanilmastir.

3.2.4. Lovastatin Uretici Funguslarin On Seleksiyonu

On eleme galismasi igin Pushpa et al. (2016) ve Prabhakar and Lingappa
(2011)’den modifiye edilen metot kullanilmistir. Kisaca, PDA besi ortami iizerinde
mantar delici igne ile 18 mm ¢apinda delikler acilmis, 24 saatlik Candida albicans
kiiltiirtinden bu plaklara yayma ekim yapildiktan sonra, agilan deliklerin birine bir tist
basamakta hazirlanan ekstrakt (100pl), birine negatif kontrol olarak etil asetat; pozitif
kontrol olarak ise standart lovastatin ve lovastatin {irettigi bilinen Monascus
purpureus’dan elde edilen ekstrakt eklenmistir. Petriler 28°C’de 2 giin inkiibasyona
birakilarak, inhibisyon zonunun gdzlendigi fungus izolatlar1 lovastatin iiretici olarak

sec¢ilmis bir sonraki ¢alisma igin kullanilmistir.

26



3. MATERYAL ve YONTEM

3.2.5. Lovastatin Uretiminin Ince tabaka Kromotografisi (TLC) ile Dogrulanmasi

On seleksiyon basamaginda zon veren fungus tiirlerine ait ekstraktlardan 50ul
almarak F254 (MERCK) ince tabaka kromatografisine standart lovastatin ile
yiiklenmistir. Yirltiicii faz olarak 7:3 (v/v) dikolorometan:etil asetat karisimi
kullanilmistir. Ardindan bantlar iyodin buhari/UV’de goriiniir hale getirilerek Rrdegerleri

standartla lovastatinle karsilastirilmistir (Siamak ez al.2003).

3.2.6. Absorbans Spektrum Taramasi

Lovastatin {iretiminin dogrulanmasinda 3. basamak olarak elde edilen
ekstraktlarin abzorbans spektrum taramasi yapilmistir. Kisaca, elde edilen ekstraktlar
etilasetat icerisinde 200-400 nm araliginda Inm’lik artigla spektrofotometrede taranmis

ve elde edilen pik degerleri standart lovastatinle karsilastirilmistir (Lingappa et al. 2004).

3.2.7. Standart Lovastatin Grafiginin Hazirlanmasi

10 ml asetonitril igerisinde 10mg standart lovastatin ¢oziilerek stok soliisyon
hazirlanmistir. Ardindan bu soliisyon kullanilarak 30-120pg/ml olacak sekilde seri
dilisyonlar hazirlanmis ve 238nm’de abzorbans Ol¢limii yapilarak standart grafik

hazirlanmistir (Lingappa et al. 2004).

3.2.8. Lovastatinin Spektrofotometrik Yontemle Belirlenmesi

TLC’de standart lovastatin ile benzer Rf degerlerine sahip olan bantlar kazinarak,
Iml asetonitrilde ¢oziilerek filtre edilmistir. Filtratlar 238 nm’de olgiilerek lovastatin
konsantrasyonlar1 bir dnceki basamakta hazirlanan standart grafige gore hesaplanmistir

(Lingappa et al. 2004).

3.2.9. Funguslarin Klasik Yontemlerle Teshisi

Funguslarin tayini, tek spor izolasyonu yapildiktan sonra, saf koloniler halinde

gelistirilen 1zolatlarin koloni morfolojileri ve mikroskobik o6zellikleri incelenerek
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Hasenekoglu (1991)’e gore yapilmistir. Her bir izolatdan hazirlanan preparatlar, 200-400-
1000 biiyiiltmeli mikroskop altinda incelenmistir.

3.2.10. Funguslarin Molekiiler Karakterizasyonu

Lovastatin iiretici oldugu belirlenen funguslar PDA besiyerine ekilerek bir hafta
inkiibasyona birakilmis ve inkiibasyon siiresinin sonunda kat1 besiyerinden bir 6ze dolusu
alinarak PureLink® Genomic DNA Mini Kit ile {irlin talimatlar1 dogrultusunda genomik
DNA izolasyonu gergeklestirilmisir. Izole DNA, biitiinliigii ve saflig1 agisindan %0,8’lik
agaroz jelde 75 V’da 45 dakika boyunca vyiiriitilerek degerlendirilmistir. DNA
amplifikasyonu optimize edilmis 50ul’lik reaksiyon karigiminda ITS1 ve ITS4 primerleri
kullanilarak gerceklestirilmistir. Toplam reaksiyon hacmi 50 pl olacak sekilde, Cizelge
3.2’de belirtilen bilesenler sirasiyla 0,2ml’lik Polimeraz Zincir Reaksiyon (PZR) tiipiine
konulmus ve Cizelge 3.3’de belirtilen sartlarda ¢ogaltim yapilmustir.

Cizelge 3.2. 10ng Kalip DNA i¢in50ul PZR Reaksiyonu Bilesenleri

Saf su 32,5ul
Buffer Sul
MgCl» 3ul
dNTP 3ul
Primer (F) 2 ul
Primer (R) 2 ul
gDNA 2 ul
Taq DNA Polimeraz 0,5 ul
Toplam 50 ul

Cizelge 3.3. PCR Programi

95°C 2dk

95°C 30sn

56°C 1dk

72°C 1dk 30 dongii
72°C 10dk

4°C 00
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Ardindan cogaltilan DNA fragmentleri, %1 lik 1XTAE tampon i¢cinde DNA
markirt ile yiiriitilmis ve ticari bir firma araciligryla DNA dizi analizi yaptirilmistir.
DNA dizi analiz sonucu, BLASTN 2.2.26+ programi1 kullanilarak GenBank’ta bulunan

ribozomal sekanslar ile karsilastirilarak degerlendirilmistir (Maksumova et al.2000).

3.2.11. istatistiksel Analiz

Bu tez ¢alismasinda yapilan biitiin deneyler ii¢ tekrarli olarak gergeklestirilmistir.
Elde edilen verilerin istatistiksel olarak 6dnemli olup olmadiklari, SPSS 15 paket programi

kullanilarak, 0.05 6nem seviyesinde tek yollu ANOVA testi ile belirlenmigtir.
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4.1. Toprak Orneklerinin Toplanmasi ve Funguslarin izolasyonu

Tez calismasi kapsaminda Erzurum Merkez’de 1800 metre ve iizeri rakima sahip
20 adet noktadan ylizey topraklar1 alinarak, steril polietilen torbalara konulmustur.
Ardindan laboratuvara getirilen toprak orneklerinden hazirlanan seri dilisyonlar PDA
besiyerlerine yayma plak yontemi ile ekilmistir. Izolasyonlar sonunda 52 adet filementdz

fungus izolat1 saflastirilmastir.

4.2. Lovastatinin Uretimi ve Saflastiriimasi

Bir onceki basamakta saflastirilan funguslarin 6n segilim islemine alinmasi igin
lovastatin iiretimini tegvik ettigi bilinen soya unu igeren besi ortami hazirlanmis ve
funguslar bu besiyerinde 1 hafta gelistirilmistir.Kiiltiir filtratlarinin pH’s1 HCL ile 3’e
diisiiriildiikten sonra esit hacim etil asetatla karistirllmistir. 2 saat inkiibasyondan sonra

organik faz alinarak evaporatdrde ugurulmustur.

4.3. Lovastatin Uretici Funguslarin On Seleksiyonu

On eleme calismasi icin kisaca, PDA besi ortamu iizerinde mantar delici igne ile
18mm ¢apinda delikler agilmis ve deliklerin birine; bir iist basamakta hazirlanan ekstrakt,
negatif kontrol olarak etil asetat, pozitif kontrol olarak ise standart lovastatin ve lovastatin
urettigi bilinen M. purpureus’dan elde edilen ekstrakt eklenmistir. Denemeye alinan 52
adet fungus izolatindan 14 tanesine ait ekstraktin C. albicans’a karst zon verdigi

belirlenmis ve bu izolatlar bir sonraki deney i¢in secilmistir (Sekil 4.1).

30



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Sekil 4.1 Ekstraktlarin C. albicans’a Kars1 Olusturdugu Zonlarin Bazilari

Vilches Ferron et al. (2005) tarafindan kullanilmaya baslanan tarama teknigi
lovastatin {iretici organizmalarin belirlenmesinde kisa siireli ve ekonomik bir yontem
olarak kabul gormiistiir. Tez ¢alismasinda da Candida albicans indikatér organizma

olarak kullanilmis ve metodun islevselligi dogrulanmstir.

4.4. Lovastatin Uretiminin Ince Tabaka Kromotografisi (TLC) ile Dogrulanmasi

On seleksiyon basamaginda zon veren 14 fungus tiiriine ait ekstraktlardan 50 pl
almarak F254 (MERCK) ince tabaka kromotografisine standart lovastatin ile
yiikklenmistir.Denemeye alinan 14 adet fungus izolatindan 5 tanesine ait ekstraktin
TLC’de standart lovanstatinle ayni1 Rf degerinde bant verdigi belirlenmistir (Cizelge 4.1;

Sekil 4.2). Bu izolatlara ait ekstraklar bir sonraki deney i¢in seg¢ilmistir.

Sekil 4.2. On Seleksiyon Basamaginda Zon Ekstraktlarin TLC Sonuglar

31



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Cizelge 4.1.TLC de Yiiriitiilen Orneklerin Rf Degerleri

Fungus izolatlar Rf degerleri
Saf lovastatin 0,75
B5B 0,73
Cé 0,71
9 0,71
C11 0,72
HA4 0,75

Lovastatin {iretici organizmalarin taranmas1 genelde ¢esitli koleksiyonlarda var
olan ya da topraktan elde edilen izolatlarin taranmasi seklinde olmustur. Bu ¢aligmalarin
sonucunda birgok yeni lovastatin iiretici tiir literatiire kazandirilmistir. Ornegin Samiee et
al. (2003) Pers kiiltiir koleksiyonundan elde edilen 110 fungusun taranmasi sonucu,
bunlardan sadece 9 tanesinin lovastatin lirettigini gostermislerdir. Baska bir ¢calismada ise
topraktan izole edilen funguslarin ayn1 yontemle taranmasi sonucu yaklagik %32’sinin
lovastatin iireticisi oldugu bulunmustur. Bu ¢alismada taranan 52 izolattan 5 tanesi

lovastatin tiretici olarak belirlenmistir.

4.5. Absorbans Spektrum Taramasi

Lovastatin iiretiminin dogrulanmasinda son basamak olarak elde edilen
ekstraktlarin abzorbans spektrum taramasi yapilmis ve elde edilen pik degerleri standart

lovastatin ile karsilastirllmistir(Sekil 4.3).
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A :

Sekil: 4.3.A. Saf lovastatinin 200-400 nm Arasindaki Spektrum Taramasi; B. Sarocladium
strictum (HA4)’e ait Ekstraktin 200-300 nm Arasindaki Spektrum Taramasi; C. HA4’e ait
Ekstraktin TLC’den Kazinarak Elde Edilen Saflagtirilmis Halinin 200-400 nm Arasindaki
Spektrum Taramasi

Absorbans spektrum analizi, ekstraktlarin 238nm dalga boyunda standartla benzer
absorpsiyon pikine sahip oldugunu gostermektedir. Ayrica dalga boyu pikleri hem de
TLC’de belirlenen Rf degerleri dikkate alindiginda literatiirde lovastatine (Lingappa et.
al. 2004) ait verilerle uyum gostermektedir. Bu sonuclar ekstraktlarda lovastatin varligini

dogrular nitelikte olup, ayn1 zamanda TLC ile alinan sonuglar1 dogrulamaktadir.
4.6. Standart Lovastatin Grafiginin Hazirlanmasi

Saf lovastatinden 30-120 pg/ml olacak sekilde seri diliisyonlar hazirlanmis ve 238
nm'de absorbans dl¢limii yapilarak standart grafik elde edilmistir (Sekil 4.4).

Standart lovastatin grafigi

absorbans

Sekil 4.4.Standart Lovastatin Grafigi
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4.7. Lovastatinin Miktarinin Spektrofotometrik Yontemle Belirlenmesi

Secilen 5 izolata ait TLC bantlar1 kazindiktan sonra, 1 ml asetonitrilde ¢oziilerek
filtre edilmistir (Sekil 4.5). Filtratlar 238nm’de 6l¢iilerek lovastatin konsantrasyonlar1 bir

onceki basamakta hazirlanan standart grafige gore hesaplanmistir (Cizelge 4.2).

Sekil 4.5. TLC’den Elde Edilen Ornekler

Cizelge 4.2.1zolatlarin Lovastatin Uretim Miktarlar

Izolat numarasi Lovastatin (mg/L)
B5B 20,90
HA4 43,77
Co6 28,34
c9 27,59
Cl1 22,28

4.8. Funguslarin Klasik Yontemlerle Teshisi

Yapilan mikroskobik inceleme sonucu B5B ve C11 izolatlarinin Fusarium, C6 ve
C9 izolatlarinin ise Penicillium cinslerine ait oldugu; en yiiksek lovastatin tiretimine sahip

olan HA4 izolatinin ise Sarocladium cinsine ait oldugu belirlenmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Fungus Tiirlerinin Besiyerinde ve Mikroskoptaki Goriintiileri

4.9. Funguslarin Molekiiler Karakterizasyonu

Segilen 5 izolatin molekiiler karakterizasyonu 18S-ITS1-5.8S-ITS2-28S bolgesi
hedeflenerek gergeklestirilmistir (Sekil 4.7). Elde edilen sekans verileri BioEdit programi
ile birlestirildikten sonra BLASTN 2.2.26+ programi kullanilarak, GenBank’ta olan
tiirlerle karsilastirilmis (Maksumova ef al. 2000)(Sekil 4.8) ve sonuglarinin mikroskobik
incelemelerle desteklenmesi ile izolatlar tanimlanarak GenBank’a kaydedilmistir
(Cizelge 4.3). Filogenetik agac ise Mega 6 programi kullanilarak ¢izilmis ve Sekil 4.9’da

verilmigtir.

Sekil 4.7. Lovastatin Pozitif Orneklerin ITS PCR Sonras1 Jel Goriintiileri
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¥ BSB_[I7L075]ITS1_HOE 17120043086
¥ BSB_[ITL0NENTS_G03 17120043005
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¥ Ha_nnamema_g

Sekil 4.8. BioEdit Programi ile DNA Sekanslarinin Birlestirilmesi

Cizelge 4.3.1zolatlarm Molekiiler Tan1 Sonuglar1 ve GenBank Erisim Numaralar

Izolat Tiir GenBank erigim numarasi

B5B Fusarium solani MK367716

C6 Penicillium MK367717
brevicompactum

Cc9 Penicillium commune MK367718

Cl1 Fusarium oxysporum MK367719

HA4 Sarocladium strictum MK367720
00 L Fusarium onyeporum C11; MK67719

Sarocladium strictum HA4; MK367720

I Penicillium brevicompactum Cé; MK367717
L Penicillium commune C9; MK367718

0.1

Sekil 4.9.Tiirlerin Filogenetik Dendogrami
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5. SONUC ve ONERILER

Lovastatin {iretici organizmalarin taranmasi genelde ¢esitli koleksiyonlarda var
olan ya da topraktan elde edilen izolatlarin taranmas1 seklinde olmustur. Bu ¢alismalarin
sonucunda birgok yeni lovastatin {iretici tiir literatiire kazandirilmistir. Filement6z
funguslarla ilgili yapilan tarama ¢alismalarinda Penicillum(Hosobuchi et al. 1993; Konya
et al.1998; Bazaraa et al. 1998) ve Aspergillus tiirleri Ozellikle de A.terreus (Shindia
1997; Siamak et al. 2003) 6n plana ¢ikmaktadir. Bunlarin yaninda A. parasiticus, A.
fischeri, A. flavus, A. niger, A. repens, A. umbrosus, A. versicolor, A. oryzae, Penicillium
funiculosom, P. variable, P. citrinum, P. chrysogenum, Trichoderma viridae, T.
longibrachiatum, Acremonium chrysogenum, Paecilomyces varioti, Pythium ultimum,
Pleospora herbarum, Doratomyces stemonitis, Fusarium pseudocircinatum, F.
oxysporum, F. moniliforme, F. avenaceum, F. Equiseti, F. solani, F. semitectum ve
Scopolariopsis brevicaulis tirlerinin de yapilan tarama g¢aligmalar1 sonucu lovastatin
tiretici olduklar1 bildirilmistir (Gunde-Cimerman et al. 1973; Shindia 1997;Siamaket al.
2003; Sree et al. 2011; Pandey et al. 2018). Bu ¢alismada ise Fusarium oxysporum, F.
solani, Penicillium brevicompactum, P. commune ve Sarocladium strictum olmak lizere

3 farkli cinse ait 5 filament6z fungus lovastatin lireticisi olarak belirlenmistir.

Fusarium cinsine ait iki tiir hari¢ diger organizmalardaki lovastatin varlig1 bu
calismada ilk kez goOsterilmistir. Fermantasyonun tipine, inkiibasyon siiresinin
uzunluguna ve besiyerinin bilesimine gore organizmalarin {irettikleri lovastatin miktarlari
degisiklik gostermektedir. Ancak ozellikle A. terreus’un lovastatin verimi diger biitiin
tiirlerden daha yiiksektir. Cesitli calismalarda 900mg/L’ye kadar verim alindigi
bildirilmistir. Bu ¢alismada A. terreus izole edilememistir. Tez ¢alismasinda elde edilen
B5B kodlu F. solani ve C11 kodlu F. oxysporum izolatlarindan soya unu eklenmis sivi
besiyerinde 7 glinliik inkiibasyon sonucu, sirasiyla 20,90 ve 22,28 mg/1 lovastatin verimi
elde edilmistir. Bu cinse ait lovastatin iiretimi ile ilgili literatiirde iki kayit bulunmaktadir.
Bunlardan bir tanesi 2018 yilinda yayimlanmis olup, bu calismada izole edilen her iki
Fusarium tiirlinlinde lovastatin iiretici oldugunu bildirmis fakat bu ¢alismada sadece zon
Olciimii  yapilmig olup, dogrulama basamaklar1 ve {iretim miktar1 hesaplamasi
yapilmamistir (Pandey et al. 2018). Penicillium cinsi diger bircok endiistriyel iirtin gibi

lovastatin {iretimi iginde 6nemli bir kaynak olarak literatiirde yerini almistir. Genelde P.
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citrinum ve P. chrysogenum tiirleri lovastatin iiretici tilirler olup; stvi kiiltiirde sirasiyla 61
ve 35 mg/L iiretim verimine sahip oldugu bildirilmistir. Bu ¢alismada izole edilerek
tanimlanan P. brevicompactum ve P. commune tiirleri ise sirasiyla 28,34 ve 27,59mg/ml

verime sahiptir.

Mulder et al. (2015)’e gore tarama ¢alismalarinin neredeyse tamaminda lovastatin
ekstraksiyonu, miktar belirleme metotlar1 ve biiylime kosullar1 farkli oldugu igin iiretim
miktarlarinin dogrudan karsilastirilmasi miimkiin degildir. Bu nedenle tez ¢alismasinda
elde edilen iiretim miktarlarinin karsilastirilmasi saglikli olmadigindan ¢alisma sirasinda

en yiiksek verime sahip olan izolat 6n plana ¢ikarilmstir.

Calismada en yiiksek lovastatin verimi Sarocladium strictum HA4 izolatina ait
olup, 43,77 mg/L lovastatin iirettigi belirlenmistir. Literatiirde ayni cinse ait bagka bir tiir
olan Acremonium chrysogenum’un 2,5 mg/L’lik (Samiee et al. 2003) verimi ile

karsilastirildiginda bu izolatin lovastatin iiretimi igin timit vadettigi diistiniilmektedir.

Bu tez calismasinda literatiire lovastatin {iretici yeni lokal tiirler kazandirilmistir.

Sonraki caligmalar ile ilgili 6neriler asagida maddeler halinde siralanmistir;

o Lokal izolatlara ait lovastatin {iretimi i¢in fermantasyon cesidi, inkiibasyon
kosullari, besiyeri bilesenleri optimize edilmeli ve iiretim miktarlar1 kontrol susu
olan A. terreus ATCC 20542 izolat1 ile karsilastirilarak degerlendirilmelidir.

e Saflagtinlan  lovastatinlerin  iler1  teknikler ile  karakterizasyonlar
gerceklestirilmelidir.

e HMG CoA rediiktaz aktiviteleri degerlendirilmelidir.
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