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DOKTORA TEZI
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FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BIYOLOJi ANABILIM DALI

2015

Yeni biyoaktif bilesiklerin kesfi i¢in, biyoteknolojik potansiyele sahip dogal iiriinlerin
mikroorganizmalardan eldesi son zamanlarda oldukea ilgi uyandiran bir arastirma konusudur.
Karasal ve sucul habitatlardan izole edilen aktinomisetler yeni biyoaktif dogal iiriinlerin kesfi
icin 6nemli kaynaklardan biridir. Bu potansiyellerinden otiirli aktinomiset genomlarinda dogal
iiriin biyosentez genlerinin taranmasi en giincel yaklasimlardan biridir. Son yillarda dogal iiriin
aragtirmalarinda farkli yontemler uygulanmaktadir. Bu yontemlerden biri dejenere polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) primerleri ile dogal frtnlerin biyosentetik gen kiimelerinin
taranmasidir, digeri ise genom dizilimi bilinen izolatlarda dogal {riin gen kiimelerine ait
biyoinformatik verilerin, kimyasal verilerle birlikte degerlendirilmesi ilkesine dayali kiitle
spektroskopisi (MS) temelli genom taramalaridir.

Bu ¢alismada karasal (Streptomyces) ve deniz (Salinispora) aktinomisetlerinin dogal
iiriin gen kiimelerinin sirasiyla, PCR ve MS temelli genom tarama yontemleri ile taranmasi
sonucunda hem genetiksel hem de kimyasal olarak dogal {iriin sentezleme potansiyelleri
arastirildi. Caligmanin ilk kisminda endemik bitki kdk ¢evresi Streptomyces izolatlarinin NRPS
ve PKS-I genlerinin sirasiyla, adenilasyon (A) ve ketosentaz (KS) domainleri, dejenere
primerler kullanilarak PCR ile tarandi. PCR amplifikasyonlari, klonlama ve DNA dizi analizleri
sonucunda izolatlarin tiimiiniin (altmis bes) genomunda A domaini, yaklasik % 80’inkin de ise
KS domaini tespit edildi. A ve KS domaini DNA dizilimlerinin BLASTX analizlerine gore, elde
edilen NRPS fragmentlerinin %34’iiniin, PKS fragmentlerinin ise %56’sinin Genbankasindaki
en yakin akrabalari ile %70’in altinda benzerlik gdsterdigi goriildii. Ozellikle, NRPS A
domainlerinin biiylik bir gesitlilige sahip olmasi bunlarin, farkli biyosentetik metabolik yollarin
sentezinde gorev aldigini diisiindiirdii. Ayrica A domain veri tabaninda incelenen klonlarin
biliyliik bir boliimiinde A domain motiflerinin substratlart ilgili program tarafindan tahmin
edilemedi. Bu bulgu ilgili A domainlerinin yeni aminoasitleri substrat olarak taniyabilecegi
anlamina gelmektedir. Bununla iligkili olarak yeni NRPS iiriinii olabilecegini diisiindiirmektedir.

Zorunlu deniz aktinomisetlerinden Salinispora cinsi tiyeleri dogal {iriin arastirmalarinda
kullanilan model mikroorganizmalardandir. Genom dizilimi bilinen otuz Salinispora izolatinin
genomlari, dogal {iriin gen kiimelerini arastirmak icin MS temelli genom tarama ydntemi ile
tarandi. Biyoinformatik incelemeler sonucunda izolatlarin NRPS, PKS, terpen, indol,
lantibiyotik, aminoglizokit ve siderefor gibi farkli dogal iriin ailelerine ait bilesikleri
sentezleyebilme potansiyeline sahip olduklar1 tespit edildi. Bununla birlikte; hem dereplikasyon
hem de kimyasal network analizleri igin, Salinispora izolati ham ekstraktlarindan elde edilen
stvi kromatografisi/kiitle spektroskopisi (LC/MS/MS) verileri, GNPS (Global Natural Product
Society) veritabaninda incelendi. Dereplikasyon analizleri sonucunda lomaiviticin C, 7-OH-
staurosporine, staurosporine ve cyanosporaside B dogal {iriinlerinin izolatlarin ekstraktlarinda
bulundugu tespit edildi. Ayrica molekiiler network analizleri ile izolatlara ait 1347 MS/MS
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verisinin spektral benzerligi incelendi. Bu inceleme sonucunda Salinispora tropica CNT250,
Salinispora pacifica CNY703, Salinispora arenicola CNY299 ve Salinispora arenicola
CNYO011 izolatlarina ait spesifik MS/MS spektrumlar1  biyoinformatik veriler ile birlikte
degerlendirildi. Kimyasal ve biyoinformatik degerlendirmeler sonucunda S. pacifica
CNY703’iin kiiltiir ortaminda glikolize bir bilesige ve bu bilesigin sentezinden sorumlu oldugu
diistiniilen NRPS-PKS-I gen kiimesine ulasildi. Bu gen kiimesinin sentezledigi bilesigin yap1
aydinlatma ¢aligmalar1 devam etmektedir.

Antimikrobiyal aktivite testleri sonucunda karasal izolatlardan Streptomyces sp.
CAH29’un giiglii ve genis spektrumda biyoaktif dogal iiriin sentezleme potansiyeli tespit
edilmisti. Bu sebepten dolayi, bu izolatin kiiltiir ortamindaki biyoaktif bilesiklerinin
saflastirmasi,  kimyasal yap1 analizi ve degisik biyolojik aktivite testi c¢alismalar
gergeklestirildi. Spektroskopik analizler sonucunda biyoaktif bilesigin tetrangomycin oldugu
tespit edildi. Antrakinon yapisindaki bu bilesigin Staphylococcus aureus, Streptococcus
pyogenes, methicillin direngli Staphylococcus aureus (MRSA) ve Candida albicans
mikroorganizmalarina karsi, sirasiyla 14, 10, 12 ve 8 mm’lik inhibisyon zonlar1 ile
antimikrobiyal aktivite gosterdigi tespit edildi. Ayrica tetrangomycin’in insan prostat kanseri
(LNCaP) ve alveolar adenokarsinoma (A549) hiicreleri iizerine sitotoksik etkisi yanisira, diisiik
oranda DPPH radikalini sondiirme etkisi oldugu goézlendi. Staphyloxanthin sentezinin ilk
asamasinda dehidrosqualen sentaz (CrtM) enzimi gorev almaktadir. Tetrangomycin’in
anti-MRSA etkisinin incelenmesi amaciyla CrtM enzimi ile Docking analizleri gergeklestirildi.
Bu analizler sonucunda tetrangomycin ve pozitif kontrol dipotasyum (2-okso-2-{[3-(3-
fenoksifenil) propil] amino}etil fosfonat) (830) ligandlarinin dehidrosqualen sentaz CrtM
enzimine baglanma enerjilerinin birbirine yakin oldugu belirlendi. Bundan dolay1
tetrangomycin ’in yeni bir anti-MRSA ajan olarak kullanilma potansiyeli tartigildi.

Anahtar Kelimeler: Aktinomisetler, Biyoaktif Dogal Uriin, Genom tarama, NRPS, PCR, PKS,
Salinispora, Streptomyces
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ABSTRACT

MINING OF ACTINOMYCETE GENOMES FOR THE DISCOVERY OF NEW NATURAL

PRODUCTS

Ph.D. THESIS
Siileyman OZAKIN

DEPARTMENT OF BIOLOGY
INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
UNIVERSITY OF DICLE

2015

Biotechnological potential of natural products from microorganisms are receiving more
attention for discovery of novel bioactive compounds. Terrestrial and marine actinomycetes are
an important source for the discovery of novel bioactive compounds. Therefore, a new method
genome mining is a good strategy for a natural product discovery. There are different strategies
for genome mining. One of them is PCR based genome mining. Degenerate primers are used in
order to defined biosynthetic gene clusters. The other is MS guided genome mining. The present
study was designed to assess the genetic potential of rhizosphere streptomyces strains by
amplifying adenylation and ketosynthase domains of NRPS and PKS-I genes, respectively.
Using degenerate PCR and sequencing of cloned products, NRPSs were detected in all (sixty-
five) isolates. PKS-I genes were successfully amplified from 80% of the isolates. Based on the
BLASTX analysis, most of the NRPS (34%) and PKS (56%) fragments showed below 70%
identity to their closest relatives. The results reveal that there is a great diversity in NRPS A
domains in those habitats and the majority of domains cloned in this study are probably
involved in different biosynthetic pathways. According to the bioinformatic analysis of NRPS
genes, different A domains were determined in the obtained sequences, but in some cases their
substrate specifity failed to be predicted. This means that these domains can recognize novel
amino acids as substrate.

The obligate marine actinomycete genus Salinispora is model microorganism for
natural product research. All Salinispora strains selected already had whole genome sequence
data available and their natural product gene clusters were evaluated with MS guided genome
mining. The draft genome sequences of all Salinispora strains were analyzed by bioinformatic
tools for the MS-guided genome mining. These tools were used to determine the presence of
biosynthetic gene clusters such as PKS, NPRS, terpene, indole, lantibiotic, siderophore so on.
Molecular networks were generated when extracts of Salinispora strains were analyzed via
LC/MS/MS. Molecular networking of the data resulted in dereplication of lomaiviticin C, 7-
OH-staurosporine, staurosporine and cyanosporaside B. As a result of molecular networking
analysis, totally 1347 MS/MS data were compared with one another in the network. Finally, we
determined specific MS/MS and bioinformatic data for S. pacifica CNY703, S. tropica CNT250
and S. arenicola CNY011 and CNY299. Both chemical and bioinformatic data showed that a
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glycosylated natural product was found in S. pacifica CNY703 culture broth and reached
NRPS-PKS-1 glycosylated natural product gene clusters in S. pacifica CNY703 genome.
Structural elucidation of a compound which is product of NRPS-PKS-I gene clusters is going
on.

The major bioactive metabolite produced by Streptomyces sp. CAH29 was extracted,
purified and identified as tetrangomycin. This known anthraquinone exhibited antimicrobial
activity against Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, methicillin resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) and Candida albicans with inhibition zones of 14, 10, 12 and 8
mm, respectively. Tetrangomycin showed moderate free DPPH radical scavenging activity and
potent cytotoxic activity against cell lines LNCaP (human prostate adenocarcinoma cell) and
A549 (human alveolar adenocarcinoma cell). Docking results demonstrate that tetrangomycin
has a similar mode of action. As a result of this analysis, it was determined that the binding
energy of tetrangomycin and positive control dipotassium (2-oxo0-2 - {[3- (3-phenoxyphenyl)
propyl] amino} ethyl phosphonate (830) to the dehidrosqual synthase CrtM enzyme of MRSA
was found to be close to each other. Therefore, this result suggest that tetrangomycin has the
potential to be used as an anti-MRSA agent.

Keywords: Actinomycetes, Bioactive Natural Product, Genom Mining, NRPS, PCR, PKS,
Salinispora, Streptomyces
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Siileyman OZAKIN

1. GIRIS

1.1. Aktinomisetlerin Genel Ozellikleri

Aktinomisetler Gram (+), aerobik bakteriler olup, morfolojileri, ekoloji ve
patojeniteleri, genom uzunlugu, genomunun igerdigi G+C orani ve dogal iiriin biyosentezi
potansiyellerinin yiiksek olmasi agisindan bakteriler icerisinde oldukca dikkat g¢ekici bir
grubu olusturmaktadir (Hopwood 2007).

Aktinomisetlerin ¢ogu saprofittir. Bunun yaninda iiyelerinin bazilar1 parazitik ve
mutualist olarak cesitli bitki ve hayvanlarla birlikte yasamaktadir. Dogada toprak, deniz,
sicak su kaynaklari, batakliklar ve magaralar gibi ¢esitli ekolojik ortamlarda
yasamaktadirlar. Habitatlarindaki tuz konsantrasyonu, pH, nem, sicaklik gibi abiyotik
faktorler farkli ekolojik ortamlardaki dagilimlarini etkileyen en onemli etkenlerdendir.
Kiiltire alinmadan yapilan (metagenomik) arastirmalar mevcut mikoorganizmalarin
yaklasik %21 inin standart laboratuvar sartlarinda kiiltiire edilebildigini géstermektedir.
Bununla birlikte 1 ml deniz suyunun 10°, 1 g topragn ise 10® koloni ve yaklasik 580 farkl:
aktinobakteri igerdigi bilinmektedir (Wright ve ark. 2010). Karasal ve deniz orjinli
aktinomisetler  habitatlarindaki  mikrobiyal populasyonun o6nemli bir kismini
olusturmaktadir. Her iki habitata Ozgii adaptasyon saglamis aktinomisetler, kompleks
polimerlerin ayrigmasi, azot dongiisiinde rol almalari, gesitli patojen bakteri ve funguslara
karsi degisken oranlarda inhibisyon etkisi gosteren bilesiklerin iretilmesinden
sorumludurlar. Her aktinomiset tiirii genetiksel olarak 10-20 arasinda dogal iiriin
sentezleme potansiyeline sahip oldugundan (Donadio ve ark. 2002), farkli habitatlardaki
lokal izolatlardan yeni dogal {irlinlerin kesfedilme ihtimali artmaktadir. Karasal
aktinomisetlerden Streptomyces, Nocardia ve Amycalotopsis, deniz aktinomisetlerinden ise
Salinispora, Micromonospora ve Pseudoalteromonas cinsinin iiyeleri hem genetiksel
potensiyelleri hem de {iretmis olduklart dogal iiriinlerle aktinomisetler icinde en dikkat
cekici gruplardir (Davo ve ark. 2008). Ozellikle son yillarda yapilan ¢alismalar gdstermistir
Ki deniz mikroorganizmalari, siradist habitatlara essiz fizyolojik ve metabolik

adaptasyonlarindan dolay1, farkli biyolojik aktivitelere sahip dogal iiriinleri yiiksek
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kapasitede sentezleyebilme potansiyeline sahiptir. Mikrobiyal dogal {iriin arastirmalarina
onemli ve yeni bir boyut kazandiran deniz aktinomisetlerinden yakin zamanda yeni
biyoaktif dogal iriinlerin kesfedilmesiyle bu bakterilerin benzersiz taksonomik
populasyonlar oldugu anlasilmaktadir (Fenical ve ark. 2006). Karasal akrabalari ile
karsilastirildiginda ¢alisiimasi ¢ok daha zor olan deniz aktinomisetlerinden, 6zellikle kiiltiir
ve Ornekleme tekniklerinin gelismesiyle yeni biyoaktif bilesikler izole edilebilmektedir.
Deniz aktinomisetlerinin ekolojik rolleri tam olarak bilinmemesine ragmen, karasal
akrabalarindaki gibi organik materyallerin ayrigsmasi ile ilgili goérevleri oldugu
diisiiniilmektedir (Jensen ve ark. 2006). Cevresel baskilardan kaynaklanan bu farklilik hem
tiirlesme hem de yeni taksonlarin ortaya ¢ikmasina neden olmasi agisindan ilgi ¢ekicidir.
Bu durum deniz aktinomiset c¢esitliligini, mikroorganizmalarin yasam ortamlarina
adaptasyonunu ve dogal iiriin biyosentezinin mekanizmalarint agiklar niteliktedir. Deniz
orjinli dogal frlinler suya salindiklarinda hizlica seyreltik duruma gelmektedirler. Bu
ozelliklerinden dolay1 biyolojik aktivite potensi oldukca yiiksek bilesiklerdir. Ornegin;
sadece deniz aktinomisetleri tarafindan sentezlenen alkaloid yapisindaki diazepinomicin
bilesigi oldukg¢a yiiksek bir potense sahip olup, antitimér ajan olarak binlerce kanserli
hastanin tedavisinde kulanilmaktadir (McAlpine ve ark. 2008). Deniz aktinomisetlerince
sentezlenen biyoaktif dogal iiriinlerin kimyasal yapilar1 karasal kokenli olanlardan farklilik
gosterir. Bu sebepten oOtiirli daha etkili biyolojik aktiviteye sahip antimikrobiyal ve
antitimor ajanlar deniz mikroorganizmalar: tarafindan sentezlenmektedir. Deniz kaynakli
yeni dogal iriinler sinifina dahil salinosporamide A ve B, sporolide A ve B, Salinispora
cinsi iyeleri tarafindan iretilmektedir. Faz Il asamasindaki salinosporamide A oldukga
potent bir antitimor aktivite gostermektedir. Karasal aktinomisetlerce iiretilen omuralide
gibi 20S proteozom inhibisyonuna neden olan salinosporamide A (Sekil 1.1.A)
omuralide’den (Sekil 1.1.B) 35 kat daha fazla potenttir. Bununla birlikte fermantasyon
kosullarmin gelistirilmesi salinosporamide A iiretimini 100 kat (450 mg/l) arttirmaktadir
(Pots ve ark. 2010).

Aktinomiset grubuna dahil Streptomyces ve Salinispora cinsi iiyeleri 6zellikle dogal

tiriin aragtirmalarinda model mikroorganizmalardir (Jensen ve ark. 2015).
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Sekil 1.1. Salinosporamide A (A) ve Omuralide’ in (B) molekiil yapilari

1.1.1. Streptomyces Cinsinin Genel Ozellikleri

Actinobacteria sinifi, Actinomycetales ordosuna dahil olan Streptomyces cinsine
dahil tiirler Gram (+), aerobik, filamentli saprofit bakterilerdir. Dogada c¢esitli habitatlarda
genis yayilim gosterirler. Uygun iireme kosullarinda mantarlardaki gibi ¢ok hiicreli genis
misel yapilart olustururlar. Koloni morfolojilerinde yogun olarak vejetatif (substrat)

miselleri, hava miselleri ve spor yapisi gosterirler (Weber ve ark. 2003).

Streptomyces cinsi organizmalar deniz suyu, ¢ol ve toprak gibi cesitli habitatlarda
yasayabilmektedirler. Ozellikle endemik bitkilerin kdk cevresinde (rizosfer) ve yiiksek
yapili bitkilerde, epifitik ve endofitik olarak kolonize olmug Streptomyces tiirleri iiretmis
olduklar1 sekonder metabolitlerle bitkileri ¢esitli patojen organizmalara karsi
korumaktadirlar (Shoda ve ark. 2000, Koch ve ark. 2008). Endofitik olarak bitkilerle
birlikte yasayan organizmalarla bitkiler arasinda simbiyotik iliskiler s6z konusudur (Strobel

ve ark. 2004).

Streptomyces’lar lineer kromozom yapisina sahiptirler. Yasamsal Oneme sahip
proteinleri kodlayan genler kromozomun merkezi kisminda, dogal iiriin sentezi ile ilgili

genler ise kromozomun ucuna yakin bolgelerde bulunmaktadir (Hopwood ve ark. 1999).

2014 yili gen bankasi (www.ncbi.nlm.nih.gov) verilerine gore bugiine kadar 30’u
askin Streptomyces genom projesi tamamlanmis durumdadir. Bunlardan 18’1 son 2 yil
icinde agiklanmustir (Harrison ve ark. 2014). Bu projeler sonucunda genom biiyiikliiklerinin
genellikle 8-11 mbg arasinda degistigi bilinmektedir. 9 mbg¢’lik S. avermitilis genomunun

%70,7’sini guanin ve sitozin baz ¢iftleri olusturmaktadir. S. coelicolor’da sadece sekonder
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metabolit iiretiminden sorumlu tahmini olarak 23 gen kiimesinin oldugu bunun da tiim
genomun %5’ine denk geldigi belirtilmektedir (Weber ve ark. 2003). Biyoinformatik
analizler sonucunda 9,7 mb¢’lik genoma sahip S. roseochromonogenes subsp. oscitans DS
12.976’nin 43 farkli gen kiimesine sahip oldugu tespit edilmistir (Riickert ve ark. 2014).
Dogal iirlin tiretiminden sorumlu bu gen kiimelerinin biiylikliigli en kiiciik genoma sahip
(580 kbg) bir bakteri olan Mycoplasma genitialium’dan daha biiyiik oldugu goriilmektedir
(Fraser ve ark. 2005).

1.1.2. Salinispora Cinsinin Genel Ozellikleri

Yeryiiziiniin - %70’i denizlerle kaphdir. Karasal habitatlara oranla biyolojik
cesitliligin daha fazla oldugu denizler, 36 filumdan olusan canlilar aleminin 34 filumuna ev
sahipligi yapmaktadir (yaklasik 2,2 milyon tiir). Ozellikle derin dalis ekipmanlarinin
gelistirilmesi 2000 m’den daha derin sediment Orneklerinden mikroorganizmalarin
toplanmasina ve deniz adaptasyonuna sahip yeni bakteri cinslerinin tespit edilmesine
olanak saglamistir. Salinibacterium, Serinicoccus, Sciscionella, Marinispora ve Salinispora
aktinomiset grubuna dahil yeni cinslerdir (Sekil 1.2.). Ilk olarak 1991 yilinda Bahama
sediment Orneklerinden, kiiltiirde tiretiledilebilen MARL isimli aktinomiset grubu tespit
edildi. Sonrasinda gergeklestirilen filogenetik analizler sonucunda MAR1 grubunun
Salinispora olarak adlandirilan yeni bir cins oldugu tespit edilmistir. Salinispora’lar deniz
aktinomiset populasyonunun 6nemli bir kismini olusturmaktadir. Sediment drneklerinden
toplanan 6425 aktinomisetten 2772’sinin (%43) Salinispora kolonisi oldugu tespit
edilmistir. Salinispora cinsi zorunlu deniz aktinomisetleri olup Salinispora tropica,
Salinispora arenicola ve Salinispora pacifica olmak {izere 3 farkli tirde temsil
edilmektedir. Cinsin iiyeleri tropikal ve subtropikal okyanus sediment bolgelerinde yayilis
gostermektedir. S. arenicola tiirii S. tropica ve S. pacifica tiirlerine gore daha genis bir
yayilis alanina sahip iken, S. tropica sadece Karayipler bolgesinde oldukga dar bir alanda
yayilis gostermektedir (Jensen ve ark. 2006).
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Sekil 1.2. Deniz aktinomisetlerinin filogenetik iligkisi (Jensen ve ark. 2005)

Cinsin en son tespit edilen tiirli S. pacifica ise Karayipler disinda tropik ve subtropik
bolgelerde yayilis gostermektedir. Cinsin iiyelerinin ¢ogunlukla sediment orneklerinden
izolasyonu rapor edilse de, bunun yani sira gesitli siinger ve algler ile simbiyotik iliskide
oldugu da rapor edilmistir (Jensen ve ark. 2015). Cesitli sediment derinliklerden
izolasyonlar1 gergeklestirilen Salinispora’larin 2000 m’den daha derin bolgelerden
izolasyonuna yonelik caligmalar yapilmaktadir. Kati kiiltirde degisik renklerde koloniler
olustursa da turuncu renkli olanlar1 Salinispora’lar igin karakteristiktir. Mikroskop
goriiniimleri incelendiginde Streptomyces’larda oldugu gibi misel ve spor formlarina sahip

olduklar1 goriilmektedir.

Genom projesi tamamlanan S. tropica CNB-440 ve S. arenicola CNS-205 tiirlerinin
dogal iiriin biyosentez potansiyellerinin Streptomyces’lardaki gibi oldukca yiiksek oldugu

tespit edilmistir (Udwary ver ark. 2007). 2007°de tiim genomu sekanslanan S. tropica
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CNB-440 tiirlintin, 5.2 mbg biiyiikliigiinde halkasal bir genomu vardir. Biyoinformatik
analizler; Salinispora tiirlerinin dogal iriin biyosentezinden sorumlu genlerinin,
organizmanin tiim genomunun yaklasik %10’unu kapsadigini, bu oranin, genom projeleri
tamamlanan karasal tiirler olan Streptomyces coelicolor ve Streptomyces avermitilis’te
sirastyla %4,5 ve %6 oldugunu gostermistir (Bentley ve ark. 2002, Ikeda ve ark. 2003,
Udwary ver ark. 2007).

Evrimsel ve mikrobiyal ekoloji agisindan biiyilk 6neme sahip Salinispora iiyeleri
tire 6zgii dogal {irlin biyosentezi gerceklestirmektedir (Cizelge 1.1.). Buna en giizel 6rnek
dar bir alanda yayilis gosteren S. tropica tiirlerince sentezi gerceklestirilen ve suan faz 1l
asamasinda bulunan antitimor ilag adayir salinosporamide A’dir. Genomik ve kimyasal
tarama calismalarinda salinosporamide A biyosentezine S. arenicola ve S. pacifica
tirlerinde rastlanmamaktadir. Yine protein kinaz C inhibisyonuna neden olan
staurosporine’in biyosentez gen kiimesi sadece S. arenicola ve bazi S. pacifica tiirlerinde
tespit edilmistir. S. pacifica tiirlerine 6zgli bir metabolit olan cyanosporaside’ler nitril
grubu iceren 6nemli dogal {iriin siniflarindan biri olmakla beraber, bilinen 150.000 dogal
iriiniin %0,1’den azimin nitril grubuna sahip oldugu bilinmektedir. Bu metabolitler ayni

zamanda klor ve heksoz foksiyonel gruplarina sahip olan dogal iiriinlerdir.

Cizelge 1.1. Tiire 6zgii Salinispora metabolitleri (St: S.tropica, Sa: S.arenicola, Sp: S. pacifica) (Jensen ve
ark. 2015

Tiir Metabolit Biyosentez Kesif Hedef

Yolagi
S.tropica Salinosporamide A NRPS-PKS Yeni Proteozom
S.tropica Sporolide A PKS 1 Yeni Ters transkriptaz
S.tropica Salinilactam PKS 1 Yeni -
S.pacifica Pacificanone A PKS 1 Yeni -
S.pacifica Cyanosporaside A PKS 1 Yeni -
S.pacifica Lomaiviticin C PKS 11 Yeni DNA
S.arenicola Saliniketal A PKS Yeni Ornitindekarboksilaz
S.arenicola Cyclomarizine NRPS Yeni -
S.arenicola Arenamide A PKS II Yeni NFkB
S.arenicola Staurosporine Alkaloid Bilinen Protein kinaz C
St,Sa,Sp Desferioxamine B NRPS Bilinen Demir selasyonu
St,Sa,Sp Lymphostin NRPS-PKS Bilinen Immunbaskilayici

Denizler; sahip olduklar1 siradist (tuz konsantrasyonu, basing, sicaklik, 1s1k)

abiyotik kosullarla karasal ortamlardan farklilik gosterirler. Bu sebepten dolayi denizlerde
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yasayan canlilar bu siradisi kosullarda canliliklarini devam ettirebilmeleri igin c¢esitli
adaptasyonlar gelistirirler. Dogal iirtinler, mikroorganizmalarin bu tiir ortam sartlarina en
iyi sekilde adaptasyon saglamasinda ¢ok 6nemli rol oynarlar. Yapilan genetik arastirmalar
sonucunda deniz kokenli Gram (+) mikroorganizmalarin Gram (—)‘lerden farkli iyon
tastyict zar proteinlerine sahip oldugu goriilmistiir. Bununla iligkili olarak
Pseudoalteromonas tiirlerince sentezlenen korormicin’in selektif olarak Gram (-) deniz
bakterilerinin sodyum bagimli NADH kinon reduktaz enzimi inhibisyonuna neden olurken,
Gram (+) mikroorganizmalar iizerine bdyle bir etkisinin olmadigi bilinmektedir (Wietz ve
ark. 2013). Salinispora tiyelerinde goriilen en 6nemli adaptasyonlardan biri tiremeleri igin
deniz suyuna ihtiya¢ duymalaridir. Biiylime ortaminda deniz suyu yerine saf su
kullanilmasi durumunda ise tiremenin olmadigi goriilmektedir. Salinispora tiirleri %10’a
kadar tuz konsantrasyonuna tolerans gosterebilmektedirler. Bir baska ©onemli deniz
adaptasyonu ise dogal iirin biyosentezinde halojenizasyon reaksiyonlarinin oldukca sik
goriilmesidir. Dogal iiriin yapisina katilan klor (Cl), Brom (Br) veya diger halojen gruplari
biyolojik aktivitenin potensini arttirmaktadir. Ornegin Cl grubuna sahip salinosporamide A
nin biyolojik aktivitesinin Cl grubuna sahip olmayan tiirevi ile karsilastirildiginda halojen
grubun kaybina bagli olarak aktivitenin 500 kat diistiigii goriillmektedir (Jensen ve ark.
2005).

1.2. Dogal Uriinler

Biyolojik olarak aktif molekiiller i¢in genel anlamda “dogal iiriin” terimi kullanilir.
Dogal iiriinler mikroorganizmalar, mantarlar ve bitkiler tarafindan tretilen biyolojik
molekdiller olup hem kimyasal yapilart hem de biyolojik aktivitelerinden dolayr hiicresel
makromolekiillerden ayrilirlar (Cannell 1998). Genel tanima gére dogal tiriinler; proteinler,
karbonhidratlar, lipitler, niikleik asitler vb makromolekiiller gibi canlilik faaliyetleri i¢in
birinci dereceden metabolik islemlerde ve biiylimede gerekli olmayan, organizmanin
bulundugu ortama daha iyi adapte olmasin1 saglayan sekonder metabolitleri ifade
etmektedir. Canli sistemlerdeki farklilasma, diizenleme, tasima, haberlesme, savunma gibi
birgok biyolojik olayin gergeklesmesinde etkin rol oynayan bilesiklerdir (Bernier ve Surette

2013). Bu agidan biyolojik kontrol ajanlaridir.
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Dogal iirtinlerin molekiil agirliklar1 yaklagik 3000 dalton olup kimyasal yap1 olarak
oldukca cesitlilik gosterirler. Primer metabolizma sonucu olusan ara metabolitlerden
sentezlenirler. Bu sebepten dolay1 dogal iirlinler primer metabolizma kokenli bilesiklerdir
(Hwang ve ark. 2014). Cesitli hiicresel stres kosullar1 dogal {iriin sentezinin baslamasinda
onemli sinyallerdir. Dogal {iriin sentezinden sorumlu sekonder metabolizma, kromozomal

DNA veya plazmit lizerindeki 6zel genlerce kontrol edilmektedir (Hopwood 1999).

Dogal {iriinler organizmalar arasindaki simbiyotik, sinerjitik ve antagonistik gibi
degisik biyolojik etkilesimlerin ger¢ceklesmesinde de rol oynamaktadir. Bitkiler ve onunla
simbiyotik iligki icinde olan mikoorganizmalar bu etkilesimi dogal {irlin tretimi ile
gerceklestirmektedir (Strobel ve ark. 2004). Ote yandan, yine aym ortami paylasan farkli
mikroorganizmalarin ¢esitli stres kosullarinda antagonist etkiye neden olan dogal

iiriinleriyle mikrobiyal populasyonda daha avantajli hale gelmektedirler.

Farkli organizma gruplarindan yeni dogal iiriinlerin kesfi ilag aragtirmalar1 agisindan
olduk¢a onem arz etmektedir. Hem kimyasal yapi ¢esitliligi hem de farkli biyolojik
aktivitelere sahip olmalarindan 6tiirii su an klinikte kullanilan birgok ila¢ dogal tiriinlerden

veya onlarin kimyasal modifikasyonlarindan elde edilmektedir.

Dogal iriinler alkaloidler, terpenoidler, flavonoidler, niikleositler, ribozomal
olmayan peptidler, poliketidler olmak {iizere cesitli temel gruplara ayrilmaktadir. Bilinen
dogal triinlerin yaklasik %60’m1 terpenoidler olusturmaktadir. Terpenoidler bitkiler,
mantarlar ve mikroorganizmalarca sentezlenen biyoaktif metabolitlerdir. Terpenoidlerin
biyosentezi izopentil initelerinin substrat olarak kullanilmasiyla gergeklestirilmektedir.
Klinikte giincel olarak kullanilan antikanser ilag Paclitaxol® (taxol) en iyi bilinen
terpenoidlerdendir. Bitki, hayvan ve mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen alkaloidler
ise aminoasit kokenli azot atomu iceren dogal iriinlerdir. Dogal iiriin olarak bilinen
yaklasik olarak 20.000’den fazla alkaloid mevcuttur. Iyi bilinen alkaloidlerden biri olan
morfin, tirozin amino asidinden sentezlenmektedir. Bu grup bilesikler metabolik
yolaklardaki gesitli enzimlerin inhibisyonu, antitiimor aktivite ve reseptor antagonist gibi
cesitli biyolojik aktivitelere sahiptirler. DNA’nin yapisindaki bazlarin kimyasal mimikleri

olarak sentezlenen dogal iiriin sinifi niikleositler de alkoloid yapisindadir. Giliniimiizde
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Klinik 6ncesi asamada bulunan 6nemli antiviral ve antitimér ajanlar niikleosit yapisindaki
metabolitlerdir (Arabinosylcytosine). Flavonoidler ise 6zellikle yiiksek yapili bitkilerce
sentezlenen aromatik yapidaki metabolitlerin birlikte siniflandirildigi grubun genel ismidir.
Biyosentezleri kalkon  sentaz  (poliketid  sentaz I1I-PKS-11l)  tarafindan
gerceklestirilmektedir. Bitki orjinli dogal driinlerin en genis gruplarindan olan
flavonodilerin sayica 10.000’den fazla oldugu disiinilmektedir. Aromatik halkali
metabolitler olmalarindan otiirii  reaktif oksijen tiirlerinin indirgenmesinde Onemli
antioksidant ajanlardir. Asagida ¢ok daha ayrintili verilecek olan ribozomal olmayan peptid
ve poliketidler 6zellikle bakteri ve mantarlar tarafindan sentezlenen mikrobiyal kaynakli

dogal iiriinlerin en genis ve en 6nemli gruplaridir.

1.3. Mikrobiyal Dogal Uriinler

Bitkiler ve mikroorganizmalar dnemli biyoaktif dogal iiriin ireticileridir. 1928
yilinda A. Fleming tarafindan penicillin’in kesfi, mikroorganizma orjinli dogal {iriin
arastirmalarimin baglangici agisindan milat sayilir. Mikrobiyal dogal iiriinler biyoaktif
bilesiklerin en 6nemli sinifin1 olusturmaktadir. Bunlar arasinda antibiyotikler, antifungallar,
antitimor ajanlar, toksinler, antihelmitikler, immunbaskilayicilar ve sideroforlar1 da igeren,
islevsel olarak birbirinden oldukga farkli biyokimyasal siniflara dahil bilesikler mevcuttur.
Mikrobiyal dogal iiriinler, potansiyel olarak sahip olduklari 6zel yapilar1 ve biyolojik
aktiviteleri ile dogal bilesiklerin zengin kaynaklarindan birini teskil ederler.
Mikroorganizmalarca sentezlenen dogal tiriinlerin kimyasal yapilar1 bitki orjinli olanlardan
daha karmasik olup, biyolojik aktivite agisindan daha fazla ¢esitlilik gosterirler. Mikrobiyal
fermantasyonla {iretilen bu iriinler veya bunlarin kimyasal modifikasyonlari birgok
hastaligin tedavisinde kullanilabilir olmasindan dolay1 farmakolojik endiistrinin en dnemli
arastirma alanin teskil etmektedir. 1983-1994 yillar1 arasinda kesfedilen 520 ilacin %39°u
mikrobiyal kokenlidir (Newman ve ark. 2003). Mikrobiyal dogal iirinler antibiyotik
tiretiminde en biyiik paya sahiptir. Bilinen 25.000 mikrobiyal dogal iiriinden yaklasik
20.000’1 antibiyotik ozelligine sahiptir (Demain 2009). Tarim, tip ve veterinerlik gibi
alanlarda yeni ilaclarin kesfedilmesi amaciyla dogal iiriin kokenli bilesiklerin taranmasi

giintimiizde de 6nem arz etmektedir.
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1.4. Aktinomisetlerin Dogal Uriinleri

Mikrobiyal kaynakli dogal driinlerin en o6nemli dreticilerinden  biri
aktinomisetlerdir. 23.000’in {izerinde bilinen mikrobiyal dogal driiniin %42’si
aktinomisetler, %42°si funguslar, %16’s1 ise diger bakterilerce iiretilmektedir (Oskay ve
Tamer 2009). Aktinomisetler igerisinde o&zellikle Streptomyces, Micromonospora,
Saccharoppolispora, Amycolatopsis ve Actinoplantes cinslerinin iiyeleri ticari 6neme sahip
dogal iirtinlerin sentezinden sorumludurlar. Poliketidler (PK), ribozomal olmayan peptidler
(NRP), lantibiyotikler, terpenler, steroidler, alkaloidler, bakteriosinler, indoller,
aktinomisetlerin 6nemli dogal iiriin gruplarindandir (Kai Blin ve ark. 2013). Bunlardan
ozellikle NRP ve PK’ler hem kimyasal yapi gesitligi hem de biyolojik aktivitelerinden

oOtiirli arastiricilarin en fazla dikkatini ¢eken dogal {iriin gruplaridir.

Giinlimiizde, klinikte kullanilan ilaclarin %50’den fazlas1 dogal {irtinlerin NRP ve
PK bilesiklerine aittir. Antibakteriyal, antifungal, antiviral ve sitotoksik etkilerinin yan1 sira
¢ogu immiin baskilayici, antihipertansif, antidiyabetik, antimalariyal ve kolesterol-diisiiriicii
ilaclar da PK ve NRP tiirevi ilaglardir. Bu bilesikler ayn1 zamanda antiparazitik,
antiprotozoal, hayvan biiylime promotorlar1 ve dogal insektisitler olarak da gida ve tarim
endiistrilerinde 6nemli yer tutmaktadirlar (Zucko ve ark. 2010). Bu 6zelliklerinden dolay1
PK ve NRP bilesikleri, yeni ilag kesfi i¢cin onemli bir kaynak olmaya devam etmektedir.
llag sirketleri ve akademik enstitiiler yeni dogal iiriinlerin kesfi igin farkli habitatlardan
izole ettikleri mikroorganizmalar1 taramaya devam etmektedirler. Farmakolojik ve
biyolojik agidan 6nemli onbinlerce PK ve NRP kesfedilmis olmasina ragmen, yalnizca 350
antimikrobiyal molekiill bu pazarda yerini bulmustur (Demain 2009). Son kirk yil
icerisinde, mikroorganizmalardan markete ulasabilen iirlinlerin sayist hatir1 sayilir bir
bicimde azalmistir. Bundan dolay1 yeni dogal iiriinlerin kesfi ve alternatif stratejilerle bu

dogal iirlinlerin kimyasal potansiyelini arttirmak 6dnem arz etmektedir.

1.4.1. Ribozomal Olmayan Peptidler (NRP)

NRP’ler biyolojik olarak aktif bilesiklerin 6nemli bir grubunu olusturmaktadir ve

genis klinik uygulamalara sahiptir. Ornegin, antibiyotik olarak (teixobactin) (Sekil 1.3. B),
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antitiimor olarak (bleomycin), antifungal ila¢ ya da immiin baskilayici olarak (cyclosporin)
kullanilmaktadirlar. Cesitli biyolojik aktiviteye sahip olan bu molekiillerin dogal olarak
nasil sentezlendigi iyi bilinmektedir. NRP'ler funguslardan ve bakterilerden sekonder
metabolizma sonucu sentezlenmektedir. NRP'ler ribozomal olmayan peptid sentetaz
(NRPS) ad1 verilen ¢ok biiyiik multimodiiler enzim sistemleri tarafindan bir dizi amino
asidin biraraya getirilmesiyle olusturulmaktadir (Finking ve Marahiel 2004, Walsh ve ark.
2008). Enzim sistemi tarafindan sentezlenen NRP molekiillerinin yapisi bilinen 20
aminoasit ile siirl degildir. Yapilarinda modifiye aminoasitler, yag asitleri ve a-hidroksi
asitleri igeren yaklasik 500 farkli monomer tanimlanmistir (Caboche ve ark. 2008).
Modifiye aminoasitler, hem NRP'lerin yapisal olarak cesitlilik olusturmasina hem de

peptidlerin ¢ok yonlii biyolojik aktivite gdstermesine katkida bulunmaktadir.

1.4.2. Poliketid Bilesikler (PK)

PK’ler bitkiler, funguslar ve bakteriler tarafindan sentezlenen biyolojik olarak aktif
molekiillerdir. PK’ler dogal iiriinler igerisinde yiikksek oranda yapisal gesitlilige
(makrolidler, polieterler, aromatik bilesikler) sahip olup, onemli farmakolojik aktivite
gosteren genis bir grubu temsil etmektedir (Komaki ve ark. 2009). PK’ler antibakteriyel
(anthracimycin) (Sekil 1.3. A), antifungal (amphotericin B), kolesterol diisiiriicii (lovastin),
immiin baskilayic1 (rapamycin) ve antitiimor (doxorubicin) 6zellik gosteren 6nemli dogal
driinlerdir. Agil CoA Onciillerinin kullanilmasiyla poliketid sentazlar (PKS) tarafindan

sentezlenirler.
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Sekil 1.3. Anthracimycin (A) ve Teixobactin’ nin (B) molekiiler yapist

1.5. Dogal Uriin Biyosentez Mekanizmalari
1.5.1. Ribozomal Olmayan Peptid Sentetazlar (NRPS)

Dogada peptit sentezi iki farkli temel strateji ile ger¢eklesebilmektedir. Bunlardan
ilki, mMRNA’daki kalitsal bilginin ribozomlarda translasyonu ile gergeklesmektedir. Digeri
ise ribozom ve kalitsal bilgi olmaksizin multimodiiler ribozomal olmayan peptid
sentetazlarca (NRPS) gerceklestirilen kondensasyon reaksiyonu ile modifiye peptitlerin
sentezlenmesidir. NRPS mekanizmasi ilk olarak 1971 yilinda, yag asidi sentez
mekanizmasint da aydinlatan Fritz Lipmann tarafindan ortaya atilmis ve "tiyotemplet
mekanizmasi" olarak adlandirilmigtir (Lipmann ve ark. 1971). NRPS sistemi tekrarlanan
modiillerden meydana gelmistir (Stein ve ark. 1996). Her bir modiil farkli Katalitik
aktiviteye sahip domainler igermektedir (Mootz ve ark. 1999, Stachelhaus ve ark. 1999).
NRPS genleri ise domainleri igeren ¢oklu modiillerden olusmustur. Tipik bir NRPS
modiiliiniin dort temel ve ¢ok sayida yardimci (degisken) katalitik domaini vardir. Bir
NRPS modiilii genel olarak, adenilasyon (A) domaini, peptidil tasiyicit protein (PCP)
domaini ve bir kondensasyon (C) domaini igerir (Sekil 1.4. ve 1.5.). NRP sentezinde
gerekli final modiilii bir tiyoesteraz (TE) domaini ile sonlanir. Bu, zincir uzamasinin bitisini

katalizler. Bahsedilen 4 domainin ¢ogu NRPS genlerinde mevcut bulunmasma ragmen,
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substratin islenmesinde 6nemli etkileri olabilen diger domainler olan, epimerizasyon, N-
metilasyon, siklizasyon ve oksidasyon domainleri gibi yardimci domainlere de gereksinim

vardir.

Tipik bir modiil yaklagik 1000 aminoasitten olugmaktadir (Stein ve ark. 1996). Bir
modiil peptid sentezi sirasinda substrat seg¢iminden peptid bagi olusumuna kadar
gerceklesen reaksiyonlardan sorumludur. Bu reaksiyonlar, segilen substratin taninmasi,
substratin aktivasyonu, aktive olmus substratin tiyoester olusturmasi ve sonrasinda peptid
bagmin olusmasidir. Gergeklesen reaksiyonlar, oOzellesmis domainlerin uyumlu
koordinasyonu sonucu meydana gelmektedir (Weber ve Marahiel 2001). A domaini
peptidin yapisina girecek olan amino asidin secilmesi ve aktivasyonunda rol oynamaktadir.
PCP ise A domainindeki aktive olmus amino asidi kondensasyon domainine tagimaktadir
(Sekil 1.4). Kondensasyon domaini ise peptid bagmin sentezlendigi bolgedir (Sekil 1.5).
Temel domainlerin sonuncusu olan tiyoesteraz ise sentezlenen peptidin enzim sisteminden

saliverilmesinde rol oynamaktadir.
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Sekil 1.4. NRP sentezinin adenilasyon ve agilasyon agamalari. A: A domaini, T: PCP (Fischbach ve ark.
2006, Acer 2011).
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Sekil 1.5. NRP sentezinin kondensasyon basamagi. A: A domaini, C: C domaini, T: PCP (Fischbach ve ark.
2006, Acer 2011).

NRP sentezinde rol oynayan proteinleri kodlayan genlerin bir araya gelerek
olusturmus olduklar1 topluluk gen kiimesi olarak adlandirilmaktadir. Bu gen kiimelerinin
biiyiikligii 30 ile 120 kb arasinda olabilmektedir. Gen kiimeleri i¢inde, NRP sentezinde rol
oynayan enzimleri kodlayan genlerin disinda farkli proteinleri kodlayan genlerde
bulunmaktadir. Bunun disinda tipik bir gen kiimesinde gen regiilasyonu ve direnclilikte rol

oynayan proteinlerin yani sira tasiyici proteinleri kodlayan genler bulunmaktadir.

Hibrid yapidaki bilesiklerin sentezinden sorumlu gen kiimeleri incelendiginde

NRPS genlerinin PKS genleri ile bir arada bulunabildigi tespit edilmistir.

1.5.2. Poliketid Sentazlar (PKS)

PKS’ler bir¢ok bilesigin biyosentezinden sorumlu, ¢ok fonksiyonlu enzim grubudur
(Staunton 2001). Bu bilesiklerin ¢ogu bakteri ve funguslar tarafindan sentezlenmekte olup
antibakteriyel veya antifungal O6zellige sahiptirler. Biyolojik aktiviteye sahip poliketid

molekiiller farmakolojik arastirmalarda 6nemli yer tutmaktadir.

PKS’ler asetil-CoA ve malonil-CoA gibi o6ncii molekiilleri substrat olarak
kullanarak B-keto karbon birimlerinin kondensasyon katalizlerini gergeklestirir (Sekil 1.6.).
PKS’ler, PKS-I, PKS-1I ve PKS-III olmak iizere ii¢ gruba ayrilmistir (Moss ve ark. 2004).
PKS-I ¢ok fonksiyonlu polipeptit yapidadir. B-keto karbon zincirlerinin uzamas: ya

14



Siileyman OZAKIN

modiiler (bakterilerde) ya da tekrarli (mantarlarda) yapilarla olmaktadir. NRPS genlerine
analog olan PKS-I genleri de ‘temel” ve ‘yardimc1’ katalitik domainleri igeren modiillerden
olusmuslardir. PKS modiillerinin temel organizasyonu domain sirasina gore, ketosentaz
(KS) domaini, agil transferaz (AT) domaini ve agil tasiyict protein (ACP) domaininden
olusmaktadir (Sekil 1.6 ve 1.7.). NRPS’lerde oldugu gibi, final PKS modiiliinde iiriin
sentezi bir tiyoesteraz (TE) domaini ile sonlanir. Bilinen yardimci PKS domainleri,
ketorediiktaz, dehidrataz, metiltransferaz ve enoilrediikktaz domainleridir. Biitiin bu
domainler yeni bir poliketid zincirinin programlanmis sentezinde gereklidirler. Uzayan her
bir karbon iinitesinin substrat 6zgiinliigli AT domaini tarafindan tanimlanir ki burada agil
transferazlarin iki temel grubu olan, malonil-CoA transferaz ve metil-malonil-transferazlar,

DNA dizilimi diizeyinde agikga ayirt edilebilirler (Ayuso-Sacido ve Genilloud 2005).

PKS-I’lerde her katalitik domain yalnizca bir biyosentez isleminden sorumludur.
Buna karsin tekrarli tip PKS-I’ler ise monomodiiler yapidadir. Ayrica karbon zincirlerinin
uzamasi ve sonraki asamalarda gorev alan katalitik domainler bir¢ok kez tekrarlanmaktadir
(Jenke-Kodama ve ark. 2005). PKS-l, ketoagilsentaz (KS), agil transferaz (AT) ve
fosfopantetein grubu igeren agil tasiyici protein (ACP) olmak fiizere ii¢ temel domain
icermektedir (Fischbach ve ark. 2006). Bu domainlere ek olarak olusacak {iriiniin
modifikasyonlarina bagl olarak ketorediiktaz (KR), dehidrataz (DH), enolrediiktaz (ER) ve

tiyoesteraz (TE) domainlerini igerir.

PKS-II’ler aromatik yapidaki poliketid bilesiklerin sentezinden sorumlu modiiler
enzim sistemleridir. Bu enzim sistemleri de PKS-I" de oldugu gibi poliketid sentezinden
sorumlu temel ve yardimci katalitik domainleri igermektedir. Bunlardan ketoagilsentaz
(KS, ve KSp), agil tastyict protein (ACP) temel domainler olarak bulunmaktadir. PKS-II
enzim sistemleri sentezlenecek olan poliketid bilesikteki kimyasal modifikasyonlarin
gerceklestirilmesinde gorev alan ketorediiktaz (KR), metilaz, oksidaz, glikozil transferaz

gibi yardime1 domainleri de i¢erebilmektedir.

PKS’ler, NRPS’ler gibi gen kiimesi seklinde organize olmuslardir. Biiylik ve ¢ok
fonksiyonlu proteinleri sifreleyen genis bir ORF (open reading frame/agik okuma
cercevesi) igermeleri bu genlerin tipik O6zellikleridir (Cortes ve ark. 1990). PKS gen

15



1. GIRIS

kiimelerinin biiytikliigli ortalama 40 kb civarindadir. Bu gen kiimelerinde, poliketidin
sentezinden sorumlu enzimleri, gen regiilasyonunu, tasiyicilart ve direnglilikte rol oynayan
diger proteinleri kodlayan genler bulunmaktadir. PKS gen kiimeleri i¢inde KS domainleri

yiiksek oranda korunmustur.

Ry
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o

Sekil 1.6. PK sentezinin baslama asamasi. AT: AT domaini, T: ACP (Fischbach ve ark., 2006, Acer 2011).
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Sekil 1.7. PK sentezinin uzama asamasi. AT: AT domaini, KS: KS domaini, T: ACP (Fischbach ve ark. 2006,
Acer 2011).
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1.6. Dogal Uriin Tarama Stratejileri

Yeni biyoaktif bilesiklerin taranmasinda li¢ temel etken vardir. Bunlardan ilki
organizmanin se¢imi, ikincisi kiiltiir metotlari, sonuncusu ise bilesiklerin farkli tarama
yontemleriyle tespit edilmesidir. Genel olarak dogal iiriin tarama stratejileri geleneksel ve
yeni yontemler olmak iizere iki temel sinifa ayrilmaktadir. Geleneksel yontemler biyolojik
aktivite temelli olup, organik ekstraktlardan analitik yontemlerle biyoaktif bilesiklerin
izolasyonu ve karakterizasyonu prensibine dayanir. Mikrobiyal ekstraktlarda bilinen
metabolitlerin yeniden izolasyonu dereplikasyon olarak adlandiriimaktadir. Dereplikasyon
biyolojik aktivite temelli dogal {iriin arastirmalarinda karsilasilan 6nemli sorunlardan
biridir. Ozellikle 1990’ yillardan giiniimiize kadar yeni metabolit kesif oranlarmin
diismesinin temel nedeni dereplikasyon sorunudur. Dogal iiriin arastirmalarinda yeni
yontemlerin gelistirilmesinin temel amaglarindan biri dereplikasyon sorunun iistesinden
gelmektir. Ozellikle bilinen metabolitlerin saflastirma asamasima gecmeden daha ekstrakt
asamasinda tespiti i¢in ¢esitli veritabanlar1 ve informatik programlar gelistirilmektedir. Bu

sayede dereplikasyon sorunu asilmaya calisilmaktadir.

Yeni yontemler ise, mikrobiyal genom dizilerinde yeni dogal iiriin sentezinden
sorumlu gen ve gen kiimelerinin incelenmesi temeline dayanir. Yiiksek Ciktili Tarama
(High Throughput Screening-HTS), genom taramalari, metagenomik yaklagimlar, yeni
kiiltir metodlart ve kombinatoryal sentez gibi gelismis teknolojilere dayali yeni
yontemlerin kullanilmasi, bakteriyel kaynaklardan elde edilen biyoaktif dogal {irlinlerin
sayisin1 her gecen giin arttirmaktadir (Shen ve ark. 2006). Genom analizleri tamamlanan
aktinomiset ve diger mikroorganizmalarin, klasik kiiltiir ortamlarinda tespit edilemeyen
baz1 dogal lriinlerin biyosentezinden sorumlu genlere sahip oldugu goriilmiistiir. Klasik
kiiltiir kosullarinda ifade edilemeyen bu genler kriptik olarak adlandirilirlar. Ozellikle
aktinomisetlerin genomlar1 incelendiginde, kompleks yapili cok sayida dogal iirlin
biyosentezinden sorumlu kriptik gen kiimelerinin varlig1 ortaya ¢ikarilmistir (Bently ve ark.
2002, lkeda ve ark. 2003, Hosaka ve ark. 2013). Bu gen kiimeleri uygun fiziksel veya
kimyasal uyaricilar olmadig takdirde uyku halinde olup ifade edilmezler. Aktinomisetlerle

yapilan yeni bilesik kesfi calismalarinda genom tarama stratejisinin 6nemi bu agidan
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biiyiiktiir. Genomda izi siiriilen kriptik genlerin, uygun ortam kosullarinda ifadesi

saglanmaktadir.

Genom projeleri dogal iiriin taramalarinda kullanilan 6nemli verilerden biridir.
Ozellikle son yillarda DNA dizilimi maliyetlerinin ucuzlamasindan &tiirii tiim genom
projesi tamamlanan mikroorganizma sayisi artmaktadir. Buna bagl olarak ilgili genomlarda
yeni dogal iiriin biyosentez gen kiimeleri tespit edilmektedir. Ornegin S.
viridochromonogenes Tu57 genom projesinin tamamlanmasiyla,bakterinin oligosakkarit

yapidaki avilamycin antibiyotigini sentezledigi bildirilmistir (Griining ve ark. 2013).

Mikroorganizmalarin genomlarinda, dejenere PCR primerleri ile NRPS ve PKS gen
dizilerinin aranarak genetik potansiyellerin ortaya ¢ikarilmasi biyoaktif metabolitlerin
tespiti i¢in hizli bir yaklasimdir (Gonzales ve ark. 2005). Son molekiiler yaklagimlar,
olduk¢a fazla sayida kriptik NRPS ve PKS genlerinin varligini gostermistir.
Organizmalarda yeni NRPS ve PKS genlerinin bulunmasi yeni poliketid ve peptidlerin
tretimi i¢in 1iyi ipuglari verebileceginden bu genlerin sekanslanmasi yeni peptid ve
poliketidlerin kesfi i¢in bir tarama metodu olarak kullanilabilmektedir (Zazopoulus ve ark.
2003, Ayuso ve ark. 2005, Komaki ve ark. 2009).

Genom tarama (genome mining) c¢alismalari dogal iirlin arastirmalarinda son
dénemde en yaygin kullanilan yontemlerdendir (Zerikly ve ark. 2009). Genom veri
tabanlarinda depolanmis DNA dizilimlerinin istatistik ve algoritmik programlarca analiz

edilmesi prensibine dayali bu yontemle bir¢ok yeni dogal {irlin gen kiimesi kesfedilmistir.

Siradig1 habitatlara adaptasyon saglamis mikroorganizmalarin standart laboratuvar
kosullarinda kiiltire edilmeleri olduk¢a zordur. Bu amagla yeni kiiltiir metotlar
gelistirilmesine ragmen mikroorganizmalarin ancak %1°1 standart kosullarda kiiltiire
edilebilmektedir. Metagenomik ydnteme dayali dogal iirlin tarama stratejisi, ¢evresel
orneklerden dogrudan izolasyonu yapilan DNA 6rneklerinde biyosentez gen kiimelerinin
tespit edilmesidir. Bu yontem ile 2015’in hemen basinda direngli patojen bakterilerin
biiylimesini inhibe eden teixobactin adli yeni bir peptid antibiyotik tespit edilmistir (Ling
ve ark. 2015).
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1.6.1. Kimyasal Tarama Yoéntemi

Kimyasal tarama yontemi, bir ekstrakttaki bilesiklerin ince tabaka kromatografisi
(TLC) ile ayrilmasi sonucu ortaya ¢ikan spot bolgelerinin degisik renklendirici ajanlarin
uygulanmasi sonucunda vermis olduklar1 spesifik renk degisimlerine bagl olarak kimyasal
yapilar1 hakkinda bilgi edinilmesi temeline dayanir (Maier ve ark. 1999). Bu renk
degisimleri dogrultusunda olas1 fonksiyonel gruplari tespit edilen metabolitler ¢esitli
analitik yontemler (kolon kromatografisi, yiiksek performansh sivi kromatografisi-HPLC)
ile saflastirildiktan sonra spektroskopik yontemlerle (niikleer magnetik rezonans-NMR,
kiitle spektroskopisi-MS) yapi analizleri gergeklestirilir. Bu tarama yontemi, ucuz ve basit

olmasindan dolay1 ¢ok sik kullanilan bir metottur.

1.6.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Temelli Tarama Yontemi

Sekonder metabolizma ile baglantili genlerin PCR ile taranmasi aktinomisetlerin
biyosentetik potansiyellerini ortaya c¢ikarmak ig¢in kullanilan yeni bir yaklagimdir.
Mikroorganizmalarin genomlarinda, 6zellikle dejenere PCR primerleri ile NRPS ve PKS
gen dizilerinin aranarak genetik potansiyellerin ortaya ¢ikarilmasi biyoaktif metabolitlerin
molekiiler diizeyde tespiti i¢in hizli bir yaklasimdir. Bu tarama stratejisi 6zellikle tim
genom dizilimi mevcut olmayan izolatlarin dogal firiin biyosentez potansiyellerinin
belirlenmesinde olduk¢a kullanisli bir yontemdir. PKS-I ve NRPS gen kiimeleri birgok
bakteriyal genomda analiz edilmistir (Ozellikle karasal aktinomisetlerde). 4 mbg’den daha
kiiclik olan genomlarda yalnizca birkag tane gen kiimesi bulunmasina karsin, genom
blytlikligliniin artisiyla beraber bu gen kiimelerinin sayisinin yiiksek oranda arttigi
gosterilmistir (Donadio ve ark. 2007). Cogu aktinomiset (6rnegin Streptomyces tiirleri) 8
mbg civarinda biiylik genomlara sahiptir. Bu tiirlerin, genomlarinda sekonder metabolit
sentezi i¢in 20 ile 40 arasinda gen kiimesine sahip olduklari tespit edilmistir. Ornegin
Streptomyces avermitilis, antiparazitik avermectin, antibiyotikler oligomycin ve filipin gibi
cok 1iyi bilinen ii¢ poliketid bilesiginin gen kiimesini icermektedir. Buna ek olarak,
biyosentetik irlinii bilinmeyen sekizer adet PKS ve NRPS ile bir adet PKS Il aym
genomda tespit edilmistir (Nett ve ark. 2009). Genom projesi tamamlanmis diger bir tiir

olan Streptomyces roseochromogenes subsp. oscitans DS 12.976’nin, fonksiyonu
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bilinmeyen fazla sayida NRPS ve PKS genlerine sahip oldugu gosterilmistir (Riickert ve
ark. 2014). Bu ¢alismalarin yanisira, bu yontem ile elde edilen amplikonlarin prob olarak
kullanilmasiyla ¢ok sayida biyosentetik gen kiimesine ulasilmistir. Buna en giizel 6rnek
leinamycin ve pekistomycin gen kiimelerinin tespit edilmesidir (Yi Qiang ve ark. 2002,
Thaker ve ark. 2013). Ayrica yine bu yontem ile Streptomyces tiirlerinin kiiltiir ortaminda
irettiklerinden ¢ok daha fazla miktarda NRPS ve PKS genlerine sahip oldugu saptanmistir
(Ehrenreich ve ark. 2005). DNA dizi analizi yapilan genomlarda giin yiiziine ¢ikarilmamis
oldukca onemli kimyasal bir gesitliligin oldugu aciktir. Farkli Streptomyces tiirlerinin
simdiye kadar tanimlanmamis poliketid ve peptid bilesiklerini {iretebilme olasilig

biiyiiktiir.

1.6.3. Genom Tarama (Genome Mining) Yontemi

Son zamanlarda biiyiik ilag sirketleri, ¢cogu aktinomiset orjinli yeni dogal iirlin
tarama calismalarindan bazi nedenlerden dolay1 vazge¢mistir. Bu nedenlerden en 6nemlisi,
tarama programlarinin oldukga yiiksek maliyetli olmasi ve bulunan yeni ila¢ aday sayisinin
az olmasidir. Ayrica, kimyasal tarama stratejileri ile gergeklestirilen gegmis arastirmalarda,
mevcutta bulunmus olan Dbilesiklerin yeniden izole edilerek tamimlanmasi da
(dereplikasyon) hem zaman hem de ekonomik agidan kayiplara sebep olmustur. Genom
projelerinin sayisinin zamanla artmast ve genetik tarama stratejilerinde bu tiir
dezavantajlarin olmamasindan 6tiirii, son yillarda ilag sirketleri aktinomiset kaynakli yeni

ilac kesfi calismalarina yeniden hiz kazandirmstir.

DNA dizi analizi teknolojilerinde hizli ve pahali olmayan yeni gelismeler sayesinde
toplamda 43.362 mikrobiyal genom projesinden 26.779’u (%61) tamamlanmistir
(www.gold.jgi.doe.gov). Mikrobiyal genom projesi oranlarinin filogenetik olarak
gruplardaki dagilimina bakildiginda ise, %34 oran ile en fazla Proteobacteria, en az ise
%12 ile Actinobacteria oldugu goriilmektedir. Genom projelerinin biyolojik 6rneklerin
izolasyonlarinin gergeklestirildigi ekosistemlere gore dagilimi incelendiginde %25 ile sucul
ortamlarin karasal ortamlara tstiinlik saglandigi ve bu sucul 6rneklerin %17 ile deniz

orjinli oldugu goriilmektedir (www.genomesonline.org).
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Genom tarama yonteminin en temel bilesenleri biyoinformatik programlardir. Son
donemde gelistirilen ‘antiSMASH ve ‘NapDOS’ biyoinformatik programlar substrat
tahmini yapabildiklerinden, otiiri dogal triin iskelet yapist hakkinda o6nemli bilgiler

vermektedir.

Ozellikle NRPS’lerde A, PKS-I'lerde ise AT domainleri substrat secimini
yaptiklarindan 6tiirti, biyoinformatik programlar bu domainlerin DNA dizi analizlerinden
dogal trtinlerin iskelet yapisi ile ilgili tahminler yapmaktadir. Bu domainlere ek olarak ana
iskelet yapimin modifikasyondan sorumlu glikozil transferaz, aminotransferaz, metil
transferaz, dehidrataz ve halogenaz genlerinin dizi analizleri dogrultusunda, kimyasal
yapidaki olasi fonksiyonel gruplarida tahmin edilebilmektedir. Buna en giizel 6rnek sekil
1.8. A ve B’de goriildiigii tizere epothilone’un ana iskelet yapisi, biyoinformatik

programlarca ana iskelet yapiya yiiksek benzerlikte tahmin edilmistir (Li ve ark. 2009).
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Sekil 1.8. Epothilone (Tahmini) (A) ve Epothilone (Gergek) (B) molekiillerin kimyasal yapilart

1.6.3.1. Kiitle Spektroskopisi Temelli (MS) Genom Taramasi

Genomik arastirmalar ile degisik varyetede bir¢ok organizmadan elde edilen biiyiik
miktarda DNA sekans verisi ulusal veri tabanlarinda depolanmaktadir. Arastiricilarin
erisimine acgik olan DNA sekans verileri dogal iriin kesfi icin yeni biyoinformatik
araclardan faydalanilmasinin yolunu agmaktadir. Bu c¢aba, dogal iiriin biyosentez
mekanizmalarimin  hem genetik hem de enzimatik olarak arastirilmasint miimkiin
kilmaktadir. Sekanslanan genomlarda, dogal iiriin biyosentez metabolik yolunu kodlayan
gen kiimelerinin analizi ve tamimlanmasi1 biyoinformatik programlarla gitgide

kolaylagsmaktadir. Bu gen kiimelerinin biiyiik boliimii, iirlinii kiiltiir ortamlarinda tespit
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edilemeyen kriptik gen kiimelerinden olusmaktadir. Bu durum son 50 yilda antibiyotik

iiretiminin essiz lideri aktinomisetler iizerinde yogun sekilde ¢alisilmasinin temel nedenidir.

Cesitli veri tabanlarinda analiz edilmeyi bekleyen binlerce genom dizilimi
bulunmaktadir. Bu dizilimlerin analizlerinin kimyasal verilerle desteklenmesi dogal iiriin

arastirmalarindaki en yeni stratejidir (Cizelge 1.2.).

Cizelge 1.2. Dogal {iriin tarama yontemleri ve bulunan bilesikler

Yontem Bilesik Organizma

Kimyasal Tarama Cineromycine, musacins S. griseoviridis (Burkhardt ve
ark. 1996)

PCR Dayali Genom Taramasi Rubradirin S. achromogenes (Sohng ve ark.
1997)

Genom Taramast Salinilactam S.tropica (Udwary ve ark. 2007)

MS Temelli Genom Taramasi Stenothricins S.roseosporus (Kersten ve ark.
2014)

Bir organizma tarafindan sentezlenen metabolitlerin tamami metabolom olarak
adlandirilmaktadir. Metabolomiks, ise metabolom analizlerinin yapildigi arastirma alanina
verilen genel isimdir.  Mevcut veritabanlaridaki DNA dizi analizleri verileriyle
gerceklestirilen genom taramalarinda oldugu gibi, analitik yontemlerle elde edilen kimyasal
veriler dogrultusunda metabolom taramalari1 (metabolome mining) da yapilmaktadir. Kiitle
spektroskopisi (MS), metabolom taramalarinda kullanilan en 6nemli analitik yontemdir.
Belli bir ekstrakt icinde ¢ok diisiik konsantrasyonlardaki metabolitlerin tespitinde, hem
oldukga hassas olmasi hem de kimyasal yapist hakkinda bilgi vermesinden dolayi, dogal
irlin arastirmalarinda genis bir kullanim alanina sahiptir. Ayrica yiiksek performansli sivi
kromatografisi (LC/MS-LC/MS/MS), gaz kromatografisi (GC/MS), niikleer magnetik
rezonans spektroskopisi (LC/NMR/MS) gibi diger analitik yontemlerle kombine

kullanilabilirligi bu yontemin en temel 6zelliklerinden biridir.

MS’in temel prensibi iyonize bilesiklerin kiitle/yiik (m/z) oranmin tespit
edilmesidir. Tipik bir MS cihazi, iyon kaynagi, kiitle analizorii ve dedektor olmak {izere iig
kisimdan olusmaktadir. Iyon kaynagma gore elektrospray iyonizasyon (ESI) ve matriks
iliskili lazer desorpsiyon iyonizasyon (MALDI) gibi gruplara ayrilmaktadir. Bu kisim
cihazin ilk kisminda yer almakla birlikte bilesiklerin iyonizasyonunun gerceklestigi

bolimdiir. Analizor ise farkli 6zellikteki iyonlarin birbirinden ayrildigi kisimdir. Time of
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Flight (TOF) ve quadrupol (Q) gibi analizor tipine gore farkli MS cihazlari mevcuttur.
Ayrica iki farkli analizoriin birlikte bulundugu hibrit MS sistemleri MS/MS analizinde
kullanilmaktadir. Son asamada ise iyonlar dedektor araciligiyla sayilarak ilgili tim veri

bilgisayar ortama aktarilmaktadir.

MS/MS analizleri analiz edilen iyonlarin fragmentasyonuna neden oldugundan
bilesiklerin kimyasal yapis1 hakkinda oldukg¢a dnemli bilgi vermektedir. Bu sebepten dolay1
dogal {irlin arastirmalarinda MS/MS analizleri 6nemli bir kullanim alanina sahiptir. Hibrit
MS sistemindeki ilk analizor tarafindan tespit edilen iyona ait fragment iyonlar ikinci
analizor tarafindan tespit edilerek sirali MS (tandem MS) veya MS/MS verisi olarak cesitli
veri tabanlarinda ve programlarda analiz edilmek {izere kullanilmaktadir. Dogal tiriinlerin
toplu molekiiler ag1 (Global Natural Products Social Molekuler Network ‘GNPS’)
dereplikasyon  analizi i¢in en yaygin  kullanilan  veritabanlarindan  biridir

(www.gnps.ucsd.edu).

Son vyillarda dogal iiriin arastirmalarinda genomik bilginin kimyasal verilerle
kombine edilmesi prensibe dayah farkl stratejiler gelistirilmistir. Ozellikle MS/MS analizi
sonucundanki metabolit fragmentasyon verisinin, biyoinformatik temelli genom taramalari
sonuglariyla birlestirilmesiyle ‘peptidogenomik’ ve ‘glikogenomik’ tarama stratejileri
gelistirilmistir (Kersten ve ark. 2013). Her iki stratejinin temelinde, MS verisiyle genomik

bilginin degerlendirilmesi amaglanmaktadir.

MS/MS fragmentasyonu sonucunda peptidler (ribozomal ve ribozomal olmayan)
daha kiiciik peptidlere pargalanmaktadir. Bu parcalanma sonucunda peptid yapisindan
kopan her aminoasit spesifik kiitle kayma degerine sahip olmaktadir. Bu degere bagh
olarak peptidin yapisindaki aminoasitler belirlenebilmektedir. Fragmentasyon temelli
aminoasit bilgisi, biyoinformatik programlarca peptid sentezinde olasi subsrat olarak
kullanilan aminoasit sonuglariyla karsilastirilip dogal iiriin biyosentezinden sorumlu gen
kiimesine ulasilmaktadir (Kersten ve ark. 2013). Peptidogenomik olarak adlandirilan bu
yontem ile stenothricins o6rneginde oldugu gibi yeni dogal driinler kesfedilmektedir
(Kersten ve ark. 2011).
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Glikozilasyon, dogal iirin biyosentezinde en yaygin gorillen modifikasyon
reaksiyonlarindandir. Glikozilasyon reaksiyonlarmin metabolitlerin hiicresel haberlesme,
molekiiler tanima ve biyolojik aktivite acisindan olduk¢a 6nemli oldugu bilinmektedir.
Lomaiviticin ve landomycine gibi glikolize dogal trtinlerin biyolojik aktivite potensinin
seker tniteleriyle ilgili oldugu diistintilmektedir (Zhu ve ark. 2005, Woo ve ark. 2012)
Ribozomal (nocathiacin), ribozomal olmayan (vancomycin), alkaloid (staurosporine sekil
1.9. A) poliketid (erythromycin, sekil 1.9. B), ve terpen (phenalinolactone A) gibi
birbirinden olduk¢a farkli yapilarda glikolize dogal {irtinler mikroorganizmalarca
sentezlenmektedir. Mikrobiyal glikolize dogal iiriinlerin yapisinda yiizii agkin farkli seker

unitesi mevcuttur.
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Sekil 1.9. Glikolize Staurosporine ve Erythromycin’in molekiil yapisi

Glikolize dogal iiriinler yapilarinda bulunan seker tinitesine gore MS/MS analizinde
spesifik fragmentasyon sinyali verirler. Bu sinyaller dogrultusunda dogal {iriin yapisindaki
seker tinitesi tespit edilebilmektedir. Glikozil transferaz, 2,3 dehidrataz, metil transferaz,
aminotransferaz ve niikleotit transferaz glikolize dogal iiriin biyosentez gen kiimelerinde
bulunan spesifik genlerdir. Dogal {iriin biyosentezinden sorumlu mikoorganizmanin
genomunda biyoinformatik programlarla bu spesifik genlerin taranmasi sonucunda olasi
biyosentez yolaklar: tespit edilmektedir. MS/MS verisinden glikolize dogal {iriin biyosentez

gen kiimesine ulasilmasit ‘glikogenomik’ olarak adlandirilmaktadir. Genel olarak
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peptidogenomik ve glikogenomik MS orjinli genom tarama yontemleri olarak

smiflandirilmaktadir.

1.6.4. Molekiiler Network (Ag) Analizi

informatik 21. yiizyilin en énemli arastirma alanlarindan biri olup birbirinden farkli
bircok arastirma alaninda kullanilmaktadir. Biyolojide DNA dizi analizlerinin
yorumlanmasinda kullanilan  biyoinformatik son zamanlarda kimyasal verilerin
degerlendirilmesinde de oldukca sik kullanilmaya baslanmustir. Informatigin hem kimya
hem de biyolojiye entegrasyonu bu arastirma alanlarinda oldukga yeni veriye ulagilmasina
neden olmustur. Biyolojik fermentasyon sonucu elde edilen ekstraktlarda bilinen
metabolitlerin hizli bir sekilde tespiti, yeni dogal {iirlinlerin kesfi agisindan oldukga
onemlidir. Bunun disinda olas1 bir dereplikasyon sonucunda harcanan zaman, emek ve
maliyetin minimize edilmesinde de rol oynamaktadir. Bu ama¢ dogrultusunda son yillarda
cesitli metabolomik temelli veritabanlar1 ve algoritmik programlar gelistirilmistir (Cizelge
1.3)). Cesitli analitik yontemlerle elde edilen kimyasal verilerin bu veritabanlar1 ve

programlarda analizi ile bilinen metabolitler basit ve hizli bir sekilde tespit edilmektedir.

Cizelge 1.3. Dogal iiriin tarama veritabanlari

Veritabam Web Adresi

GNPS www.gnps.ucsd.edu (Watrous ve ark. 2012)

Norine www.bioinfo.lifl.fr

Scifinder WWW.Cas.org

Metlin www.scripps.edu (Smith ve ark. 2005)

Massbank www.massbank.jp

AntiBase www.user.gwdg.de

Marinlit www.chem.canterbury.ac.zn (Blunt ve ark.
2007)

Drugbank www.drugbank.ca (Law ve ark. 2013)

HMDB www.hmdb.ca (Wishart ve ark. 2012)

Primer ve sekonder metabolizma sonucunda mikroorganizmalarca iiretilen binlerce
metabolit ekstraselliiler olarak hiicre digina salgilanmaktadir. Bu metabolitlerle ilgili ¢ok
sayida veri analizi yine bu programlar ve veritabanlarinca kisa siirede gerceklesmektedir.
Bu analizler sonucunda hem primer ve sekonder metabolizma tiriinlerinin ayrimi1 hem de

bilinen ve yeni olmaya aday metabolitlerin tespiti yapilabilmektedir.
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1. GIRIS

Molekiiler network (ag) analizi gegtigimiz birkag¢ yil i¢inde gelistirilmis yeni bir
dereplikasyon ve metabolomiks yontemidir. Bu yontem herhangi bir ekstrakt ve biyolojik

ornek iginde bulunan metabolitlerin MS/MS verilerinin analizine dayanmaktadir.

MS/MS analizi sonucunda benzer fragmentasyona sahip iyonlar kimyasal yapi
olarak birbirine benzerlik gosterir. Sekil 1.10.’da da goriildiigii gibi molekiiler network
analiziyle  benzer  fragmentasyona sahip  iyonlar network iginde  birlikte
gruplandirilmaktadir. Bu gruplandirma benzer fragment iyon sayist ve MS/MS pik

yogunluguna gore program tarafindan vektorel biiyiikliik (cosine degeri) olarak hesaplanir.

N T N

I I \ 'llJ.IL_l.Jﬁoj
nlal

Sekil 1.10. Molekiiler Network (Ag) Analizi (Watrous ve ark. 2012).

Networkta yiiksek cosine degerine sahip iyonlar kimyasal a¢idan yakin benzerlik

gosterirken, tersi durumda ise iyonlar arasinda herhangi bir etkilesim goriilmemektedir.

Ozellikle deniz aktinomisetleri ve siyanobakteri ekstraktlarinin molekiiler network
analizleri sonucunda bilinen dogal iiriinlerin farkl: tiirevleri kesfedilmektedir (YYang ve ark.
2013). Bu analizlerle gesitli biyolojik 6rneklerde bulunan metabolitlerin kimyasal gesitliligi

de hizlica tespit edilmektedir.
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1.7. Antibiyotik Direncliligi

Antimikrobiyallerin tedavi amacgli olarak asir1 miktarda ve gelisigiizel kullanimi
bircok bakteri tiiriinlin mevcut ilaglara kars1 direnglilik gelistirmesine yol agmaktadir. Son
yillarda hizli bir sekilde antibiyotiklere direncli tiirlerin ortaya g¢ikmasindan dolayi,
bakteriyel enfeksiyonlar diinya ¢apinda halk sagligini ciddi bir sekilde tehdit etmektedir.
Ozellikle hastane enfeksiyonlarinda, Enterococcus faecalis’den Staphylococcus aureus’a
kadar birgok patojenik bakterinin giincel olarak kullanilan tiim antibiyotiklere kars1 direng
gelistirdigi rapor edilmistir (Mehdi ve ark. 2006). 1980 yilindan 6nce methicillin direngli S.
aureus orant %3’ten az iken bu oran son zamanlarda %40’1n iizerine ¢ikmistir. Amerika
Birlesik Devletleri’nde hastalardan izole edilen Streptococcus pneumoniae’dan %34’ {iniin
penicilline, Hemophilus influenzae’dan %32’sinin ampicilline, Moraxella catarrhais’lerin
ise %92’sinin penicilline ve erythromycine direngli oldugu bulunmustur (ikeda ve ark.
2003). Bunlardan bagka; Myobacterium tuberculosis, rifampicin, isoniazid ve ethambutol
gibi ilaglara kars1 direnclilik kazanmis olup (Morlock ve ark. 2003), Diinya Saglik
Orgiitii’niin 2008 verilerine gére 9.200.000 hastadan 1.700.000’ii tiiberkiilozdan
Olmektedir. 2011 yilinda Almanya’da E. coli ile enfekte olmus sebzelerden etkilenen 5000
kisinin 50’sinden fazlas1 bu enfeksiyonlardan dolayr hayatin1 kaybetmistir (Bush ve ark.
2011). Amerika Birlesik Devletleri’nde karbapenemaz iireticisi Klebsiella pneumonia’nin
yaygin hastane enfesiyonlarina neden oldugu rapor edilmistir (Bartlett ve ark. 2013). Yine
Birlesik Devletler’de her yil yaklasik 19.000 6limiin mehthicillin direngli Staphylococcus
aureus (MRSA) kaynakli oldugu tahmin edilmektedir (Klevens ve ark. 2007). Yeni
Delhi’de metalo-f-laktamaz direngli mikroorganizmalar 2010 yilinda rapor edildikten
sonra, hastane enfeksiyonu nedeniyle 6len hastalarin sayisinda artis gozlenmistir (Mulvey
ve ark. 2011). Diinya Saghk Orgiiti’'niin (WHO) 2011 yilinda yaptign aciklama
dogrultusunda, Avrupa genelinde her yil 25.000 kisinin direngli mikroorganizmalardan
kaynaklanan enfeksiyonlar sonucu 6ldigii rapor edilmistir. WHO’nun yayinlamis oldugu
enfeksiyon hastaliklar1 raporunda, 2013 yilinda 9 milyon kisinin tiiberkiiloz nedeniyle
oldigi bildirilmistir. Bakteri enfeksiyonlarma ek olarak fungal enfeksiyonlarin Gliime
sebebiyet veren en biiylik faktor oldugu saptanmistir. Amerika Birlesik Devletleri’nde kan

kiiltiirlerinden ti¢lincii olarak en fazla izole edilen tiirler Candida tiirleridir (Pfaller ve ark.
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2007, National Strategy for Combating Antibiotic Resistant Bacteria Report 2014). Ayrica
immiinbaskilayici ilaglar ve kemoterapi alan ve ayni zamanda doku transferi yapilmis
hastalarda; Candida, Aspergillus ve Fusarium enfeksiyonlarindan 6liim oranlari oldukga
yiiksektir. Antifungal ajanlar insan ve hayvan hastaliklarinin yani sira, bitki ve ekinlerin

korunmasinda, gida endiistrisinde yogun olarak kullanilmaktadir.

Ozellikle 1990’lardan bu yana vancomycin direncli enterokoklarin ortaya cikis,
buna ek olarak bagisiklik sisteminin ¢6kmesine neden olan viriisler 6rnegin HIV gibi yeni
patojenlerin ortaya ¢ikmasi, dogal iirlinlerin Onemini tim diinyada artirmaktadir.
Patojenlerin mevcut ilaglara direnclilik kazanmasindan ve toksisitesi daha az ilaglarin
gelistirilmesi ihtiyacindan 6tiirii yeni ilaglara veya ilag 6ncii maddelerine gereksinim vardir.
Bu agidan genis spektrumda biyolojik aktiviteye sahip mikrobiyal kokenli dogal iiriinler,
yeni ila¢ Oncii maddelerinin en Onemli kaynagi durumundadir. Bir matematiksel
modellemeye gore aktinomisetler tarafindan sentezlenen tiim biyoaktif bilesiklerin simdiye
kadar yalnizca %3’ rapor edilmistir (Watve ve ark. 2001). Bu da yeni teknolojiler
kullanilarak kesfedilecek c¢ok biiylikk miktarda yeni ila¢ adaylarinin oldugunu

diistindiirmektedir.
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Dogal iiriin biyosentezi ile iliskili genlerin PCR ile taranmasi aktinomisetlerin
biyosentetik potansiyellerini ortaya c¢ikarmak icin kullanilan yeni bir yaklasimdir. Bu
genler, NRPS, PKS-I ve PKS-II, hidroksimetilglutaril koenzimA rediiktazlar ve
aminoglikozit direnclilik genleridir. Ozellikle NRPS ve PKS genleri simdiye kadar
aktinomisetlerden izole edilen biyoaktif metabolitlerin ¢ogunlugunun yapisini
olusturmaktadirlar (Barrios-Llerena ve ark. 2007). NRPS ve PKS’lerin, antibiyotikler,
toksinler, sideroforlar ve immiinbaskilayicilar gibi ¢ok c¢esitli biyolojik aktivitelere sahip
oldugu bulunmustur (Ehrenreich ve ark. 2005). PKS’ler, farmasétik ve endiistriyel dneme
sahip biyoaktif bilesikleri igeren poliketid bilesiklerin biyosenteziyle iliskili olan
multienzim kompleksleridir (Moffitt ve Neilan 2002). Global o&lgekte biiyiik siklikta
kullanilan antibiyotiklerin ¢ogu (6rnegin erythromycin A) PKS’ler tarafindan tiretilmektedir
(Ehrenreich ve ark. 2005). Dejenere PCR primerleri ile NRPS ve PKS-I gen dizilerinin

hedef alinmas1 bu metabolitlerin tespiti i¢in hizli bir yaklasimdir (Gonzales ve ark. 2005).

Streptomyces caelestis tiirlinde nidamycin sentezinden sorumlu PKS genlerinin
teshis edilmesi i¢in yapilan bir ¢alismada, KS ve AT domainlerinin korunmus dizilimleri
baz alinarak olusturulan dejenere primerler kullanilmistir. Elde edilen yaklasik 900 bg
biiyilikliigiindeki fragmentler klonlanmis ve rastgele segilen 7 klonun sekans analizi
yapilmistir. Bunun sonucunda daha once rapor edilen nidamisin antibiyotiginin sentezinden

sorumlu PKS gen kiimesi modiiliindeki KS ve AT domainleri ile ayn1 oldugu gosterilmistir
(Stephan ve ark. 1997).

Stigmatella aurantiaca ile yapilan ¢alismada PKS-I gen kiimesinin KS domainini
hedef alan primerler kullanilarak amplifiye edilen fragmentler klonlanmis olup sekans
analizleri sonucunda simdiye kadar bulunmus olan PKS gen kiimeleri ile diisiik oranda
benzerlik gosterenlerden dordiiniin - yeni NRPS/PKS hibrit gen kiimesi oldugunu
belirtilmistir (Silakowski ve ark. 2001).

Streptomyces atroolivaceus’da tiyazol grubuna sahip antitiimor aktiviteli bir bilesik

olan leinamycin’in biyosentez gen kiimesi tanimlanmistir. Bunun i¢in kosmid kiitiiphaneler,
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siklizasyon ve oksidasyon domainlerinden elde edilen problarla taranmistir (Yi-Qiang ve
ark. 2002).

Zazopoulus ve arkadaslar1 (2003) PKS ailesinden sentezlenen enedin antitimor
bilesiginin biyosentez genlerini, ellerindeki aktinomisetler igerisinde PCR ile taramis ve
standart fermentasyon kosullarinda eneydin elde edilemeyen aktinomisetlerin bu bilesigin
biyosentez genlerini tasidigini tespit etmislerdir. Kiiltiir kosullarinda eneydinlerin {iretimini

indiikleyerek bunlar1 saflagtirmay1 basarmiglardir.

2004 yilinda yapilan bir ¢alismada arastirmacilar aktinomisetlerde NRPS ve PKS-I
genlerini amplifiye etmek i¢in onlara 6zgii primerler tasarlamislar ve PCR’a dayali tarama
yontemi ile taradiklar tiirlerin %79,9'unda NRPS ve %56,7'sinde PKS-I genlerinden {iriin
elde edilmistir. Bu genlerin tarandig tiirler arasinda Streptomyces tiirleri en iyi potansiyeli
gostermistir. Elde edilen domainlerin bilinen adenilasyon domainleri ile %61-99 degisen

oranlarda benzerlik gosterdigini saptamislardir (Ayuso-Sacido ve Genilloud 2005).

Gonzalez ve arkadaslarinin (2005) likenlerden izole ettikleri aktinomisetlerin dogal
iriin biyosentez genlerini incelendikleri ¢alismada NRPS, PKS-1 ve PKS-II genleri
dejenere PCR primerleriyle amplifiye edilmeye calisilmistir. Bunun sonucunda izolatlarin;
%62,6’sinda PKS-1, %64,7’sinde PKS-Il ve %58,5’inde NRPS biyosentetik genlerini
amplifiye etmislerdir. Ayrica, klasik kiiltiir kosullarinda tiim izolatlarin antibakteriyel ve
antifungal aktiviteleri %27 olarak tespit edilmistir. Bununla; klasik kiiltiir kosullarinda
tiretimi  basarisizlikla sonuglanmis olan dogal iriinlerin, genom analizleri ile ortaya
cikarilmasi ve yeni biyoaktif dogal bilesiklerin tespiti, ekspresyonu ve saflagtirilmasinin

miimkiin olabilecegini 6ne siirmiislerdir.

Ayuso ve arkadaglari (2005) tiirlerin dogal iriin sentez genlerini hedef alarak
metabolik potansiyele dayali bir tiir karakterizasyon sistemi ortaya koymuslardir. Amplifiye
edilen PKS-I, PKS-1I ve NRPS dizilerini restriiksiyon analizlerine tabii tutarak bir parmak
izi yontemi gelistirmislerdir. Bu yOntemin toprak oOrneklerinden izole edilen
aktinomisetlerde NRPS ve PKS biyosentetik sistemlerinin taranmasinda kullanilabilecegini

belirtmislerdir. izolatlar arasinda en fazla olarak Streptomyces cinsinde c¢ok aktif tiirlere
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rastlamislardir. Ozellikle bu cinste biyosentetik genlerin varlig1 ve antimikrobiyal aktivite

liretimi arasinda siki bir parallelie rastlanmustir.

Ehrenreich ve arkadaslar1 (2005) 24 farkli sucul siyanobakteri 6rneklerinde dejenere
PCR primerleri kullanarak, organizmalarin %354’iinde NRPS ve %92’sinde PKS
amplifikasyonu elde etmiglerdir. Amplifiye edilen genlerin siyanobakteri genom
arastirmalart ile karsilastirildiginda ¢ogunun diger siyanobakterilerde tanimlanmadigi ve
bunlarin yeni dogal iiriinler olabilecegi ihtimalini vurgulamislardir. Ayrica amplifiye edilen
gen fragmentleri siyanobakterilerdeki dogal iriinlerin kesfi ile ilgili ¢alismalarda prob
olarak kullanilmigtir. Sonrasinda elde edilen amplikonlarin sekans analizleri BLAST
programinda incelendikten sonra daha 6nce rapor edilmeyen A ve KS domainleri tespit

edilmistir.

Ostash ve arkadaglar1 (2005) PCR stratejisini temel alarak aktinomisetlerin
genomunda PKS-I genlerini taramislardir. Streptomyces globisporus 1912 tiiriinde
amplifiye ettikleri PKS-I amplikonlarin1 klonlayarak, sonrasinda yapilan sekans analizinde
BLASTX homolojilerinden yola ¢ikarak bu fragmentlerin pimaricin ve nystatin gibi
antifungal polien bilesiklerin sentezinde rol oynayan PKS-I genleri ile ile homoloji

gosterdigini belirlemislerdir.

Deniz aktinomiset cesitliliginin ve biyosentetik metabolik yollarini tarandigi bir
calismada, incelenen 38 aktinomisetin; %70’inde NRPS ve %13’tinde PKS-I genleri,
Micromonospora cinsine dahil bir izolatta ise PKS-II geni tespit edilmistir. Arastirmacilar,
cok az calisilmis siradis1 habitatlarin sekonder metabolit sentezleme yetenegi olan tiirler

acisindan zengin kaynaklar olabilecegini bildirmislerdir (Pathom-aree ve ark. 2006).

PKS-I genlerini hedef almak icin dizayn edilen dejenere primerler yardimiyla
aktinomisetlerde tespit edilen iki yeni PKS-I geninin, immiinbaskilayict benzeri bir
metabolitin biyosentezinde gorevli oldugunu tespit edilmistir. Uretilen bilesiklerin TLC
(Thin Layer Chromatograpy/Ince Tabaka Kromatografisi) ile incelenmesi sonucu, bu
bilesiklerin, ticari olarak kullanilan immiinbaskilayicilar; FK506 ve rapamycin ile

kiyaslandiginda farkli 6zellikte bilesikler oldugunu belirtmislerdir (Savic ve ark. 2006).
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Vivian Miao ve ark. (2006) tarafindan Streptomyces fradie ile yapilan bir ¢alismada
A domaininden elde edilen problarla kosmid kiitiiphanelerin taranmasi sonucunda Gram (+)
patojenlere etkili lipopeptid A54145'in NPRS gen kiimesi tamimlanmistir. Bu gen
kiimesinin 127 kb biiytikliiglinde oldugu ve 4 tane NRPS geni igerdigi tespit edilmistir.

Xihou Yin ve arkadaslar1 (2006), tarafindan yapilan bir ¢aligmada 84 kb’lik ve 25
ORF iceren 17 aminoasit’lik enduracidin gen kiimesini tanimlanmistir. Kosmid
kiitiphaneler, hem A domaini hem de prefanat dehidrogenaz geninden elde edilen

amplikonlarla taranmistir.

Lei Li ve arkadaslar1 (2007), Streptomyces lavendulae ile yaptiklari ¢alismada, bu
organizmanin genomunu A domaini problari ile tarayarak, antitiimor aktiviteye sahip 62 kb
biyiikliigiinde, 30 acik okuma cerceveli (ORF) tetrapeptid saframycin gen kiimesini tespit

etmislerdir.

Barrios-Llerena ve arkadaslar1 (2007) 21 siyanobakteri tiiriinde dogal iiriin
sentezinden sorumlu NRPS ve PKS-I genlerinin sirasiyla A ve KS domainlerini hedef alan
dejenere PCR primerlerini kullanarak bu genleri molekiiler tarama ydntemiyle tespit
etmeye ¢alismislardir. Taranan izolatlarin 19’unda PKS-I ve 18’inde NRPS genlerini tespit
etmiglerdir. A domaini fragmenti tasiyan, 33 klonun BLASTX analizlerinde
siyanobakterilere ait bilinen NRPS sekanslartyla %43-97 arasinda benzerlik gosterdigini,
tespit etmislerdir. Ayn1 zamanda KS domaini fragmenti tasiyan 29 klonun BLASTX
analizinde siyanobakterilere ait bilinen PKS sekanslariyla % 49-95 arasinda benzerlik
gosterdigini, tespit etmislerdir.

Jiang ve arkadaslar1 (2007) izole ettikleri 24 aktinomiset grubuna dahil deniz
izolatinin dogal {iriin senteziyle iliskili olan NRPS, PKS-I ve PKS-II genlerini taramislardir.

Bunun sonucunda izolatlarin %92’sinde NRPS, %54’iinde PKS-lI ve %71’inde PKS-II

amplifikasyonu eldesi rapor edilmistir.

Sediment 6rneginden izole edilen iki bakteri tiiriinden amplifiye edilen NRPS ve
PKS-1 gen fragmentleri uygun vektorlere klonlamistir. Klonlarin BLASTX analizi
sonucunda PKS-I igin %80’in, NRPS i¢in %60’mn altinda sekans homolojileri oldugunu
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goriilmistiir. Ayrica aminoasit sekanslarinin filogenetik analizinde iki tiirde %70’in altinda
benzerlik gosteren toplam 5 farkli grup ve hibrid NRPS-PKS enzim kompleksleri tespit
etmislerdir. %70’in altinda homoloji géstermesinin, bu genlerin daha once tespit edilmemis

yeni genler olabilme ihtimalini arttirmakta oldugunu belirtmislerdir (Zhao ve ark. 2008).

2008 yilinda yapilan bir ¢galismada miksobakteri genomunda PCR yontemi ile PKS-
| gen kiimesi arastirilmis ve bu gen kiimesinin KS ve AT domainlerini hedef alan primerler
kullanilmistir. Elde edilen amplikonlarin DNA dizilimleri BLAST programinda
arastirildiktan sonra arastirmacilar elde ettikleri verileri iki grupta toplamiglardir. Buna gore
aminoasit homolojisi %70 ve altinda olan domainlerin yeni PKS-I genleri olmaya aday

olabileceklerini ileri siirmiislerdir (Komaki ve ark. 2008).

Deniz suyu orneklerinden izole edilen Streptomyces cinsine dahil 7 izolatin KS
domainini PCR ile amplifiye edip klonlanmis, sonrasinda yapilan sekans analizi sonucunda
izolatlarda, farkli organizmalarla farkli oranlarda benzerlik gosteren toplam 13 farkli PKS-I

geni rapor edilmistir (Hakvag ve ark. 2008).

Jiang ve arkadaslar1 (2008) deniz suyundan izole ettikleri 30 aktinomisette NRPS,
PKS-I, PKS-II genlerini hedef alan primerler kullanarak dogal iiriin senteziyle iliskili bu
genler agisindan izolatlarin potansiyellerini arastirmislardir. Izolatlarm %87’°sinde NRPS,

%380’inde PKS-I, %73’tinde PKS-I1, amplifikasyonu oldugunu bildirmislerdir.

Bazi mikroorganizmalar deniz siingerleriyle simbiyotik iliskide bulunurlar. Bu bilgi
dogrultusunda arastirmacilar siingerlerden izole ettikleri 109 izolatta PCR yoluyla NRPS
gen kiimesinin A domainini taramislardir. izolatlarin 15’inde NRPS geni tespit edilmis
olup, tespit edilen NRPS geninin korunmus A domaini aminoasit sekansi analizinde;
11’nin, daha 6nce rapor edilmis olan dizilimler ile %70’in altinda benzerlik gosterdigini ve

bu sebepten bu genlerin yeni olabilecegini belirtmislerdir (Zhang ve ark. 2009).

Tropikal bitkilerden izole edilen 213 aktinomiset tiiriinde kimyasal tarama yoluyla
bu organizmalarin sentezledigi dogal iirlinler tespit edilmeye calisilmistir. Kiiltlir ortaminda

dogal {iriin tespit edilemeyen 29 tiirde PCR yontemi ile PKS-I, PKS-Il ve NRPS, genleri
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taranmigtir. Yapilan taramalar sonucunda %66’sinda PKS-1, %79’unda PKS-II ve tiimiinde

NRPS amplifikasyonu gézlemlenmistir (Janso ve ark. 2010).

Gontang ve arkadaslar1 (2010) deniz suyundan izole ettikleri 60 aktinomiset
izolatinin dogal iriin biyosentez genlerinin A ve KS domainlerini PCR vyoluyla
taramiglardir. Bu tarama sonucunda izolatlarin 26’sinda KS domaini ve 38’inde A domain
amplifiye edilmistir. KS amplikonlari ile kurulan kiitiiphanelerden rastgele segilen klonlarin
DNA dizi analizlerinin BLAST analizi sonucunda toplamda 90 KS domaini tespit edilmis
olup, bunlardan 14’tiniin ise aminoasit sekansinin, DNA dizilimi bilinen KS domainleri ile

%85’1n tistiinde homoloji gosterdigi belirlenmistir.

Aragtirmacilar Streptomyces sioyaensis Lv81 tiiriinde NRPS gen kiimesi A domaini
amplifikasyonunu ve klonlamasini gerg¢eklestirmislerdir. Dizi analizi sonucunda 9 farkli A

domaini tespit ettiklerini belirtmislerdir (Myronovskyy ve ark. 2010).

Streptomyces pyridomyceticus NRRL B-2517 izolatinin genomundan elde edilen
kosmid kiitiiphanelerin taranmasi sonucunda antibakteriyel etkiye sahip pyridomycin
biyosentetik gen kiimesi tanimlanip karakterize etmislerdir. Yapilan ¢alismalar sonucunda
gen kiimesinin 42,5 kb biiyiikliigiinde oldugu 26 ORF bdlgesine sahip oldugu ortaya
cikarilmigtir (Tingting Huang ve ark. 2011).

Bir toprak izolat1 olan Streptomyces viridochromogenes’ten antibakteriyel etkiye
sahip laspartomycin'in biyosentezinden sorumlu gen kiimesi ortaya ¢ikarilmigtir. 11 amino
asitlik siklik lipopeptidin sentezinden sorumlu gen kiimesinin 60 kb biiyiikliigiinde ve 21

ORF bolgesi icerdigi tespit edilmistir (Yang Wang ve ark. 2011).

Deniz siingerinden izole edilen 46 izolatin PKS genleri PCR ile taranmigtir. Bunun
sonucunda izolatlarin %70’inde PKS-1 ve %85’inde PKS-II geni tespit edilmistir. Bu
izolatlardan 36’s1 biyolojik aktivite testleri icin secildikten sonra %88’inin en az bir test

organizmasina kars1 inhibisyon etkisi gosterdigi bildirilmistir (Xin ve ark. 2011).

Streptomyces sp. SCSIO1666 izolatinin genomunda, potent RNA Polimeraz

inhibitori olan tirandamycinin varligi tespit edilmistir. Yapilan arastirmalar sonucunda bu
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antibiyotigin sentezinden sorumlu gen kiimesinin iic PKS ve bir NRPS’den olustugu

saptanmistir (Mo ve ark. 2011).

Farkli bitkilerin kok, govde ve yapraklarindan izole edilen Streptomyces,
Micromonospora, Nonomuraea, Promicromonaspora ve Rhodococcus cinslerine ait 60
endofitik tiirlin genomunda NRPS, PKS-I ve PKS-II genleri taranmistir. Yapilan taramalar
sonucunda izolatlarin %53’iinde PKS-I, %82’sinde PKS-11 ve %53’tinde NRPS genlerinin
varligi tespit edilmistir (Zhao ve ark. 2011).

Bahamalar bolgesinde 30-50 m arasinda degiskenlik gosteren magara sediment
orneklerinden aktinomiset izolasyonlar1 gerceKlestirilmistir. Filogenetik analizler soncunda
populasyon {iiyelerinin biiyiik ¢ogunlugunun Streptomyces cinsine dahil oldugu rapor
edilmistir. Sonrasinda ise izolatlarin NRPS ve PKS genleri farkli primer ¢iftleri ile amlifiye
edilmistir. Amplikonlarin BLAST analizleri sonucunda bu genlerin NCBI’1n veritabaninda
bilinen NRPS ve PKS genleri ile %93- 99 arasinda benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.
Aktinomiset grubuna dahil olmayan izolatlarda ise benzerlik oranin % 45-73 arasinda
degistigi bildirilmistir. Magara izolatlarinin bu genlerinin biyoinformatik analizlerinde %54
oraninda B-lactam, %59 ile cyclohexandepsipeptide, %69 ile siderefor ve %86 ile

angucycline antibiyotiklerle homoloji tespit edilmistir (Hodges ve ark. 2012).

Antibiyotik arastirmalarinda yeni glikopeptitlerin kesfi diger dogal {iriinler ile
karsilagtirildiginda oldukg¢a diistiktlir. Yapilan hesaplamalar sonucunda yeni glikopeptit
kesfi oranin yaklasik olarak 1/107oldugu diisiiniilmektedir. Yeni glikopeptit antibiyotik
aragtirmalarmin yapildigr 1000 aktinomisetten sadece 38 tanesinin vancomycin direngli
oldugu ve bu direngli izolatlarin genomlarinin PCR temelli taranmasi sonucunda yeni
glikopeptit antibiyotik olan pekistomycin gen kiimesi tespit edilmistir (Thaker ve ark.
2013).

Florida bolgesinde deniz suyundan izole edilen 44 bakterinin PKS ve NRPS genleri
PCR’a dayali strateji ile taranmistir. Yapilan taramalar sonucunda izolatlarin %20,5’inde
PKS-1, %65,9’unda PKS-Il ve %36,4° iinde ise NRPS genlerine rastlanmistir. Ayrica
yapilan taramalar sonucunda tiyazol peptit yapidasinda yeni kocurin bilesigi tanimlanmustir

(Palomo ve ark. 2013).
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Kizildenizde siingerle simbiyotik iliski i¢inde bulunan aktinomiset izolatlarinin
NRPS ve PKS genlerinin PCR’a dayali yontem ile tarandig1 bir ¢alismada, 25 izolattin
19’unda NRPS, 12’sinde PKS-I ve 8’inde PKS-II genleri tespit edilmistir (Abdelmohsen ve
ark. 2014).

Streptomyces, Saccharomonospora, Micromonospora, Kocuria ve Nocardiopsis
cinslerine dahil 613 deniz aktinomisetinin genomunda spesifik primerler ile NRPS ve PKS
genleri taranmistir. Bunun sonucunda yapilan taramalar sonucunda izolatlarinin %28 nin
3’ten fazla dogal iiriin biyosentez genine sahip oldugu goriilmiistiir. Ayrica tiim izolatlar
icinde 154’niin biyolojik aktivitesinin oldugu ve bunlardan birinin diketopiperazine
yapisindaki yeni iSO naseseazine B metabolitini sentezledigi tespit edilmistir (Xiong ve ark.
2015).

Bitki kok bolgesinden izole edilen 341 aktinomisetin biyolojik aktivite testleri
yapilmistir. Bunun sonucunda izolatlarin % 54’°niin bir veya daha fazla test organizmasinin
biiylimesini inhibe ettigi rapor edilmistir. Biyolojik olarak aktif izolatlarin genomunda ise
dejenere primerler yardimiyla NRPS ve PKS dogal {irlin biyosentez gen kiimeleri PCR ile
taranmistir. Bunun sonucunda ise izolatlarin %4,69’unda PKS-1, %15,25 ‘inde PKS-11 ve %

13,48’inde ise NRPS geni tanimlanmistir (Adegboye ve ark. 2015).

Cin denizinde 50-100 m derinliklerinden izole edilen aktinomiset grubuna dahil 5
farkli cinsten 613 izolatinin dogal iiriin sentezleyebilme potansiyellerinin arastirildigi
caligmada, tiim izolatlarin 154’tiniin en az bir antibiyotik direngli bakteriye karsi
inhibisyon etkisine neden oldugu bildirilmistir. Gili¢lii inhibisyon etkisine sahip 45
izolatinda genomunda halogenaz, PKS, NRPS, 3-hidroksil 3-metilglutaril koenzim A
rediiktaz genleri spesifik primelerin kullanilmasiyla PCR ile taranmistir. Bunun sonucunda
tiim izolatlarin %29’nun en az bir dogal {iriin sentez gen kiimesine sahip oldugu rapor
edilmistir. Ayrica 23 izolatin isoprenoid, 25 izolatin PKS, 16 izolatin NRPS ve 15 izolatin
halogenaz genlerine sahip oldugu tespit edilmistir (Xiong ve ark. 2015).

Deniz ckosistemlerinde yasamaya adapte olmus Salinispora cinsine dahil
mikroorganizmalar yeni dogal {riin kesfi arastirmalarinda son zamanlarda {izerinde

yogunca calisilan en 6nemli biyolojik kaynaklardan biridir. Bu cinse dahil S.arenicola ile
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yapilan bir ¢alisma sonucunda elde edilen bisiklik poliketid saliniketal A ve B’nin kanser
gelisiminde rol oynayan ornitin dekarboksilazi inhibe ettigi ve ICso degerlerinin sirasiyla

1.95 +0.37 ve 7.83 £1.2 pg/ml oldugu goriilmistiir (Williams ve ark. 2007).

Bilinen 150.000 dogal firiiniin %0,1’den daha azinin nitril grubuna sahip oldugu
bilinmektedir. Cyanosporaside’ler de nitril grubu iceren 6nemli dogal {iriin siniflarindan
biridir. Klor ve heksoz foksiyonel grubuna sahip olan bu dogal iiriinlerin S. pacifica CNS-
143 tarafindan iiretildigi tespit edilmistir (Lane ve ark. 2013).

Son yillarda mikrobiyal kaynakli 6zelikle de deniz aktinobakterilerinden, kimyasal
yapist farkli ve genis spektrumlu biyolojik aktiviteye sahip bir¢ok yeni dogal iiriin
kesfedilmistir. Anthracimycin, urdamycinone, merochlorins A-D, napyradiomycin gibi yeni
antimikrobiyal etkili bilesikler deniz orjinli Streptomyces tiirlerinden izole edilmistir. Bu
bilesiklerin, Bacillus anthracis, MRSA, Plasmodium palcifarum K1 strain, M. tuberculosis,
vancomycin direngli Enterococcus faceium (VREF) gibi patojen mikroorganizmalara karsi
oldukga giiclii antibakteriyel ve antiparazitik etki gosterdikleri rapor edilmistir (Kaysser ve
ark. 2012, Jang ve ark. 2013, Supong ve ark. 2013, Cheng ve ark. 2013).

Kanser vakalarinda kanserli hiicrelere karsi daha etkili, toksisitesi daha az yeni
antitimor ajanlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu agidan yeni kanser ilaglariin kesfi igin
denizler 6nemli ekosistemlerdir. Cesitli insan kanseri hiicrelerinin biiylimesini oldukga
giclii bir sekilde inhibe ettigi tespit edilen feigrisolides, dinactin, chlorizidine A,
marmycins A ve B, ¢esitli angucycline antibiyotik ve terpenoid dihidrokinon bilesiklerinin,
deniz aktinomisetlerinden Salinispora ve Streptomyces cinslerinin {yeleri tarafindan
sentezlendigi tespit edilmistir (Sobolevskaya ve ark. 2004, Mercado ve ark. 2005, Martin ve
ark. 2007, Zhang ve ark. 2012, Mico ve ark. 2013).

Genom analizleri dogal iiriin arastirmalarinda ¢ok onemli bir yere sahiptir. Son
zamanlarda; farkli stratejilerle aktinomiset genomlarinda yapilan taramalar yeni bir¢ok
biyoaktif dogal {iriiniin varligini1 ortaya koymustur. Bu stratejiyi esas alan bir dizi ¢alisma
sonucunda; coelichelin, methylenomycin furan, saframycin, salinosporamide K gibi farkli
biyolojik etkiye sahip bir¢ok dogal iirlin tespit edilmistir. Ayrica genomizotopik ve

heterolog gen ekspresyonu yontemlerinin kullanilmasiyla iki farkl kriptik gen kiimesinden
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sentezlenen orfamide ve germicidin bilesikleri kesfedilmistir (Song ve ark. 2006, Shen ve
ark. 2006, Gross ve ark. 2007, Challis 2008).

Sorangium cellulosum’un genomunda mevcut NRPS-PKS gen kiimelerinin ¢esitli
biyoinformatik programlarda incelendigi bir ¢alismada ‘antiSMASH’ programi 5 PKS, 2
NRPS, 4 PKS-NRPS, ‘NapDOS’ programi1 50 KS domaini, 30 C domaini, ‘NP. searcher’
programu ile ise 2 PKS, 1 NRPS ve 2 NRPS-PKS gen kiimesi tahmini yapmaktadir. Daha
sonrasinda yapilan klonlama ¢alismalari sonucunda ise mikroorganizmanin 3 PKS, 2 NRPS

ve 4 PKS-NRPS gen kiimesine sahip oldugu goriilmiistiir (Boddy 2014).

Aragtirmacilar tarafindan Filipinler de topraktan izole edilen Streptomyces sp.
PCS3-D2’ in genom projesi sonucunda 7,4 mbg’lik bir genoma sahip oldugu tespit
edilmistir.  Izolatin  piitatif dogal iiriin gen kiimelerinin  belirlenmesinde
‘antiSMASH’programinin kullanilmasiyla PKS, NRPS, siderefor, lantibiyotik ve terpen
gibi 29 farkli biyosentez yolag ile iliskili genlere sahip oldugu bildirilmistir (Custodio ve
ark. 2014).

Farkli mikroorganizmlara ait, toplamda 79 farklit NRPS ve PKS gen kiimesine ait
DNA diziliminin ‘NP.searcher’ biyoinformatik programinda analiz edilmesi sonucunda
yaklasik olarak PKS’lerin %60’ 1 NRPS’leri ise %80 basarili sekilde tahmin edilebildigi
goriilmustiir (Li ve ark. 2009)

‘antiSMASH’programinda incelenen 484 gen kiimesi DNA dizimlerinin analiz
edilmesi sonucunda 473’ in (%97,7) dogru sekilde, 468 nin (%96,7)ise birebir dogrulukta
tahmin edildigi rapor edlmistir. Ozellikle NRPS, PKS ve hibrid gen kiimelerinin
(NRPS/PKS) tahmin oraninin %100’e yakin oldugu bildirilmistir (Medema ve ark. 2011).

Salinispora cinsinin iiyeleri tiire 6zgii metabolit sentezi yapmaktadir. Ornegin suan
antitiimor ajan olarak faz I asamasinda bulunan salinosporamide A ‘nin sadece S. tropica
tirli tarafindan sentezlendigi bilinmektedir. Farkli Salinispora genomlarmin ‘NapDOS’
analizleri sonucunda %89-94 oraninda salinosporamide A sentezi ile iliskili 2 farkli KS

domaini S. pacifica CNT-133 genomunda tespit edilmistir. Bu veri hem S. pacifica
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tiirlerinde salinosporamide A biyosentezinin olmas: hem de olasi yeni bir salinosporamide

tiirevinin kesfi acisindan oldukga 6nemlidir (Ziemert ve ark. 2012).

NRPS ve PKS gen kiimelerinin bakteri, arke ve Okaryotlardaki dagilimimin
incelendigi calismada biyoinformatik analizler sonucunda bu 3 alemde toplam 3,339
NRPS-PKS yolagmin bulundugu tespit edilmistir. %89,1 lik oran ile bakteriler, %1,6 ile
Okaryotlar ve son olarak % 0,1 ile arkelerin bu yolaklara sahip oldugu rapor edilmistir
(Wang Hao 2014).

Genom dizilimi bilinen ve farkli jeografik orjinli (Fiji, Hawai, Guam, Bahama) 75
Salinisipora izolatinin ‘NapDOS’ analizleri sonucunda toplamda 2,079 KS, 1,693 C
domaini tespit edilmistir. Bu domainlerin 75’inin yag asidi biyosentezi, 80’inin ise N-
asetiltransferaz olarak yanlis eslesme oldugu rapor edilmistir. Geriye kalan 1,924 (%92,5)
domainin de sekonder metabolizma iligkili KS ve C domain oldugu belirlenmistir. Ayrica
S. pacifica tiiriiniin biyosentez yolak ¢esitliginin S. tropica ve S. arenicola’ ya gore daha
fazla oldugu ‘NapDOS’ analizleriyle ortaya konmustur. Tiim izolatlara ait 124 farkli
yolagin PKS ¢esitliligi incelendiginde salinosporamide, salinilactam, cyclomarin,
cyanosporasides, sporolides, arenimycin, rifamycin, lymphostin, lomaiviticin, enterocin ve

arenicolide disindakilerin tirlinlerinin bilinmedigi goriilmiistiir (Ziemert ve ark. 2014).

Yeni dogal iirlin tarama arastirmalarinda kullanilan yeni yontemlerden biri MS
orjinli glikogenomiktir. Deniz aktinomisetleri Streptomyces sp. SPB74 ve S. arenicola
CNB-527 genomlarinda glikolize dogal {irlin biyosentez gen kiimeleri ve bu gen
kiimelerine dahil spesifik seker biyosentez genleri glikogenomik  ydntemle
taranmugtir. Yapilan taramalar sonucunda Streptomyces sp. SPB74 in antitimor etkili
cinerubin B, diger izolatin ise yeni bir antibiyotik olan arenimycin B’yi sentezledikleri

tespit edilmistir (Kersten ve ark. 2013).

Peptid yapisindaki dogal tiriinler biyolojik aktivitelerinden 6tiirii 6nemli ilag dnciisti
bilesiklerdir. Peptidogenomik peptid yapisindaki lantibiyotik ve NRP kesfi i¢cin kullanilan
yeni yontemlerden biridir. Farkli Streptomyces izolatlarinin organik ekstraktlarinin
MALDI-TOF MS analizleriyle spesifik kiitle fragmentasyon degerleri dogrultusunda

peptidlerin yapisindaki olasi amino asitler tespit edilmistir. Daha sonra ilgili amino asit
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sekans verisi mikroorganizmalarin genomlarinda ‘antiSMASH’ ve ‘NP.searcher’
biyoinformatik programlar ile taranmistir. Bu yontem ile genom dizilimi bilinen 7
Streptomyces izolatindan 9 yeni lantibiyotik, S. hygroscopicus ATCC 53653’den ise

stendomycin gen kiimesi rapor edilmistir (Kersten ve ark. 2011).

Genom dizilimi bilinen daptomycin iireticisi S. roseoporus ile yapilan ¢alismada,
kat1 kiiltiirde S .aurues, S. epidermis patojenlerinin inhibisyon zon boélgesinde, daptomycin
ile iligkisi olmayan bir dizi 863, 877, 891 iyonlart MALDI TOF analizleri tespit edilmistir.
Ilgili ii¢ sinyalin peptid fragmentasyonu sonucuna gore glisin ve alanin aminoasitlerinin
inhibisyona neden olan bilesigin yapisinda oldugu ortaya konulmustur. ‘NP. Searcher’ ve
‘NRPS predictor2’ programlari ile yapilan genom taramalari sonucunda arylomycin A2

peptidinin gen kiimesine ulasilmistir (Liu ve ark. 2011).

Genom dizilimi bilinen Myxococcus xanthus DK1622°nin LC/MS verilerinin
biyoinformatik analizler ile degerlendirilmesi sonucunda myxoprincomide metabolitin

kesfi gerceklestirilmistir (Cortina ve ark. 2012).

MS’de farkli iyonizasyon tekniklerinin gelistirilmesi dogal {irlin arastirmalarinda
uygulanan yontemlere yeni bir boyut kazandirmistir. Nano spray desorption electrospray
ionization (NanoDESI) bu iyonizasyon tekniklerinden biridir. Bu yontemle direk olarak B.
subtilis 3610 kat1 kiiltiiriindeki kolonilerin 6rnek alinarak NanoDESI’de MS/MS analizleri
incelenmistir. Bu verilerin network analizleri sonucunda surfactin, plipastatin, subtilosin
metabolitlerinin 60 saat siiresince zaman bagli olarak konsantrasyonlar1 tespit edilmistir.
Sonug olarak 3 siklik peptidin konsantrasyonun arttigi, ayrica surfactin’in ilk 6,
plipastatin’in 12, subtilosin ise 24 saatlik zaman dilimlerinde sentezlenmeye basladigi
goriilmiistiir. Buna ek olarak glikopeptid sublancin’nin ise 24-36 saatlik zaman
periyodunda {iretildigi ortaya konulmustur. B. subtilis PY79 NRPS ve PKS yolaklar
foksiyonel olmayan B. subtilis 3610 mutanti olup, S. coelicolor A3 ile mikrobiyal
etkilesimleri ayni petri kabinda incelenmistir. Bu etkilesime bagli mikroorganizmalarin
iiretmis olduklar1 sekonder metabolizma kokenli metabolitler tespit edilmeye caligilmistir.
MS analizleri sonucunda S. coelicolor A3’iin B. subtilis PY79 etkilesimine bagli olarak

prodiginine, CDA, actinorhodin, coelichelin, benzer durumda B. subtilis PY79’un ise
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kannibalistik faktorlerden SKF (sporulation killing factor) ve SDF (sporulation delay
factor) sentezledigi tespit edilmistir. Son olarak peptidogenomik yaklasimla Pseudomonas
sp. SH-C52’da yeni bir peptid thanamycin kesfedilmistir (Watrous ve ark. 2012).

Birbirinden farkli filogenetik kokenli patojen, saprofit ve fotosentetik 40
mikroorganizmanin kiiltiir ortaminin, goriintiili MALDI TOF MS ile analizi sonucunda
mikrobiyal orjinli ortalama 11,3 iyon tespit edilmistir. Ayrica her bir aktinomiset tarafindan
rol oynayan koloni iligkili metabolitler oldugu oldugu goriilmiistiir. Kiitle/ylik (m/z) oranmi
incelenen 15 Streptomyces izolatindan 11°nin m/z degeri 1800’nin iizerinde ¢ok sayida
sinyal tespit edilmistir. Bu sinyal araliginin post translasyonel ribozomal peptidlerle iliskili
oldugu goriilmiistiir. Ornegin, bunlardan birinin S. ceolicolor A3’te hava miseli ve
sporolasyon olusumunda etkisi oldugu bilinen tiyoeter lantibiyotik SapB (2027 [M+H])
oldugu rapor edilmistir. Buna ek olarak Staphylococcus aureus ve Beauveria bassianna
patojenlerinden beauvericin (807 [M+Na]), bassianalide (932 [M+Na] ve 6-toksin (3005
[M+H]) metabolitleri tespit edilmistir (Gonzalez ve ark. 2012).

S. tropica CNB-440 organik ekstraktinin biyolojik aktivitesinin test edildigi
calismada, arastirmacilar ekstraktin DNA baglanma affinitesinin yiiksek oldugunu rapor
etmislerdir. Bunun {izerine bu etkiye neden olan metabolitin tespit edilmesi i¢in yapilan
biyoinformatik temelli genom taramalari sonucunda izolatin glikolize PKS-II gen kiimesine
sahip oldugu goriilmiistiir. Bilesigin izolasyon ve yapr aydinlatma g¢aligmalar1 sonucunda

lomaiviticin oldugu rapor edilmistir (Kersten ve ark. 2013).

Firmicutes, actinobacteria, proteobacteria, cyanobacteria gibi farkli filogenetik
gruplara dahil, deniz ve karasal mikroorganizma ekstraklarinin GNPS molekuler network
analizleri sonucunda 58 adet bilinen ve bunlarin farkli kimyasal modifikasyonu olan yeni
metabolitler kesfedilmistir. Carmabin A, tumonoic acid |, barbamide, carmaphycin B ile
birlikte 2 yeni carmaphycin analogu siyanobakteri network analizinde belirlenmistir.
Ayrica Lyngbya sp. ve Schizothrix sp. ekstraktlarindan elde edilen tumonoic acid |
kiimesinde 5 tumonoic acid analogunun varligi bildirilmistir. Fenazin, kinon, lipopeptid vb

farkli dogal triin siniflarina dahil metabolitler ise bakteriyel network analizleriyle tespit
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edilmigtir. Poliketid smifinin yeni antibiyotik iiyesi abyssomicin’in B, C, D, H ve L
analoglarinin ~ Verrucosispora sp. MS100128’de, OH-fenazin, N-metil fenazin,
metoksifenazin, pyocyanin bilesiklerinin ise Pseudomonas aeruginosa tarafindan tiretildigi

network analizleri sonucunda belirlenmistir (Yang ve ark. 2013).

MS ve genomik orjinli verinin yeni dogal iirlinlerin kesfi i¢in analiz edildigi
biyoinformatik programlarin sayisi son bir ka¢ yil i¢cinde artig gostermektedir. Bu amagla
gelistirilen ‘NRPquest’ mikroorganizmalarin genom dizilimi ve organik ekstraktlarindan
elde edilen MS/MS network verisinin birlikte analiz edilmesiyle siklik peptidlerin hizli bir
sekilde tespit edilmesinde kullanilmaktadir. Tiim genom dizilimi bilinen S. roseosporous ve
B. subtilis’in ‘“NRPquest’ analizleri sonucunda daptomycin, arylomycin, plipastin, surfactin

gibi siklik peptidleri tespit edilmistir (Mohimani ve ark. 2014)

Peptidogenomik yaklasimla S. roseoporus ekstraktlarinin GNPS analizleri
sonucunda siklik bir peptid olan stenothricin gen kiimesi karakterize edilmistir (Liu ve ark.
2014).

Siingerler ile simbiyotik etkilesimde bulunan Vibrio harveyi bakterisi ekstraktlarinin
GNPS analizlerinin yapildig1 ¢alismada arastirmacilar oldukga ilging sonuglara ulagmistir.
Vibrio harveyi’ den elde edilen ekstraktlarda daha Once siingerler tarafindan sentezlendigi
bilinen ve antiinflamator etkiye sahip spogosine niikleositlerinin deoksispongosine, 8-okso-
2’-deoksiguanosine, metoksi adenine gibi yeni tiirevleri GNPS analizleriyle tespit edilmistir
(Bertin ve ark. 2015).

Salinispora tiirleri dogal iriin arastirmalarinda kullanilan model deniz
aktinomisetlerindendir. Bu sebepten otiirii 35 farkli Salinispora izolati ekstraktlarinda
GNPS dereplikasyon analizleriyle rifamycin, cyclomarin, staurosporine, saliniketal,
cyanosporaside ve desferrioxamine gibi metabolitler tespit edilmistir. Ayrica GNPS
verilerinin biyoinformatik analizleri ile karsilagtirllmast sonucunda molekiil agirlig
1185,44 olan peptid yapidaki retimycin A metabolitinin biyosentez gen kiimesine
ulagilmistir (Duncan ve ark. 2015).
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Hastaliklarin tedavisinde, dogal {iriin kesfinin yani1 sira yeni hiicresel ilag
hedeflerinin kesfi ve molekiiler diizeyde hedef ligand etkilesimlerinin belirlenmesi de
olduk¢a dnemlidir. Ozellikle direngli mikroorganizma gelisimini inhibe etmek igin yeni ilag
hedeflerine gereksinim duyulmaktadir. MRSA direngliliginde rol oynayan karetenoid
yapisindaki staphyloxanthin bilesiginin sentezindeki dehidrosqualen sentaz (CrtM) enzimi,
M. tuberculosis’te biotin sentezinden sorumlu amino transferaz ve son olarak E. coli 0157’
de agilhidrazin baglanma protein son donemde tespit edilen yeni ila¢ hedefleridir (Park ve
ark. 2015).

Arastirmacilarca 18 fosfonoasetoamid bilesik tiirevinin CrtM inhibisyonu etkilerinin
incelendigi ¢alismada, 4-6 nolu diphenyl ether phosphoacetoamide yapisindaki bilesiklerin
30-70 nM Ki degerleriyle potent enzim inhibiyonuna neden oldugu tespit edilmistir.
Ozellikle 5 nolu tiirevin 8 nM ICsp potent etkisiyle CrtM inhibisyonuna sebep olarak
staphyloxanthin sentezini inhibe ettigi gozlenmistir. Yapilan yapi aktivite calismalari
sonucunda (Sturucture Activity Relationship-SAR) CH; grubunun kisalmasi ve difenil eter
grubunun bifenil olarak degistirimesiyle aktivite azalma goriilmiistiir. Ayrica fosfat
grubunun siilfat veya karboksilik asit gruplariyla ile degistirilmesi sonucunda enzim
inhibisyonunda onceki modifikasyonlarda oldugu gibi azalma rapor edilmistir. Bununda
enzimin aktif merkezindeki Arg®, GIn'® ve Asn'® amino asitler ile ligand arasindaki

hidrojen bag: etkilesiminin azalmasindan kaynaklandig: bildirilmistir. (Song ve ark. 2009).

Lapaquistat ve squalestatin squalene sentaz inhibisyonuna sebep olan bilinen
kolesterol diisiiriicli ajanlardir. Her iki metabolitin farkli tiirevlerinin CrtM inhibisyon etkisi
bilgisayar hesaplamali kimya yontemi molekiiler docking analizi ile arastirilmistir. Bunun
sonucunda His'®, Arg® , Asp*, Asp®, Tyr'?®, GIn'®®, Asn'®® ve Asp'’®> amino asitlerinin
inhibitdr etkisine sahip ligantlar ile hidrojen bagi acisindan 6nemli oldugu goézlenmistir.
Ayrica tiim ligantlarin docking sonuglarimin 215-150 kcal/mol arasinda degistigi rapor

edilmistir (Sharma ve ark. 2010).

2012 yilinda yapilan bir ¢alismada 5 farkli tetrangomycin tiirevi dogal iriiniin

staphyloxanthin biyosentez inhibisyon etkisi aragtirilmistir. Arastirma sonucunda en iyi

43



2. KAYNAK OZETLERI

etkinin 6-4,4 1Csyp (ug/ml) degerleriyle sirasiyla 6-deoksi-8-O-metilrabelomycin ve
tetrangomycin ile elde edildigi ettigi gozlenmistir (Sakai ve ark. 2012).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

3.1.1. Biyolojik Materyal
3.1.1.1. Streptomyces izolatlar

Ayas-Beypazart (Ankara) civarinda Aethionema dumanii, Salvia aytachii ve
Achillea ketenoglui endemik bitkilerinin, kok c¢evresi topraklarindan izole edilen ve
molekiiler teshisleri yapilmis olan 65 karasal aktinomiset izolat kullanildi (Cizelge 3.1.)
(Y1lmaz ve ark. 2008).

Cizelge 3.1. Karasal Streptomyces izolatlar1 ve genbankas1 (www.ncbi.nlm.nih.gov) erisim numaralari

izolat Genbankasi No izolat Genbankasi No
S. sp.AA50 EF491614.1 S. sp.AR17 EF491604.1

S. sp.AA53 EF491616.1 S. sp.AR24 EF491605.1

S. sp.AA58 EF491617.1 S. sp.AS25 EF491606.1

S. sp.AA59 EF491618.1 S. sp.AS28 Heniiz sunulmad1
S. sp.AAH61 EF491619.1 S. sp.AS29 EF491607.1

S. sp.AAH63 EF491620.1 S. sp.AS31 EF491608.1

S. sp.AAH66 EF491621.1 S. sp.AS34 EF491609.1

S. sp.AAH67 EF491622.1 S. sp.AS36 Heniiz sunulmad1
S. sp.AAH68 EF491623.1 S. sp.AS37 EF491610.1

S. sp.AR2 EF491601.1 S. sp.AS40 EF491611.1

S. sp.AR3 EF491602.1 S. sp.AS41 EF491612.1

S. sp.AR4 Heniiz sunulmadi S. sp.ASH47 EF491615.1

S. sp.AR6 Heniiz sunulmadi S. sp.BA1 EF494202.1

S. sp.AR9 Heniiz sunulmadi S. sp.BA2 EF494203.1

S. sp.AR12 EF491603.1 S. sp.BA3 EF494204.1
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Cizelge 3.1. Karasal Streptomyces izolatlar1 ve genbankasi (www.ncbi.nlm.nih.gov) erigim numaralar
(devami)

izolat Genbankasi No izolat Genbankas1 No
S. sp.BAS EF494205.1 S. sp.CA12 Heniiz sunulmadi
S. sp.BAl11 EF494206.1 S.sp.CA13 EF494220.1

S. sp.BA12 Heniiz sunulmadi S.sp.CA14 EF494221.1

S. sp.BA14 Heniiz sunulmadi S. sp.CA16 EF494222.1

S. sp.BAH20 EF494208.1 S. sp.CA17 EF494223.1

S. sp.BAH26 EF494209.1 S.sp.CA18 EF494224.1

S. sp.BAH28 EF494210.1 S. sp.CA19 EF494225.1

S. sp.BAH46 Heniiz sunulmadi S. sp.CA21 EF494226.1

S. sp.BR57 EF494217.1 S. sp.CA24 EF494227.1

S. sp.BS29 Heniiz sunulmadi S. sp.CA28 EF494228.1

S. sp.BS32 Heniiz sunulmadi S. sp.CAH29 EF494229.1

S. sp.BS33 EF494211.1 S. sp.CAH33 EF494230.1

S. sp.BS39 EF494212.1 S. sp.CS38 EF494232.1

S. sp.BS40 EF494213.1 S.sp.Cs41 EF494233.1

S. sp.BS44 EF494214.1 S. sp.CS42 Heniiz sunulmadi
S. sp.BSH50 EF494216.1 S. sp.CS43 EF494234.1

S. sp.CA3 EF494218.1 S.sp.CS44 EF494235.1
S.sp.CAll EF494219.1

3.1.1.2. Salinispora Izolatlar

Cizelge 3.2’de gorildiighi tizere farkli tropik ve subtropik okyanus sediment
orneklerinden (10-1000 m) izole edilen ve genom dizilimleri bilinen otuz adet deniz

aktinomiset izolat1 genom tarama ¢alismalarinda kullanildi (Jensen ve ark. 2005).

46



Siileyman OZAKIN

Cizelge 3.2. Farkli cografik bolgelerden izole edilen Salinispora izolatlari

izolat Genom Erisim Numarasi Genom Lokasyon
(www.img.jgi.doe.gov) Boyutu/be

S. pacifica CNS801 2561511036 4969155 Fiji
S. pacifica CNY703 2563366517 5393461 Madeira
S. pacifica CNS860 2518285563 5357469 Fiji
S. pacifica CNR909 2561511038 5455852 Palau
S. pacifica CNY666 2563366532 5726457 Madeira
S. pacifica CNY239 2524614561 5368602 Fiji
S. pacifica CNT796 2515154182 5073739 Hawaii
S. pacifica CNT603 2515154185 5395536 Fiji
S. pacifica CNT124 2517572159 5164130 Fiji
S. pacifica CNQ768 2517572155 5480836 Guam
S. pacifica CNT851 2517572162 5263032 Hawaii
S. arenicola CNR107 2519103194 5767406 Guam
S. arenicola CNY011 2517572153 5722126 Bahama
S. arenicola CNY230 2561511115 6066259 Fiji
S. arenicola CNR425 2528311033 5705881 Guam
S. arenicola CNY256 2518285559 5781119 Fiji
S. arenicola CNS820 2565956528 5606043 Fiji
S. arenicola CNS299 2524614529 5746562 Palu
S. arenicola CNT800 2515154088 5526283 Hawaii
S. arenicola CNS673 2519103185 5875699 Fiji
S. arenicola CNH877 2519103192 5795920 Bahama
S. arenicola CNH963 2524023246 5440051 Cortez Denizi
S. pacifica CNQ768 2517572155 5480836 Guam
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Cizelge 3.2. Farkli cografik bolgelerden izole edilen Salinispora izolatlar1 (devami)

izolat Genom Erisim Numarasi Genom Lokasyon
(www.img.jgi.doe.gov) Boyutu/bg

S. arenicola CNY679 2561511113 5760922 Yucatan

S. arenicola CNS325 2571042009 5577349 Palau

S. arenicola CNT798 2515154186 5657349 Hawaii

S. arenicola CNH643 2561511037 5610201 Bahama

S. arenicola CNT850 2515154135 5621922 Hawaii

S. arenicola CNH962 2519103193 5434989 Cortez Denizi
S. arenicola CNT799 2526164509 5621489 Hawaii

S. tropica CNT250 2540341193 5170212 Bahama

3.1.1.3. Antimikrobiyal Aktivite Test Organizmalari

Disk difiizyon yontemiyle antimikrobiyal etkinin arastirilmasinda Escherichia coli
(ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Streptococcus pyogenes (ATCC
19615), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) ve Candida albicans (ATCC 10231) test
organizmalari kullanildi. Ayrica hastane izolatlart MRS, vancomycin direngli Enterococcus

(VRE) ve Candida albicans patojenleri Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi’den temin edildi.

Mikroorganizmalarin antibiyotik direncgliligini ortaya koymak i¢in kullanilan
antibiyotik diskleri imipenem (10 pg/disk), ofloxacin (5 pg/disk), netilmicin (30 pg/disk),
amoxycillin/clavulanic acid (30 pg/disk) kullanildi  (Oxoid).  Transformasyon

calismalarinda alic1 hiicre olarak E. coli DH5a kullanilda.
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3.1.2. Kullanilan Cozeltiler
3.1.2.1. Tris-HCI Siikroz EDTA (TSE)

Total hacim 50 ml olacak sekilde 100 mM Tris-HCI’den 12,5 ml, 100 mM
EDTA’dan 12,5 ml ve 3 M siikrozdan 7,5 ml alinip karistirildi ve final hacim saf su ile 50
ml’ye tamamland1 (Merck).

3.1.2.2. Tris-baz Asetik Asit EDTA (TAE, 50x)

Final hacmi 1 L saf su igerisinde ¢Oziilmiis 242 g tris-baz ile yine saf su ile
hazirlanmis 0,4 M EDTA pH 8’e ayarlanarak karistirildi. Olusan karisima 57,1 ml Asetik
asit ilave edildi ve hacim saf su ile 1 L’ye tamamland1 (Merck).

3.1.3. Kullanilan Besiyerleri

Tryptik Soya Besiyeri

30 g Triptik Soya Broth (TSB, Oxoid) tartilip saf su ile 1 L’ye tamamlanarak steril
edildi.

Maya Oziitii-Malt Oziitii Besiyeri (YEME)

3 g maya 0ziitli, 3 g malt oziitli, 5 g pepton (Bacto, Oxoid), 10 g glukoz, 340 g
siikroz (Merck) tartilarak saf su ile 1 L’ye tamamlandi. Sterilizasyon sonrast 1 L YEME
besiyerine filtre (Sartorious 0,2 um) ile steril edilmis 2,5 M MgCl,. 6 H,O’dan 2 ml ve %
20’lik glisinden (Sigma) 25 ml eklendi.

M2 Agar

10 g malt 6ziitii (Merck), 4 g maya 6ziitii (Oxoid), 3 g glukoz (Merck), 15 g agar
(Fluka) tartilarak ¢esme suyu ile 1 L’ye tamamlanip (pH 7,8) steril edildi.

Luria Broth (LB) Besiyeri

10 g tripton (Difco), 5 g maya oziitii (Oxoid),5 g NaCl (Merck) tartilarak saf su ile 1

L’ye tamamlanip steril edildi.
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Benett’s Glukoz Besiyeri

1 g maya oziitii (Oxoid), 1 g et 6ziitii (Merck), 2 g kazeinin (Difco) tartilarak saf su

ile 1 L’ye tamamlanip steril edildi.

Ayri olarak steril edilen glukoz (Merck), final konsantrasyonu 10 g/L olacak sekilde
besiyerine eklendi.

Nutrient Broth Agar (NA) Besiyeri

8 g nutrient broth (Merck), 15 g agar (Merck) tartilarak saf su ile 1 L’ye tamamlanip
steril edildi.

Sabourand Dextrose Agar (SDA)

65 g Sabouraud %4 Dextrose Agar (Merck) tartilarak saf su ile 1 L’ye tamamlanip
steril edildi.

Sabourand Dextrose Broth (SDB)

30 g Sabouraud %2 Dextrose Broth (Merck) tartilarak saf su ile 1 L’ye tamamlanip
steril edildi.

Ampicillinli Luria Broth (LB) Besiyeri

10 g tripton (Difco), 5 g maya 6ziitii (Oxoid), 5 g NaCl (Merck) tartilarak saf su ile
1 L’ye tamamlanip steril edildi. Sterilizasyon sonrasinda besiyerine final konsantrasyonu

100 pg/ml olacak sekilde streril ampicillin eklendi.
Al Besiyeri

10 g nisasta (Affymetrix) 4 g maya oziitii (Affymetrix), 2 g pepton (Fisher) ve 22 g
okyanus tuz oziitii (Fisher) tartilarak saf su ile 1 L’ye tamamlandi (pH 6,5).

Al Kati Besiyeri

10 g nisasta (Affymetrix) 4 g maya 6ziitii (Affymetrix) 2 g pepton (Fisher), 22 g
okyanus tuz Oziitii (Fisher) ve 15 g/L agar (Affymetrix) tartilarak saf su ile 1 L’ye
tamamlandi (pH 6,5).
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A1M1 Besiyeri

5 g nisasta (Affymetrix) 2 g maya Oziitii (Affymetrix) 2 g pepton (Fisher) ve 22 g
okyanus tuz oziitii (Fisher) tartilarak saf su ile 1 L’ye tamamlandi (pH 6,5).

3.1.4. DNA izolasyonu I¢in Kullanilan Kimyasal Maddeler

Maltoz (Sigma), siikroz (Merck), Tris-HCI (Merck), sodyum asetat (Merck),
sodyum dosesil siilfat (SDS, Merck) ve EDTA (AppliChem) kimyasallar1 kullanildi. Fenol-
kloroform-izoamilalkol (25:24:1) Sigma-Aldrich’den, izoamilalkol, kloroform Sial’den, etil

alkol Riedel de Haén’den temin edildi.

3.1.5. Agaroz Jel Elektroforezi i¢in Kullanilan Kimyasal Maddeler

Tris-asetik asit-EDTA tamponu (stok, TAE 50X), Agaroz jel icin agaroz
AppliChem’den, etidyum bromiir Sigma’dan, brom fenol blue (BFB) Fermentase’dan,
molekiiler agirlik markorii Roche (DNA Molecular Weight Marker X 0,07-12,2 kbg)’dan
temin edildi (Sekil 3.1.).

L1 R

|
l

517/506

— 398
244

~~— 208

220/201

154/134

Sekil 3.1. Calismalarda kullanilan DNA markorii.

3.1.6. Kullanilan Enzimler

Taq polimeraz (Fermentase ve Roche), RNaz (Fermentase) ve Lizozim (Fluka)

enzimleri kullanildi.
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3.1.7. Polimerizasyon Zincir Reaksiyonu (PCR) icin Gerekli Kimyasallar

NRPS geninin A domaininin ve PKS-I geninin KS domaininin amplifikasyonu i¢in
fontek firmasindan temin edilen, ileri A3F (5°-GCSTACSYSATSTACACSTCSGG-3")
geri ATR (5’-SASGTCVCCSGTSCGGTAS-3’); ileri K1F (5-
TSAAGTCSAACATCGGBCA-3’), geri M6R (5’-CGCAGGTTSCSGTACCAGTA-3’)
primerler giftleri kullanildi (S=G/C, Y=C/T, V=G/A/C, B=G/T/C) (Ayuso-Sacido ve
Genilloud 2005).

Primerler disinda reaksiyon icin gerekli olan Taq polimeraz, PCR tamponu
deoksiniikleotittrifosfatlar, MgCl, ve GC tamponu igeren Fast Start Tag DNA polimeraz
Kit (Roche) ve Fermentase PCR Kit kullanildi.

3.1.8. Jelden DNA’nin Geri Kazamilmasi i¢in Kullanilan Malzemeler

PCR iiriinlerinin jelden geri kazanilmasi igin ticari olarak temin edilen ekstraksiyon
kitleri kullanild1 (GeneMark ve Qiagen).

3.1.9. Kompetent Hiicrelerin Hazirlanmasi i¢cin Kullanilan Malzemeler

10 mM ile 75 mM’lik kalsiyum kloriir ¢ozeltileri ve %50’lik gliserol hazirlanip
+4°C’de saklandu.

3.1.10. Ligasyon I¢in Kullanilan Malzemeler

Ligasyon icin, igerisinde ligasyon tamponu, pGEM-T vektér, DNA ligaz bulunan
PGEM-T klonlama kiti (Promega) kullanildi (Sekil 3.2.).

Xmnl 1994
Scal Nael
1875 2692
f1 ori 7l 1
Apal 14
Aatll 20
‘ Sphl 06
Amp BstZl 31
PGEM®-T lacZ Neol 37
Vector T Sacll 46
I
(3000bp)
Spel 55
Notl 62
BstZl 62
Pstl 73
Sall 75
Nde! a2
Sacl 94
or BstXI 103
Nsi 12
126
Tspe

Sekil 3.2. pGEM-T vektor haritasi
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3.1.11. Transformasyon ve Rekombinant Secimi I¢in Kullanilan Kimyasallar

100 mg X-Gal (Roche) (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactoside)/2 ml N-N-
Dimetilformamid (Merck) olacak sekilde hazirlanip -20°C’de saklandi.

Stok ¢o6zelti 100 mM olacak sekilde 23.83 mg IPTG (Roche) (Isopropyl-B-D-
thiogalactoside) 1 ml suda ¢oziilerek filtre (Sartorious 0.2 pum) yoluyla steril edilip -
20°C’de saklandi.

Ampicillin (Roche); 100 mg/ml olacak sekilde saf suyla hazirlanip filtre (Sartorious
0,2 um) ile steril edildi.

3.1.12. Plazmid izolasyonu i¢in Kullamilan Kimyasallar

Ticari olarak temin edilen plazmid izolasyon kitleri kullamildi (GeneMark,
Invitrogen, Roche).

3.1.13. Restriksiyon enzimleri

EcoRI (10U/ul), Pstl (10U/ul) ve Mval (10U/ul) enzimleri Roche firmasindan
temin edildi.

3.1.14. Dogal Uriin Saflastirmada Kullanilan Malzemeler

Metanol, diklorometan, etilasetat, kloroform, hekzan, etanol ¢oziiciileri ve NaySO4
Sigma Aldrich firmasindan temin edildi. TLC deneylerinde 20x20 cm (Merck) tabakalar
kullanildi. Kolon dolgu maddesi olarak silika jel 60 (0,015-0,040 mm) (Merck) kullanilda.

3.1.15. DPPH Radikali Sondiirme Aktivitesinde Kullanilan Kimyasallar

1,1-difenil-2-pikril-hidrazil (DPPH), biitillenmis hidroksitoluen (BHT), biitillenmis
hidroksianisol (BHA) (Sigma), etanol (Sigma aldrich).

3.1.16. LC/MS Analizlerinde Kullanilan Kimyasallar

Metanol, asetonitril, su (Merck HPLC grade), etilasetat, asetik asit (Merck), 0,45
um filtre (Sartorious), Na;SO,4 (Merck).
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Ayrica tim LC/MS analizlerinde Agilent Extend-C18 RP UPLC (2.1x100 mm, 1.8
um) Kinetix kolon kullanildi.

3.1.17. Sitotoksisite Testinde Kullanilan Kimyasallar

WST-l  (4-(3-(4-iyodofenil)-2-(4-nitrofenil)-2H-5-tetrazolio)-1,3-benzendisiilfnat
(Sigma), dimetilsiilfooksit (DMSO) (Merck), LNCaP and A549 tiimorlii hiicre kiiltiirleri
kullanilda.

3.1.18. Kullanilan Cihazlar

Otoklav (Hirayama), Jel Goriintiileyici (UVP Dual Intensity Transiluminator), UV
Lambasi1 (Camag), Evaporatdr (Heidolph), Liyolifizatér (Christ Alpha), PCR Cihazi
(Ependorf), Elektroforez (Scie-Plas), Hassas Tarti (GEC Avery), pH Metre (Mettler
MP220),Etiiv (Heraeus), Sterilizatér (Heraeus ), Derin Dondurucu (Ugur), HPTLC Cihazi
(Camag Linomat, Camag Scanner Il1), Jel Goriintiileme Cihaz1 (Bio-Rad), Laminar Kabin
(Telstar AV 100), Orbital Calkalayict (Zhicheng ZHWY-200B), Mini Santrifiij (E.S-6 ),
Magnetik Karistirict (Stuart), Spektrofotometre (Varian), Vorteks (VWR), Gii¢ kaynagi
(Bio-Rad), +4 °C mini buzdolab1 (Sanyo), 28 °C etiiv (Velp Scientifica FTC 90 1), Su
banyosu (Grant LTD 66), Isitict (Heildoph), pH Metre (Mettler MP220), Agilent 6530
Accurate- Mass Q-TOF LC/MS ve NMR 400 MHz ve 500 MHz (Bruker).

3.2. METOT

3.2.1. Organizmalarn Uretilmesi

Daha 6nce grubumuz tarafindan izolasyonlar1 ve teshisleri yapilmis olan karasal
aktinomisetler gliserollii stoklarindan alinarak M2 Agar’da 28°C’de 5 giin siireyle etiivde
iiretildi. Boylelikle taze kiiltiirii hazirlanan bakteriler kromozomal DNA izolasyonlar1 igin

TSB ve TSB-YEME sivi1 besiyerlerinde tiremeye birakildi.

Deniz aktinomisetleri de benzer sekilde gliserollii stoklarindan alinarak A1 Agar’da

28°C°de 7-14 giin siireyle iiremeye birakildi.
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3.2.2. Kromozomal DNA izolasyonu

Streptomyces izolatlar1 %0,5 maltoz eklenmis TSB besiyerinde orbital ¢alkalamali
inkiibatorde (230 rpm) 28 °C’de 48 saat liretildi. TSB’li besiyerinde iireyen kiiltiiriin 2 ml’si
2:3 oraninda TSB-YEME igeren 50 ml sivi besiyerine aktarilip orbital calkalamali
inkiibatorde 28 °C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyon siiresi sonunda 1,5 ml’lik
ependorf tiiplere kiiltlir 6rnegi alinip, mikrofiijde 2 dakika maksimum rpm’de santrifiijlendi.
Pelet kism1 izolasyon icin kullanildi. Pelet iki kez %10,3 siikroz ¢ozeltisi ile yikandiktan
sonra 6 mg/ml lizozim ve 75 pg/ml RNaz iceren 500 pl TSE tamponunda ¢oziildii. 37 °C’de
45 dakika inkiibasyondan sonra, 300 pl %2 SDS eklenerek 20 saniye vortekslendi. ilk
olarak fenol:kloroform:izoamiloalkol (25:24:1) ve sonrasinda da kloroform:izoamiloalkol
(24:1) 1ile ekstraksiyon yapildi. Ekstraksiyon sonrasi 10 dakika maksimum rpm’de
santrifiijleme ile supernatant kismi alindi. Ust faz temizleninceye kadar ekstraksiyona
devam edildi. Sonug olarak temiz iist faz alinarak 3M sodyum asetat (pH 5,2), ve mutlak
etanol eklenmesiyle DNA’nim ¢okmesi igin -20 °C’de 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon
sliresi sonunda maksimum rpm’de 15 dk. santriijlendi. Siipernatant dikkatli bir sekilde
alindiktan sonra peletin iizerine %70 etil alkol ilave edildi. Pelet ¢oziildiikten sonra 10 dk.
maksimum rpm’de santrifiijlendi. Siipernatant dikkatlice dokiildiikten sonra pelet etiivde 37
°C’de kurutuldu. Kromozomal DNA’nin tamamen ¢oziilmesi igin pelete uygun miktarda

saf su eklenerek 37 °C’de bir gece inkiibe edildi.

Genomik DNA izolasyonu igin ayn1 zamanda Roche’un genomik DNA izolasyon
kiti kullanildi.

3.2.3. Streptomyces Izolatlarimn NRPS Geninin A Domainin Amplifikasyonu

A3F ve AT7R primerleri yardimiyla NRPS genlerinin adenilasyon domaini
cogaltild1. Primerlerin secildigi bolgeye gore beklenen amplikonun uzunlugu yaklasik 700
baz cifti (b¢) uzunlugundadir (Sekil 3.3.). Standart PCR kosullar1 asagida sunulmustur
(Cizelge 3.2.). Uriin eldesi icin yapilan optimizasyonlar sonuglar boliimiinde fotograflarla

beraber verilmistir.
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Adenilasyon

LT T 0 T011111

AT A2 A3 A4 A5 A6 ATAB A9 AlD

—.. ‘_
700 be
AJF ATR

Sekil 3.3. NRPS genlerine ait A domaininde primerlerin lokalizasyonu (Ayuso-Sacido 2005)

Cizelge 3.3. Fast Start Taq DNA polymerase Kit (Roche) kullanilarak yapilan PCR reaksiyonun kosullari

Kromozomal DNA 100 ng
Her bir primer 0.4 uM
Niikleotid mix 0.2 uM
Taqg polimeraz 1 U Taq 95°C 30 sn
Tampon %10 59°C 2 dk
GC tamponu %10 72°C 4 dk
MgCl; (Gerekli oldugunda, stok 25 mM)

Final hacim 50 puL

95°C 5 dk—Baslangi¢ denatiirasyonu, 1 dongii.

35 dongii uygulandi.

72°C 10 dk —Final polimerizasyon, 1 déngii.

3.2.4. Streptomyces Izolatlarimn PKS-1 Geninin KS Domainin Amplifikasyonu

K1F ve MG6R primerlerinin yardimiyla PKS-l genlerinin ketosentaz domaini
cogaltildi. Primerlerin secildigi bolgeye gore beklenen amplikonun uzunlugu yaklasik
1200-1400 bg¢ uzunlugundadir (Sekil 3.4.). Standart PCR kosullar1 asagida sunulmustur
(Cizelge 3.3.). Uriin eldesi igin yapilan optimizasyonlar sonuglar béliimiinde fotograflarla

beraber verilmistir.

Ketozentaz Wetil-malonil Cod transferaz

LTI T 17
Q]I 063 SS‘Z R]l'.l' HZD] QESHVZSS

+__.
1200-1400 b
KIF ¢ M6R

e !
%

Sekil 3.4. PKS-I genlerine ait KS domainlerde primerlerin lokalizasyonu (Ayuso-Sacido 2005).
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Cizelge 3.4. Fast Start Tag DNA polymerase Kit (Roche) kullanilarak yapilan PCR reaksiyonun kosullart

Kromozomal DNA 100 ng
Her bir primer 0.4 uM
Niikleotid mix 0.2 uM
Taq polimeraz 1 U Taq o
Tampon %10 950C 30 sn L

GC tamponu %10 550C 2dk 35 dongii uyguland.
MgCl, (Gerekli oldugunda, stok 25 mM) 72°C 4 dk

Final hacim 50 puL

95°C 5 dk—Baslangic denatiirasyonu, 1 dongii.

72°C 10 dk —Final polimerizasyon, 1 dongii.

3.2.5. Agaroz Jel Elektroforezi

Kromozomal DNA tespiti i¢in %0,8’lik, PCR iirlinlerinin ve rekombinant
plazmitlerin goriintiilenmesi amaciyla ise %1°lik agaroz jel hazirlandi. 1X TAE tamponu
icerisinde ¢oziinen agaroz jele final konsantrasyonu 0,5 pg/ml olacak sekilde etidyum
bromiir ¢ozeltisinden eklendi. DNA’lar fenol mavisi ile kuyucuklara yiiklendi. Daha sonra

giic kaynagindan 90 voltluk akim verilerek 45 dk yiirimeye birakildi.
3.2.6. Jelden PCR Uriinlerinin Geri Kazamilmasi

Yukarida bahsedilen amplikon uzunluklar1 g6z 6niinde bulundurularak, elde edilen

piitatif PCR driinleri jelden kesilerek ekstrakte edildi.

3.2.7. E. coli DH5-0 Kompetent Hiicrelerin Hazirlamisi

LB agar’dan alinan E. coli DH5-a hiicrelerinin 10 ml LB igeren sivi besiyerine
ekimi yapilip orbital ¢alkalamali inkiibatorde bir gece 37 °C sicaklikta 250 rpm’de iiretildi.
LB besiyerinde iireyen kiiltiiriin 1 ml’si 50 mI’lik LB s1v1 besiyerine aktarilip optik dansite
(OD) 0,45 oluncaya kadar orbital ¢alkalamali inkiibatérde 37 °C sicaklikta 250 rpm’de
inkiibasyona biakild1. inkiibasyon siiresi sonunda sivi1 kiiltiir, 20 ml’lik santrifiij tiiplerine
aktarilarak 10 dakika buzda bekletildi. Bu siire sonunda 4 °C’de santrifiijde 4000 rpm’de 10
dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 iist sivi uzaklagtirildi. Pelete 5 ml 10 mM’lik CaCl,
eklenerek homojen olacak sekilde c¢oziinmesi saglandi. Daha sonra 4°C sicakliktaki
santrifiijde 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi list s1vi uzaklastirildi.

Pellete 2 ml 75 mM’lik CaCl; eklenerek homojen olacak sekilde ¢oziinmesi saglandi. Bu
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islem sonunda 192 pl ¢oziinen bakteri drnegi, 108 pl %50°lik gliserol ile karistirilarak -20
°C’de saklandi. Biitiin bu islemler buzda gerceklestirildi.

3.2.8. PCR Uriinlerinin Ligasyonu

Ligasyon i¢in kullanilan pGEM-T klonlama Kiti igin iireticinin Onerdigi standart
kosullarda ligasyon yapildi. Daha fazla {irlin eldesi igin ligasyon reaksiyonu 16°C’de bir

gece inkiibasyona birakildi.

3.2.9. Ligasyon Uriinlerinin Transformasyonu ve Rekombinant Kolonilerin

Secimi

-20 °C’de tutulan kompetent hiicreler buza alindi. 300 ul E .coli DH5-a. kompetent
hiicrelerine 10 pl ligasyon {irlinleri eklenerek yarim saat buz igerisinde bekletildi. Daha
sonra 70 saniye 42 °C sicakliktaki su banyosunda bekletildi. Sonraki siiregte hiicreler hizli
bir sekilde buza alinip buzda 5 dakika bekletildi. Bu siire sonunda her bir tiipe 1 ml LB
eklenip 37 °C sicaklikta 150 rpm’de 2 saat inkiibasyona birakildi. Ampicillin (100 pg/ml)
iceren LB kati besiyerine 30 pl X-Gal, 100 pl IPTG eklenerek besiyerinin her tarafina
homojen bir sekilde yayildi. Inkiibasyon siiresi sonunda her besiyerine yaklagik 300 pl
gelecek sekilde hiicrelerin yayilmasi saglanarak etiivde 37 °C’de bir gece boyunca
bekletildi.

3.2.10. Plazmid izolasyonu

Ampisiline direngli beyaz renkli piitatif rekombinant koloniler 100 pg/ml ampisilin
iceren LB’ye aktarilarak orbital calkalamali inkiibatorde 37°C 230 rpm’de bir gece boyunca
iiretildi. Hiicre kiiltiirli maksimum rpm’de 2 dakika santrifiij edilerek {ist sivi uzaklastirildi.

Plazmit izolasyon kitleri kullanilarak izolasyon yapildi.

3.2.11. Plazmidlerin Restriksiyon Enzimleri ile Kesilerek DNA Dizi Analizi

Oncesinde Gruplandirilmasi

PKS-I genlerine ait KS domainleri 1200 b¢ veya daha iizerinde oldugu i¢in en az iki

dizileme reaksiyonu ile tiim dizilim ortaya g¢ikarilabilmektedir. Dizileme maliyetini
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diistirmek ve ayni klonlarin miikerrer sekanslarini 6nlemek amaciyla, mini kiitiiphanelerden
secilen klonlar restriksiyon enzimleri ile kesilerek gruplandirma yapildi. Fragment profili
ayni olan klonlardan temsili klonlar secilerek DNA dizi analizi yaptirildi. Kullanilan
enzimlerin ve enzim kesim profillerinin, klonlar1 sekansa tabi tutmadan gruplandirma
yapmak igin ayirt edici oldugu goriildii. Gruplandirmada Mval, Pstl ve EcoRI enzimleri
kullanildi. Reaksiyon i¢in 100 ng plazmit 1 U enzim ile 2 saat 37 °C’ de inkiibasyona
birakildi.

3.2.12. DNA Dizi Analizi

Izole edilen rekombinant plazmitler igerdikleri ilgili gen fragmentine goére Sanger
dideoksi yontemi ile gen dizi analizine tabi tutuldu. Dizi analizleri lontek (Istanbul/Turkey)

ve Macrogen Europe (Netherlands)’da yaptirildi.

3.2.13. Biyoinformatik Incelemeler

NRPS ve PKS-I gen kiimelerinin amplifiye edilen ilgili domainlerinin dizilimleri
NCBI web sayfasinda (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/), BLASTN ve BLASTX
programlarinda incelenerek benzer klonlar ayni gruplarda toplandi. Bu klonlarin
GenBank’ta bulunan sekanslar ile benzerlikleri tespit edildi. DNA dizilimlerinin montaji
(assembling) icin ‘DNA Dragon’ programi kullanildi. Filogenetik aga¢ ¢iziminde
‘ClustalW’ programi1 kullanilirken, NRPS A domainlerinin substrat olarak taniyip
katalizledigi amino asitler ‘“NRPSpredictor2’ programi kulanilarak analiz edildi (Rausch ve
ark. 2005, Rottig ve ark. 2011).

3.2.14. Streptomyces sp. CAH29’un Uretilmesi ve Dogal Uriinlerinin
Ekstraksiyonu

Streptomyces sp. CAH29 kiiltiir ortamina salgiladig1 biyoaktif bilesiklerin taranmasi
amaciyla; Bennett’s Glukoz besiyerinde iiretildi. M2 kati1 besiyerinden alinan koloniler
igerisinde 50 ml s1v1 besiyeri bulunan 250 ml’lik erlenlere 6n inkiibasyon i¢in aktarildi. 28
°C’de 230 rpm’de 72 saat liretimden sonra 150 ml besiyeri igeren 500 ml’lik erlenlere 1,5

ml inokiilasyon yapildi ve 72 saat inkiibasyona birakildi.
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Inkiibasyondan sonar, miseller ve siipernatanti ayirmak icin kiiltiir filtre edildi.
Filtrasyon sonrasinda siipernatant sivi azotla ile dondurularak liyofilize edildi. Liyofilizat
etil asetat ile 1:1 oraninda ekstraksiyona tabi tutuldu. Ekstrakt Na,SO, ile kurutulmus ve
tam anlamiyla kuru ham ekstrakt elde edilene kadar evaporatorde islem yapilmistir.

Islemlerin akis semas1 Sekil 3.5.’te gosterilmistir.

3.2.15. Kolon Kromatografisi ile Biyoaktif Bilesigin Saflastirilmasi

Genis spektrumda antimikrobiyal aktiviteye sahip spotta bulunan bilesiklerin
saflastirilmasi igin silika dolgu maddeli kolon kromatografisi galismalar1 yapildi. Sekil
3.5.’te goriildigi iizere ham ekstrakt, yapilan ilk kolon kromatogafisinde Hexan/EtOAc
¢oziicii sisteminin kullanilmast ile 6 farkl: fraksiyonda toplandi. Ilgilenilen biyoaktif bilesik

veya bilesikleri iceren F4 fraksiyonu ikinci bir kolona uygulanda.

Benett’s Glukoz Sivi Kiiltiir 2L

v

Filtrasyon
| Misel | | Filtrat |
" Liyofilizasyon
| Livofiliza |
Ekstraksiyon EtOAc/Liyofilizat
1:1
4
| Su fazi1 | | Ekstrakt |
" Na,SO,/ Evaporasyon
/ Ham Ekstrakt \
Biyolojik Testler Kimyasal Tarama
-Disk Diftizyon -TLC
-Antioksidant -HPTLC
-Kolon Kromatografisi

Sekil 3.5. Tetrangomycin bilesiginin ekstraksiyon semasi
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Ham Ekstrakt

Kolon boyutu 45x3 cm Hexan/EtOAC
\

v \ v v
[r ] EN [ ]
Kolon boyutu 45x3 cm CHCI3/MeOH
Kolon boyutu 45x3 cm CHCI;/MeOH
N\

n
g e

]

HPTLC
CHCI3/MeOH 95:5

Kolon boyutu 30x3 cm

Sekil 3.6. Tetrangomycin bilesiginin kolon kromatografisi ile saflagtirma semasi

F4d4P

Ie
D\

TLC profillerine gore yapilan fraksiyonlandirma islemi sonucunda biyootografi yontemi
(Ozakin 2010) ile biyolojik aktivitesini belirlemis oldugumuz biyoaktif bilesigin, F4d
fraksiyonunda tespit edilmesiyle son kolon sistemine ge¢ildi. Bu kolon sisteminde
kloroform/metanol gradiyentli ¢oziicii sisteminin kullanilmasi ile biyoaktiviteye sahip F4d4

fraksiyonu elde edildi.

3.2.16. Yiiksek Performansh Ince Tabaka Kromatografisi (HPTLC)

Son asamadaki kolon sisteminden (30x3 cm) elde edilen aktif fraksiyon F4d4’deki
bilesikleri geri kazanmak i¢cin HPTLC yontemi uygulandi. Ekstraktlar HPTLC cihaziyla
20x20 cm tabakalara 30 pl hacminde diiz bir bant seklinde spot edildi. Kloroform-metanol
(95:5) ¢oziicli sistemi ile yapilan yiiriitme islemi sonrasi tabaka iizerindeki spotlarin Rg¢
degerleri, UV taramasi sonucu bilesiklerin maksimum absorbans verdigi dalga boylari

belirlendi (Sekil 3.6.).
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20X20 HPTLC tabaka, ¢oziicii sistem: 95:5 CHCIs/MeOH, geri kazanilan spotlar

Rt Degeri Spotlar

0.69 G P F4d4p
0.60 CO—|  Faau

0.64 —OD—— F4d4s
0.54 aw — F4d4K

Sekil 3.7. F4d4 fraksiyonunun HPTLC tabakasi tizerinde ayrilmasi

3.2.17. Yap1 Aydinlatma Calismalar

Saf olarak elde edilen bilesigin kimyasal yap1 analizi Villanova Universitesi (PA,
ABD) Kimya boliimiinde gergeklestirildi. Kiitle (Agilent, 6210 TOF) ve NMR (Bruker, 500
MHz) spektroskopilerinden elde edilen spektrumlar dogrultusunda yapi aydinlatilmasi

yapildu.

3.2.18. Disk Difiizyon Yéntemi Ile Antimikrobiyal Aktivitenin Tayini

Antimikrobiyal aktivite, “National Committee for Clinical Laboratory standards
(NCCLS)” tarafindan onerilen disk diflizyon yontemine gore yapildi Disk difiizyon testinde
bakteriler i¢in Nutrient Agar (NA, Oxoid), mantarlar i¢in ise Sabouraud Dextrose Agar
(SDA) kullanildi. Taze bakteri kolonileri 25 ml Nutrient Broth (NB,)’a inokiile edildi.
Calkalamali su banyosunda bulamklik 0,5 McFarland standartina (1x10®° CFU/mI)
ulagincaya kadar 4-6 saat 37 °C’de inkiibe edildi. Final inokuliim 5x10° CFU/mI olacak
sekilde ayarlandi. C. albicans kolonileri ise 25 ml Sabouraud Dextrose Broth (SDB,
Oxoid)’da ayn1 kosullarda, 0,5 McFarland standartina ulasincaya kadar yaklagik 8-10 saat
inkiibe edildi. Hazirlanan final inokuliimlerden 100 pl alinarak herbir kati besiyerine steril
pamuk cubuklar yardimiyla yayma yapildi. Besiyerleri +4 °C’de 10 dakika bekletildikten

sonra iizerine diskler uygulandi. 6 mm c¢apindaki steril bos kagit disklere (Oxoid),
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hazirlanan organik etilasetat ekstraktt ve metanolde ¢oziinmiis tetrangomycin 20 uL
emdirilerek, diskler agar {izerine yerlestirildi. Agar besiyerleri 37 °C’de 24 saat

organizmalar bekletilerek siire sonunda inhibisyon zonlar1 6l¢iildii.

3.2.19. DPPH Radikalini Sondiirme Aktivitesi

Saflastirilan ve yapisi aydinlatilarak tetrangomycin oldugu tespit edilen saf bilesik
ve Streptomyces sp. CAH29 etanol ekstraktinin, DPPH radikalini (Sekil 3.7.) s6ndiirme
aktivitesi DPPH metodu kullanilarak belirlendi (Shimada ve ark. 1992). Bu yontemde BHT
ve BHA pozitif kontrol olarak kullanildi. Pozitif kontroller, tetrangomycin ve ham
ekstraktin, 1 mg/ml’lik konsantrasyonda stok c¢ozeltileri hazirlandi. Streptomyces sp.
CAH29 ekstrakt1 stok ¢ozeltisinden 10, 25, 50, 150, 250, 350, 500 pug/ml’lik, tetrangomycin
stok ¢ozeltisinden ise 5, 10, 25, 50, 100 ve 150 pug/ml’lik konsantrasyonlarda seyreltik
cozeltiler hazirlandi. 0,1 mM DPPH ¢ozeltisi etanolde hazirlandi. Her iki 6rnegin ve pozitif
kontrollerin seyreltilmis ¢ozeltilerinden konsantrasyonlarina gére 3 ml alindi ve tizerlerine
0.1 mM DPPH cozeltisinden 1 ml ilave edildi. Tiplerde olusan karisim iyice
karistirildiktan sonra 30 dakika karanlikta ve oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Bu
stirenin sonunda UV’de 517 nm’de absorbons 6l¢iildii. Bu metotta negatif kontrol olarak 3

ml etanol ve 1 ml 0,1 mM DPPH karisimi kullanilirken kor olarak da 4 ml etanol kullanildu.

N .
O,N NO,
NO,

Sekil 3.8. DPPH Radikalinin molekiil yapisi

Sonug olarak artan madde konsantrasyonuna karst % inhibisyon degerleri grafige

gecirildi. % inhibisyon degerleri asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi.
% | = [(Axontrol~Asmek)/Akontrol] X 100

% | = DPPH radikalini sondiirme aktivite yiizdesi (% inhibisyon)
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3.2.20. Sitotoksitite Testi

Bu testler Pamukkale Universitesi Biyoloji Boliimii Molekiiler Biyokimya
Laboratuvarinda gergeklestirildi. Androjen duyarli, insan prostat adenokarsinom hiicreleri
(LNCaP) Avrupa hiicre Kkiiltiirleri kolleksiyonundan (ECC, UK) insan alveolar
adenokarsinom hiicre dizisi (A549) ise Amerikan tipi hiicre kolleksiyonundan (ATCC,
USA) temin edildi. A549 hiicre dizisi DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's medium),
LNCaP hiicreleri ise RPMI (Roswell Park Memorial Institute) protokoliine gore kiiltiire
edildi. Sonrasinda her iki kiiltiire 37 °C’de, %5 CO, ile %95 hava olan nemli bir atmosferde

%1 penicillin/streptomycin karisimi ve %10 FBS (Fetal sigir serumu) ilave edildi.

Hiicreler, 1x10° hiicre/ml kiiltiir ortaminda, 96 kuyucuklu tabaklarda inkiibasyona
birakildi. 24 saat inkiibasyon sonrasi hiicreler, final konsantrasyonu %0,1’i asmayacak
sekilde dimetilsiilfoksitte (DMSO) ¢6ziinen tetrangomycinin degisik konsantrasyonlariyla
(0-25 uM) muamele edildi. Tetragomycin muamele edilen ve edilmeyen hiicreler (kontrol),
37 °C’de, %5 CO,’li nemli bir ortamda, 48 saat inkiibe edildi. Bu siire sonunda hiicre
cogalmasi, WST-I (4-(3-(4-ioyofenil)-2-(4-nitrofenil)-2H-5-tetrazolio)-1,3-benzen
disiilfonat) boyasindaki renk degisime bagli degerlendirildi. Bu amagla 10 ul WST-I
numunelere eklenip 1 saat inkiibasyona birakildi ve sonra hiicre cogalmasi, 450 nm dalga
boyunda absorbans dl¢limii yapilarak degerlendirildi. Deneysel kosullar ti¢lii tekrar halinde

calisildi. Deney sonucunda hiicrelerdeki canlilik, kontrol yiizdesi olarak degerlendirildi.

3.2.21. Docking Analizleri

Hedef proteinimiz, dehidrosqualen sentaz enziminin (CrtM) X ray kristal yapisi
(2ZY'1. pdb) protein databank (PDB) veritabanindan indirildi (Song ve ark. 2009). Ligand
olarak tetrangomycinin yanisira, CrtM inhibitorii oldugu bilinen 830 bilesigi (dipotasyum
(2-ox0-2-{[3-(3-fenoksifenil) propil] amino}etil fosfonat) ise pozitif kontrol olarak
kullanildi. Ligandlarin dizanyninda ‘GaussView 3.09°, optimizasyonunda ise ‘Gaussian 03’
(Frisch ve ark. 2004) temelli AM1 metodu kullanild1 (Dewar ve ark. 1985).
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3.2.22. Salinisora izolatlarinin Dogal Uriin Biyosentez Gen Kiimelerinin

Biyoinformatik Programlarda incelenmesi

Salinispora izolatlarin genom dizilimleri FASTA ve Genbank gibi iki farkli dosya
formatinda Joint Genome Institute’s Integrated Microbial Genomes (IMG) veritabanindan
indirildi (www.img.jgi.doe.gov). Sonrasinda izolatlarin genom dizilimleri dogal {irlin gen

kiimelerinin tespiti i¢in ‘antiSMASH’ (Blin ve ark. 2013) ve ‘NapDOS’ (Ziemert ve ark.

2012) programlarinda incelendi. ‘antiSMASH’ genomda dogal iiriin biyosentez gen
kiimelerini tararken, ‘NapDOS’ ise C ve KS domain tahmin yapmaktadir.

Spesifik bazi biyosentez yolaklarinin filogenetik agidan incelenmesi amaciyla
‘MultiGeneBLAST’ (Medema ve ark. 2013) ve glikolize yolaklarin tespit edilmesi i¢in
‘DoBISCUIT’ (Ichikawa ve ark. 2013) programlar1 kullanildi.

3.2.23. Salinisora Izolatlarinin Uretilmesi ve Dogal Uriinlerinin Ekstraksiyonu

Tim Salinispora izolatlari 25 ml A1M1 siv1 besiyeri bulunan 100 m1’lik erlenlerde
25 °C 160 rpm’ de 14-20 giin arasinda onikiibasyonda tliremeye birakildi. Sonrasinda ise
Oninkiibasyon kiiltiirlerinden 2 ml’lik siv1 kiiltiir her bir izolat i¢in tgli replikali olarak
hazirlanmig 100 mI’lik A1IMI1 s1v1 besiyerlerine ekim yapildi. Ekim sonrasinda izolatlar 25

°C 160 rpm’ de 14-20 giin boyunca biiyiime birakildi.

Inkiibasyon siiresi sonunda izolatlardan elde edilen siv1 kiiltiirler etil asetat ile 1:1
oraninda ekstraksiyona tabi tutuldu. Ekstraktlar Na,SO, ile kurutulup, ¢6ziicii faz1 evapore

edildikten sonra ham ekstraktlar elde edildi.

Ekstraktlar final konstrasyonu 1 mg/ml olacak sekilde metanolde ¢oziildiikten sonra
LC ve LC/MS/MS analizleri 6ncesinde filtre edildi.

3.2.24. Salinisora Izolatlarinin Dogal Uriinlerinin LC/MS/MS Analizleri

Bu analizler i¢cin Agilent Extend-C18 RP UPLC kolonun (2.1x100 mm, 1.8 um)
bagl oldugu Agilent 1260 LC ve Agilent 6530 Q-TOF LC/MS sistemleri kullanildi. Her bir

ekstrakttan sisteme 20 pl enjekte edildi. Salinispora izolatlarinin ekstraktlarinin analizi i¢in
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%10 asetonitril (ACN) (%0.1 su, 0-3 dk), %10-100 ACN (%0.1 su)/%0.1 su (3-23 dk),
%2100 ACN (%0.1 su, 23-25 dk), %10 ACN (%0.1 su, 25-30 dk) LC gradiyenti kullanildx.

Bunun akabinde MS/MS analizi i¢in pozitif modda, 100-1600 m/z araligindaki
metabolitler tarandi. Buna ek olarak VCap degeri 3000, carpisma enerjisi 20 eV, gaz
sicakligi ise 300 °C olacak sekilde ayarlandi.

Analizleri sonunda ham verilerin UV analizleri igin ChemStation (Agilent) MS
analizleri i¢cinse ‘MassHunter’ (Agilent) programlar1 kullanildi.
3.2.25 GNSP Dereplikasyon ve Network Analizleri

LC/MS/MS analizleri sonucuda elde edilen ham MS/MS verisi dosyalari
networking analizleri 6ncesinde ‘Trans Proteomic Pipeline’ programi ile mzXML dosya

formatina dontistiirtildii.

Network ve dereplikasyon analizleri igin GNPS programi kullanildi

(www.gnps.ucsd.edu). Tim network analizlerinde verilerin spektral benzerliklerinin

vektorel Olciisii olan cosine degeri 0,7 olarak ayarlandi. Spektral analiz sonuglarinin

gortintiilenmesinde ‘Cytoscape 3.1.0° (www.cytoscape.org) programi kullanildi.

Dereplikasyon analizleri GNPS disinda i¢in with ‘Metlin’, ‘AntiMarin’, ‘Marinlit’ ve

‘Norine’ veri tabanlar1 kullanildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Bulgular
4.1.1. Genomik DNA izolasyonu

Molekiiler teshisleri tamamlanmis 65 farkli karasal Streptomyces izolatindan
genomik DNA izolasyonlar1 yapildi. Izolasyonu yapilan tiim izolatlara ait DNA’lar

%0,8’lik agaroz jelde incelendi.

4.1.2. NRPS ve PKS-lI Genlerinin Streptomyces Genomlarinda PCR Ile

Taranmasi
4.1.2.1. NRPS Geni A Domaini PCR Optimizasyonlari

Izolasyonu yapilan genomik DNA’lar kalip olarak kullanilarak PCR ile NRPS geni
A domainleri amplifiye edildi. Ilgili domain grubumuzun diger calisanlar: tarafindan 48
izolattan, 17°si ise bu c¢alismada olmak lizere 65 izolatin tiimiinde ortalama 700 bg
uzunlugunda iiriin elde edildi (Acer 2011, Bali 2011, Porsuk 2011, Ozakin ve ark. 2014).
Tez kapsaminda 17 izolata iliskin resimler yer almaktadir. PCR amplifikasyonlar1 igin
materyal metotta verilen standart kosullardan baslanarak; MgCl, ve primer baglanma
sicakligi gibi optimizasyonlar yapildi. Her izolat igin tespit edilen optimizasyon kosullar

sekil agiklamalarinda verilmektedir.

Streptomyces sp. AR2 ve Streptomyces sp. CAH29 izolatlarinda standart kosullarda
beklenen iiriin elde edildi (Sekil 4.1 ve 4.2).

Standart kosullarda istenilen iirlin elde edilemeyen Streptomyces sp. BAS,
Streptomyces sp. BAH20, Streptomyces sp. BR57, Streptomyces sp. BS39 ve Streptomyces
sp. CAl11 izolatlarinda final MgCl, konsantrasyonunun 2,5 mM’a ¢ikarilmasiyla {iriinler
elde edildi (Sekil 4.3).
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1018 bg

517 be NRPS

Sekil 4.1. izolatlardan elde edilen A domain PCR iiriinii (1,5 mM MgCly, 59 °C primer baglanma sicaklig1)

1018 bg

NRPS
517 bg

Sekil 4.2. izolatlardan elde edilen A domain PCR iiriinii (1,5 mM MgCly, 59 °C primer baglanma sicaklig1)
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M- BA5 BAH20 BR57 BS39 CAll
(_H {—ﬁ/__\f__\

1018 bg

517 be NRPS

Sekil 4.3. izolatlardan elde edilen A domain PCR iiriinii (2,5 mM MgCly, 59 °C primer baglanma sicaklig1)

Baglanma sicakliginda  herhangi  bir  degisiklik  yapilmaksizin  MgCl,
konsantrasyonunun 3,5 mM olacak sekilde artirilmasiyla Streptomyces sp. AS34,
Streptomyces sp. AS41 ve Streptomyces sp. CS44 izolatlarinda iiriin eldesi sagland:r (Sekil
4.4). Sonrasinda MgCl;, konsantrasyonunun degistirilmeden baglanma sicakliginin 57 °C’ye

diistiriilmesiyle Streptomyces sp. AS25 izolatinda {iriin elde edildi (Sekil 4.5).

Yukaridaki  kosullarda  iriin  elde edilemeyen izolatlar igin, MgCl,
konsantrasyonunun 3,5 mM’a primer baglanma sicakliginin ise 55 °C’ye ayarlanmasiyla
Streptomyces sp. AA53, Streptomyces sp. AAH63, Streptomyces sp. AR9 ve Streptomyces
sp. CA16 iiriin elde edildi (Sekil 4.6-4.8).
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CS44  AS4l
e

1018 be

517 be NRPS

Sekil 4.4. izolatlardan elde edilen A domain PCR iiriinii (3,5 mM MgCl,, 59 °C primer baglanma sicaklig1)

AS25  AS34
f_H f_H

1018 bg
517 be

NRPS

Sekil 4.5. {zolatlardan elde edilen A domain PCR iiriinii (3,5 mM MgCl,, 57 °C - AS25, 59 °C — AS34 primer
baglanma sicaklig1).
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1018 bg
517 bg

NRPS

Sekil 4.6. izolatlardan elde edilen A domain PCR iiriinii (3,5 mM MgCl,, 55 °C primer baglanma sicakligr)

M AR9 CAl6

1018 bg

NRPS
517 bg

Sekil 4.7. izolatlardan elde edilen A domain PCR iiriinii (3,5 MM MgCl,, 55 °C primer baglanma sicakligr).
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1018 bg

517 bg

Sekil 4.8. izolatlardan elde edilen A domain PCR iiriinii (3,5 mM MgCl,, 55 °C primer baglanma sicaklify).

Sekil 4.8’de goriildiigi tizere 2 mM MgCIl, varliginda ve 50 °C baglanma
sicakhiginda Streptomyces sp.CS38 izolatinda {iriin elde edildi. Son olarak Streptomyces
sp.CA21 izolatindan ise 3,5 mM MgClI; varliginda ve 50 °C baglanma sicakliginda iiriin
elde edildi (Sekil 4.9).

1018 be

NRPS
517 bg

Sekil 4.9. izolatlardan elde edilen A domain PCR iiriinii (3,5 mM MgCl,, 50 °C primer baglanma sicaklig).
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4.1.2.2. PKS-1 Geni KS Domaini PCR Optimizasyonlari

Streptomyces izolatlarindan saflastirilan DNA’larin kalip olarak kullanildigi PCR
reaksiyonlar1 sonucunda, PKS-I genlerine ait KS domainleri standart kosullardan
baglanarak MgCl, konsantrasyonlari, denatiirasyon siiresi, primer baglanma sicakligi ve
polimerizasyon siiresi degistirilerek farkli optimizasyonlar yapildi. Bu optimizasyonlar
sonucunda toplamda 65 izolattan 54’tinde beklenen bolgede iiriin elde edildi. Bu 54 izolatin
PCR amplifikasyonunun 44’tine iliskin bulgular grubumuzun diger arastirmacilarinin
caligmalarinda yer almistir (Acer 2011, Bali 2011, Porsuk 2011). Geriye kalan 10 izolatin
KS domain amplifikasyon c¢alismalar1 yeni tezin bulgularidir. Izolatlarin cesitli
optimizasyon kosullarinda amplifiye edilen piitatif PKS-1 KS domainleri asagida Sekil
4.10-4.14. arasinda gosterilmektedir.

Standart kosullarda yapilan PCR reaksiyonlari sonucunda yukarida bahsedilen 10
izolatin higbirinde amplifikasyon elde edilmedi. Streptomyces sp. CAH29 izolatinda sekil
4.10°da goriildiigii tizere 2,5 mM MgCI; ve 53 °C primer baglanma sicakliginda iiriin elde
edildi.

1636 be
1018 bg

PKS-I

Sekil 4.10. izolatlardan elde edilen KS domain PCR iiriinii (2.5 mM MgCl,, 53 °C primer baglanma sicaklig1)
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Streptomyces sp. AA53 ve Streptomyces sp. BRS57 izolatlar1 igin MgCl,
konsantrasyonu 2,5 mM primer baglanma sicakligt 50 °C’ye ayarlandig1 kosullarda iiriin
elde edildi (Sekil 4.11- 4.12).

1636 be

Sekil 4.11. izolatlardan elde edilen KS domain PCR iiriinii (2,5 mM MgCl,, 50 °C primer baglanma sicaklig1).

1636 be
1018 be

PKS-I

Sekil 4.12. izolatlardan elde edilen KS domain PCR iiriinii (2,5 mM MgCl,, 50 °C primer baglanma sicakligr)

Sekil 4.14°de gorildigi tizere 2,5 mM MgCl, varliginda ve termal dongiide
denaturasyon siiresinin 30 saniyeden 1 dk’ ya, polimerizasyon siiresinin 4 dk’dan 3 dk’ya
ve primer baglanma sicaklifmin 49 °C olarak degistirilmesiyle Streptomyces sp. CALl,

Streptomyces sp. AR9 Streptomyces sp. AR2, Streptomyces sp. CA16, Streptomyces sp.
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AS25, Streptomyces sp. BAH20 ve Streptomyces sp. CS38 izolatlarinda iiriin elde edildi
(Sekil 4.13- 4.14).

M CAll AR9
e et

1636 be

1018 bg | Bl S

Sekil 4.13. izolatlardan elde edilen KS domain PCR iiriinii (2,5 mM MgCl,, 1dk denatiirasyon, 2 dk 49 °C
primer baglanma sicakligi, 3 dk polimerizasyon)

M AR2 CAl1l6 AS25 BAH20 CS38

1636 be
1018 be

Sekil 4.14. izolatlardan elde edilen KS domain PCR iiriinii (2,5 mM MgCl,, 1dk denatiirasyon, 2 dk 49 °C
primer baglanma sicakligi, 3 dk polimerizasyon)
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4.1.3. PCR Uriinlerinin Jelden Geri Kazanilmasi

PCR deneyleri sonucunda elde edilen yaklasik 700 b¢ uzunlugundaki piitatif NRPS
geni A domaini ve 1200-1400 bg¢ uzunlugundaki PKS-I geni KS domaini amplifikasyon
iirlinleri agaroz jelden kesilerek ekstrakte edildi. Ligasyon deneylerinde kullanilan bu DNA

fragmentleri bir sonraki asamada pGEM-T vektorlere klonlandi.
4.1.4. PCR Uriinlerinin Klonlanmasi ve Gen Kiitiiphanelerinin Kurulmasi
4.1.4.1. Piitatif NRPS Geni A Domainlerinin Klonlanmasi

Tiim Streptomyces izolatlarindan elde edilen piitatif A domaini DNA fragmentleri,
jelden geri kazanilarak pGEM-T vektorlere klonlandi. Alict hiicre olarak E.coli DH5-a’nin
kullanilmasiyla her izolat icin ilgili DNA fragmentini iceren mini gen kiitiiphaneleri
kuruldu. Rekombinant koloniler, ampisilin direngliligi ve mavi-beyaz seleksiyon sistemine
gore segildi. Beyaz renkli ampicilline direngli kolonilerin piitatif rekombinant plazmid
icermesinden dolayi, bu koloniler yeniden {iretilerek hiicrelerden plazmid izolasyonlari
yapildi. Her gen kiitiiphanesinden 10-20 arasinda koloni segildi. Sekil 4.15’te Streptomyces
sp. CAH29 izolatinin A domain minigen kiitiiphanelerinden izole edilmis olan rekombinant
plazmitler gosterilmektedir. Son olarak her bir rekombinant plazmidin icerdigi yabanci

DNA’lara dizi analizi yapildi.

Rekombinant
Plazmit

Sekil 4.15. Streptomyces sp. CAH29 izolati A domaini gen Kkiitiiphanesinden elde edilen rekombinant
plazmitler.
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4.1.4.2. Piitatif PKS-I Geni KS Domainlerinin Klonlanmasi

PCR ile 54 Streptomyces izolatindan amplifiye edilen piitatif KS DNA fragmentleri
A domaininde oldugu gibi jelden geri kazanilarak pGEM-T vektorlere klonlandi. E. coli
DH5-a kompetent hiicrelerine transformasyon yapilarak ilgili gen ve her bir izolat i¢in mini
gen kiitiiphaneleri olusturuldu. Rekombinant koloniler, ampisilin direngliligi ve mavi-beyaz
seleksiyon sistemine gore secildi. Beyaz renkli ampisiline direngli kolonilerin piitatif
rekombinant plazmid icermesinden dolayi, ortalama 10-20 koloni sivi besiyerinde
tiretilerek hiicrelerden plazmid izolasyonlar1 yapildi. Sekil 4.16’da Streptomyces sp.
CAH29 izolatinin KS domain minigen kiitiiphanelerinden izole edilmis olan rekombinant
plazmitler gosterilmektedir . Rekombinant kolonilerden saflastirilan plazmitlerin Mval, Pst-
| ve EcoR-I restriiksiyon enzim kesimleri yapildi. Kesim profillerinin benzerligine gore
koloniler gruplandi. Her bir gruptan rekombinant plazmidler segildikten sonra DNA dizi

analizlerine tabi tutuldu.

Rekombinant

PGEM-T Plazmit

Sekil 4.16. Streptomyces sp. CAH29 izolat1 KS domaini gen kiitiiphanesinden elde edilen rekombinant

plazmitler

4.1.5. Biyoinformatik incelemeler

Altmig bes Streptomyces izolatinin tiimiiyle NRPS, 54°i ile de PKS-I mini gen

kiitiiphanesi kuruldu. Bu mini gen kiitiiphanelerinden rastgele segilen rekombinat
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plazmitlerin DNA dizi analizleri sonrasinda ilgili genlerin niikleotit dizilimleri NCBI web
sitesinde BLASTN ve BLASTX programlarmin kullanilmasiyla veri tabanmdaki mevcut
genlerle homoloji oranlar1 tespit edildi. Protein benzerligini vermesinden otiirii BLASTX
analizleri dikkate alinarak, izolatlardan elde edilen A ve KS domaini DNA dizilimlerinin
biyoinformatik analiz sonuglarinda klonlar bir grup igerisine dahil edildi. Bundan dolay1
tablolarda izolatlarin sahip oldugu grup sayisi, 0 organizmadan elde edilen genlere ait
domain cesitliligini gostermektedir. Bu domain ¢esitliligi de izolatin genomundaki NRPS

ve PKS-I gen kiimelerinin ¢esitliligini ifade etmektedir.

BLASTX analizlerinin yanisira ‘NRPSpredictor2’ programi ile NRPS A
domainlerinin substrat baglayan korunmus motiflerinin analizi yapilarak, bu domainlerin

baglanabilecegi substratlar tahmin edildi.
4.1.5.1. NRPS A Domainlerinin Biyoinformatik Analizleri

NRPS A domainlerini hedef alan dejenere primerlerin kullanilmasi ile tiim endemik
bitki kok bolgesi Streptomyces izolatlarimizin NRP sentez potansiyelleri ortaya cikarildi.
Cizelge 4.1, 64 izolata ait 249 sekans ve 1800 klonun taranmasi sonucunda elde edilmistir.
Her bir tiire ait farkli klonlar, ayr1 bir grup igerisinde degerlendirilmistir. Tlim izolatlar
icinde Streptomyces sp. CA14 izolatinda basariyla kiitiiphane kurulmasina ragmen (ki DNA
dizilimleri genbankasinda NRPS’ler ile eslesebilmektedir), elde edilen klonlarin DNA
dizilimleri bir kag¢ tekrara ragmen kaliteli olmadigi i¢in domain arastirmasindan sonug
alinamadi. Bu sebepten otliri CAl4’lin biyoinformatik analizleri c¢izelge 4.1°den
¢ikarilmigtir. Klonlara ait biyoinformatik veriler incelendiginde izolatlarin A domain
acisindan oldukga cesitlilik gosterdigi tespit edildi. Ornegin Streptomyces sp. BSH50 ve
Streptomyces sp. CA18 izolatlarinda NRP bilesik ¢esitliligi 8’e kadar ¢ikabilmektedir.
Bunu 6 farkli NRPS A domaini ile Streptomyces sp. AAS50, Streptomyces sp. AS37,
Streptomyces sp. BA12, Streptomyces sp. BA14, Streptomyces sp. CA13 ve Streptomyces
sp. CA19 izolatlar1 takip etmektedir (Ozakin ve ark. 2014). Geriye kalan izolatlarin
yaklasik %50’si en az 3 ile 4 farkli NRPS A domaininine sahiptir. Bu potansiyel ve
cesitliligin  yanisira, incelenen dizilerin, genbankasinda bulunan diger dizilerle

benzerliklerinin yiiksek olmadig1 tespit edildi. izolatlara ait A domain dizilerinin
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%?34’tntn, bilinen DNA dizilimleri ile benzerliginin %70’in altinda oldugu bulundu.
Literatiirde %70’in altindaki benzerlik oraninin yeni domainleri isaret edebilecegi
belirtilmis olmasindan 6tiirii, bu veri yeni NRP sentezinden sorumlu gen kiimelerinin kesfi
acisindan olduk¢a dnemlidir. Bunun yanisira klonlarin A domainlerinin ¢ogu, biyosentetik
rlinii heniiz tespit edilmemis NRPS veya hibrit NRPS/PKS gen kiimeleri ile benzerlik
gostermektedir. Benzerlik tespit edilen homolog diziler baska aktinobakterilere ait
olabilecegi gibi bunlarla hi¢ yakinligi olmayan diger bakterilerin NRPS genleriyle de
homoloji gosterdi (Cizelge 4.1). Bunlardan dikkat gekici olanlar (homoloji gdsteren
genlerin ait oldugu bakteriler ve parantez i¢inde en yakin benzerlik gosteren klonlar);
Burkholderia pseudomallei (AA50-1), Pseudomonas syringae (AAH61-7), Bradyrhizobium
sp. ORS285 (AR17-30), Corallococcus coralloides (AS25-6), Micromonospora globose
(BA2-1), Clostridium cellulolyticum (BA3-5), Paenibacillus mucilaginosus (BA11-32),
Herpetosiphon aurantiacus (BR57-19), Actinokineospora spheciospongiae (BS33-1),
Chitinophaga pinensis (BSH50-19), Myxococcus xanthus (CA16-12), Myxococcus fulvus
(CA19-4), Lyngbya majuscule (CAH29-10), Catenulispora acidiphila (CS38-14)
Xenorhabdus bovienii (CS41-5) ve Pseudogulbenkiania ferroxidans (CS41-12), olarak
siralanmaktadir. Benzerlik tespit edilen NRPS ve NRPS/PKS hibrid gen kiimeleri
icerisinde, antikanser bilesikler olan actinomycin ve zorbamycin antibiyotik ve
antifungallerden  gramicidin, enduracidin, friulimicin, tyrocidin, laspartomycin,
trindamycin, althiomycin, mycosubtilin ve sidereforlardan; pyochelin, yersiniabactin,

enterobactin ve bacillibactin yer almaktadir.

Biyoinformatik incelemelerde BLAST analizleri disinda ‘NRPSpredictor2’
programi da kullanildi. Bu program A domainlerinin sahip oldugu amino asit dizilimi
icerisinde belli bolgelerdeki korunmus amino asitleri bularak, bu amino asitler tarafindan
olusturulan substrat baglanma paketlerini tespit etmektedir. Bu substrat baglama paketleri
NRP’lerin  yapisina katilacak amino asitin  secilmesinde goérev  almaktadir.
‘NRPSpredictor2’ analizleri sonucunda klonlarimizda veri tabaninda bulunan sekiz

baglanma bolgesinden yedisine rastlandi (Ozakin ve ark. 2014).
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izolatlarn A domainlerinde en siklikla tespit edilen substrat baglanma bolgeleri
alifatik yan zincir amino asitleri [Ser/Thr/Dhpg/Hpgi], sistein [Cys], aromatik grup igeren
amino asitler [Phe/Trp/Phg/Tyr/Bht] ve apolar yan zincirlere sahip olan amino asitlere
[Gly/Ala/Val/Leu/lle/Abu/lva] baslica baglanma motifleri olarak saptandi. Siralamada
bunlardan sonra gelen baglanma bdlgeleri ise pozitif yiliklii yan zincir igeren amino asitleri
[Orn/Lys/Arg], halkasal alifatik zincir igcerenleri [Pro/Pip] ve B-bag vericisi alifatik zincire
sahip amino asitleri [Asp/Asn/Glu/GIn/Aad] substrat olarak se¢en baglanma peketleridir.
Veri tabaninda bulunan hidroksi-benzoik asit tiirevi amino asitlere [Dhb/Sal] iliskin bir
baglanma bdlgesine higbir izolatin A domaininde rastlanmamuistir. Ayrica, farkli izolatlara
ait 61 adet sekansta, program tarafindan A domain bulunmus olmasina karsin, bu A
domainlerinin substratlar1 tahmin edilememistir. Bu veri simdiye kadar tespit edilmis NRPS
gen kiimelerinde rastlanmamis bir substrata isaret edebilmesi acisindan oldukca dnemlidir.
NRPS dizilimlerinden (AA50-5), (AR4-3), (AS31-7), (ASH47-1), (BAl-1), (BSH50- 27),
(BS32-5), (CA11-3), (CAH33-12), (CS38-14), (CS43-7) ve (CS44-4) BLASTX sonuglari
farkli Streptomyces NRPS’leri ile %90’in iizerinde homoloji gdstermesine ragmen,

‘NRPSpredictor2’ programi tarafindan A domain substrati tespit edilememistir.

Cizelge 4.1. Dejenere primerler ile elde edilen NRPS A domainleri ve biyoinformatik incelemeleri

izolat Klon BLASTX Sonuglari Benzerlik Amino asit substratina
adi (GenBank giris no) (%) baglanma bélgesi (baglandig:
amino asit)
Streptomyces AA50-1  Burkholderia pseudomallei 103/199 DSIDVGHND
sp- AASO FMH NRPS (%52) (asp=asn=glu=gln=aad)

(WP_038769901.1)

AA50-2  Ssp. AS31 144/211 Substrati tahmin edilemedi
(AGS13615.1) (%068)

AA50-3  S. scopuliridis (DsaH) 129/212 DALWMGGIF
(AIW76710.1) (%61) (gly=ala=val=leu=ile=abu=iva)

AA50-4  S. tsukiyonensis, NRPS 146/211 DVWHISLVD
(BAH68652.1) (%69) (ser=thr=ser-

thr=dht=dhpg=dpg=hpg)
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Cizelge 4.1. Dejenere primerler ile elde edilen NRPS A domainleri ve biyoinformatik incelemeleri (devamu)

izolat Klon adi BLASTX Sonuclar: Benzerlik Amino asit substratina
(GenBank giris no) (%) baglanma bélgesi (baglandig:
amino asit)
Streptomyces AA50-5 S. purpureus, NRPS 185/204 Substrati tahmin edilemedi
sp. AA50 (BAH68576.1) (%91)
AA50-13  S.sp.CA12-13 NRPS 198/199 DVATVGEVV
(AFP49774.1) (%99) (phe=trp=phg=tyr=bht)
Streptomyces AA53-13  S. coeruleoprunus NRPS 205/219 DMENLGLIN
Sp. AAS3 (BAH68712.1) (%94) (orn=lys=arg)
Streptomyces AA58-1 S.venezuelae, yersiniabactin ~ 149/218 DLYNLSLIW
0
Sp. AAS8 (CCA53799) (%668) (cys)
AA58-4 S. viridochromogenes, NRPS  144/213 DILQLGVVW
(AEG64697) (%68) (gly=ala=val=leu=ile=abu=iva)
AA58-14  S.tsukiyonensis, NRPS 144/216 DVWHISLVD
0,
(BAH68652) (%67) (ser=thr=ser-
thr=dht=dhpg=dpg=hpg)
AA58-6 S.bingchenggensis BCW- 137/207 DASTVAAVC
1,(ADI04487) (%66) (phe=trp=phg=tyr=bht)
Streptomyces AA59-1 S. sp. el4, enterobactin 164/211 DVWHFSLVD
0
sp. AA59 (ZP_06710581) (%78) (ser=thr=ser-
thr=dht=dhpg=dpg=hpg)
AA59-2 S.pristinaespiralis, NRPS 179/221 DPQDFGVIQ
0 = = = =
ATCC 25486 (%81) (asp=asn=glu=gln=aad)
(ZP_06907900)
AA59-4 S.coeruleoprunus, NRPS 213/222 DMENLGLIN
0
(BAH68712) (%96) (orn=lys=arg)
AA59-21  S.venezuelae, yersiniabactin -~ 151/217 DLYNLSLIW
(CCA53799) (%70)
(cys)
Streptomyces AAH61-6  S.sp. Tu607,1 NRPS 139/218 DLPKIAEVG
sp. AAH61 (ZP_08455386) (%64) (asp=asn=glu=gln=aad)
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Cizelge 4.1. Dejenere primerler ile elde edilen NRPS A domainleri ve biyoinformatik incelemeleri (devamu)

izolat Klon adi BLASTX Sonuclar: Benzerlik Amino asit substratina
(GenBank giris no) (%) baglanma bélgesi (baglandigi
amino asit)
Streptomyces AAH61-7 Pseudomonas syringae pv.  112/219 DAWHVGYIV
sp. AAH61 glycinea str. race 4, NRPS  (%51) .
ro=pi
(EGH15901) (pro=pip)
AAH63-30  S.thermoluteus subsp. 126/217 DLTKMGVIN
fuscus, NRPS (%58) (asp=asn=glu=gln=aad)
(BAH68642)
AAH63-42  S.sp. ID05-A0242, NRPS  140/217 DAQEGGLVD
0 = = = =
(BAH68852) (%65) (asp=asn=glu=gln=aad)
Streptomyces AAH66-4 S.chartreusis NRRL 156/207 DVQFFAQVI
sp. AAH66 12338, NRPS (%75) (pro=pip)
(ZP_09952732)
AAH66-3 S.acidiscabies 84-104, 131/203 DAWVVAAIM
0,
NRPS (ZP_10455567) (%65) (phe=trp=phg=tyr=bht)
AAHG66-2 Streptomyces sp. ID05- 111/219 DAGDVGMVD
A0111, NRPS (%51) (asp=asn=glu=gln=aad)
(BAH68864)
Streptomyces AAH67-1 S. sp. NRRL B-1347, 144/205 DITQVGQVW
sp. AAH67 NRPS (WP_030676827.1) (%70) (gly=ala=val=leu=ile=abu=iva)
AAHE7-2 S. sp. SPB78, Tyr A 162/205 DPAQLMLIA
domain proteini 0
%79 he=trp=phg=tyr=bht
(WP_009065813.1) (%79) (phe=trp=phg=tyr=bht)
AAHGE7-7 S. tsukubaensis , 194/205 DAYYWGSFA
NRPS(WP_006350628.1) 495 (val=leu=ile=abu=iva)
AAH67-13  S.sp. NRRL F-4415, 197/208 DTWTIASVD
NRPS (AGE11898.1) (%95) (phe=trp=phg=tyr=bht)
Streptomyces AAHG68-1 S. flavoviridis, Zorbamycin  183/215 DFTKVGEVG
sp. AAH68 (ACG60782) (%85) (asp=asn=glu=gIn=aad)
AAHG8-2 S. sp.AA58-14, NRPS 208/209 DVWHISLVD
(AFP49719.1) (%99) (ser=thr=ser-

thr=dht=dhpg=dpg=hpg)
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Cizelge 4.1. Dejenere primerler ile elde edilen NRPS A domainleri ve biyoinformatik incelemeleri (devamu)

izolat Klon BLASTX Sonuclar: Benzerlik Amino asit substratina
adi (GenBank giris no) (%) baglanma bélgesi (baglandig:
amino asit)
Streptomyces AAHG68- S.sp.NRRL S-1448, pyochelin ~ 173/214 DLYNLSLIW
sp. AAH68 6 (WP_030411358.1) (%81) (cys)
AAH68- S.viridochromonogenes, Lpmc  121/205 Substrati tahmin edilemedi
9 (AEG64697.1) (%59)
AAH68- S. coelicoflavus ZG0656, 143/209 DILQLGMIW
10 NRPS (EHN72117.1) (%68) (gly=ala=val=leu=ile=abu=iva)
AAH68- S. sp. Sp080513GE-23, NRPS  109/203 DASTVAAVC
18 (BAI44083) (%54) (phe=trp=phg=tyr=bht)
Streptomyces AR2-11  S.venezuelae ATCC 10712, 169/207 DAWQYGLIN
sp. AR2 NRPS (CCA57372) (%82) (asp=asn=glu=gln=aad)
Streptomyces AR3-1 S. griseus, NRPS 131/207 DILQLGVIW
sp- AR3 (ACNB86280.1) (%63) (gly=ala=val=leu=ile=abu=iva)
AR3-2 S.sp.PRh5, NRPS 120/209 DIQFHAQVI
(EXU64823.1) (%57) (pro=pip)
AR3-11 S, aurantiacus, NRPS 182/196 DALLTGSVV
(WP_037658667.1) (%93) (phe=trp=phg=tyr=bht)
Streptomyces AR4-1 S. sp. e14, enterobactin 175/210 YVWHFSLVD
sp- AR4 (ZP_06710581) (%83) (ser=thr=ser-

thr=dht=dhpg=dpg=hpg)

AR4-3 S. sp. el4, NRPS 201/211 Substrat1 tahmin edilemedi
(ZP_06711701) (%95)

AR4-4  S.sp. CA13 211/211 DLYNMSLIW
NRPS (AGS13570.1) (%100) (cys)

AR4-9 S xylophagus, NRPS 203/210 DFWNIGMVH
(WP_043678212.1) (%97) (ser=thr=ser-

thr=dht=dhpg=dpg=hpg)
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/663416059?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=VRS0NRVT014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/334089869?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=5&RID=VRSF0MJC014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/371543303?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=9&RID=VRSR605B014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/225322864?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=VRTGR1NW014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/594129544?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=VRT786NN014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/739806732?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=VRTPZW49015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/527461429?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=VRU76EG7014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/759994617?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=VRUCF2CS015

4. BULGULAR VE TARTISMA

Cizelge 4.1. Dejenere primerler ile elde edilen NRPS A domainleri ve biyoinformatik incelemeleri (devamu)

izolat Klon BLASTX Sonuclar: Benzerlik Amino asit substratina
adi (GenBank giris no) (%) baglanma bélgesi (baglandigi
amino asit)
Streptomyces ARG6-1 S.sp.NRRL F-2580., NRPS 162/206 DALFIGGAL
Sp- ARG (WP_030715844.1) (%79) (gly=ala=val=leu=ile=abu=iva)
AR6-4  S.sp, BAH46-2 NRPS 137/203 DALFIGGAL
(CBZ42146) (%67) (val=leu=ile=abu=iva)
Streptomyces AR9-1 S.sp. AS41-1 NRPS 204/205 DLMAHGIVA
sp- AR9 (AFP49803.1) (%99) (gly=ala=val=leu=ile=abu=iva)
Streptomyces AR12-1  S. coeruleoprunus, NRPS 209/217 DMENLGLIN
sp. AR12 (BAH68712) (%96) (orn=lys=arg)
AR12-2  S.sp. AA59-2, NRPS 205/215 DPQDFGVIQ
(AFP49800.1) (%95) (asp=asn=glu=gln=aad)
AR12-4  S.sp. CA3, NRPS, 183/205 DPQDFGVIQ
(AGS13526.1) (%89) (asp=asn=glu=gln=aad)
AR12-7  S. thermoluteus subsp. Fuscus,  135/205 DAFTVAAVW
NRPS (BAHE8643) (%66) (phe=trp=phg=tyr=bht)
Streptomyces AR17-5  Nocardiopsis dassonvillei 188/207 DAYFVGGTF
sp. AR17 subsp. dassonvillei DSM (%91) (gly=ala=val=leu=ile=abu=iva)
43111, NRPS
(YP_003682204.1)
AR17-6 S.sp W007, NRPS 130/204 DIWEITADD
(WP_032794009.1) (%64) (asp=asn=glu=gln=aad)
AR17- Bradyrhizobium sp. ORS 285,  111/217 DSTKGHVG
30 NRPS ZP_09476467.1 %51 (asp=asn=glu=gln=aad)
Streot AR24- S.tsukubaensis NRRL18488, 165/208 Substrat1 tahmin edilemedi
replomyces 55 NRPS (ZP_10073265) (%79)
sp. AR24
AR24- S. fungicidicus, enduracidin 157/217 DFWSVGMVH
14 (ABD65956) (%72) (ser=thr=ser-

thr=dht=dhpg=dpg=hpg)
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/664181876?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=VRUWCR3R014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/399629541?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=VRV38WUA014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/399629532?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=VRWTVC12014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/527461341?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=VRWJV2WC015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/695892920?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=VRXM56UV015

Siileyman OZAKIN

Cizelge 4.1. Dejenere primerler ile elde edilen NRPS A domainleri ve biyoinformatik incelemeleri (devamu)

izolat Klon BLASTX Sonuclar: Benzerlik Amino asit substratina
adi (GenBank giris no) (%) baglanma bélgesi (baglandig:
amino asit)
Streptomyces AR24-6  S.hygroscopicus sp. 116/207 DALWWGVVF
sp. AR24 hygroscopicus, NRPS (%56) (gly=ala=val=leu=ile=abu=iva)
(BAH68620)
AS25- Actinoplanes sp. SE50/110, 100/216 DALGMGFVN
10 NRPS (YP_006263978) (%46) e
(orn=lys=arg)
AS25-6  C.coralloides DSM 2259, 115/215 DVWHFSLID (ser=thr=ser-
NRPS (YP_005370175) (%53) thr=dht=dhpg=dpg=hpg)
AS25- S.avermitilis MA-4680, NRPS  164/213 Substrat1 tahmin edilemedi
13 (NP_821778) (%77)
Streptomyces AS28-7  S. sp. 10-28-9, NRPS 155/201 Substrati tahmin edilemedi
sp. AS28 (BAH68798) (%77)
AS28-8  S. venezuelae ATCC 10712, 187/211 Substrat: tahmin edilemedi
bacillibactin (CCA60345) (%89)
Streptomyces AS29-5  S. sp.Pol013, NRPS 209/216 DINYWGGIG
sp. AS29 (AEW23428.1) (%97) (orn=lys=arg)
AS29-2 S. avermitilis MA-4680, NRPS  165/205 Substrat1 tahmin edilemedi
(NP_821778) (%80)
AS29-3  S. glaucescens, NRPS 184/212 DLYNLSLIW
(AIR96919.1) (9%87) (©y9)
AS29-6  Actinoplanes sp. N902-109, 145/211 DAFFLGGTF
NRPS (AGL19083.1) (%69) (gly=ala=val=leu=ile=abu=iva)
AS29-8  S.sp. NRRL S-37, NRPS 186/218 DLFNMSLIW
(WP_030861585.1) (%85) (cys)
Streptomyces AS31-2  S. coeruleoprunus, NRPS 210/218 DMENLGLIN
sp. AS31 (BAH68712) (%96) (orn=lys=arg)
AS31-6  Ssp. CA12-1, NRPS 172/211(%82) Substrati tahmin edilemedi

(AFP49773.1)
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/363419025?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=VRXV2Y83014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/692320716?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=VRY3M0HB014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/492007763?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=VRY85BUN014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/664333365?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=VRYEENRD015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/399629451?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=VRZED3TT014

4. BULGULAR VE TARTISMA

Cizelge 4.1. Dejenere primerler ile elde edilen NRPS A domainleri ve biyoinformatik incelemeleri (devami)

izolat Klon BLASTX Sonuclar: Benzerlik Amino asit substratina
adi (GenBank giris no) (%) baglanma bélgesi (baglandigi
amino asit)
Streptomyces AS31-7  S.sp. AS28, NRPS, 201/206 Substrati tahmin edilemedi
sp. AS31 (AFP49738.1) (%98)
AS31- S. clavuligerus ATCC 27064,  159/218 DVGEIGSVD
10 NRPS / PKS (%73) (orn=lys=arg)
(ZP_06775082)
Streptomyces AS34-1  S. glomerochromogenes, 181/214 DVDENGNVT
0,
sp. AS34 NRPS (BAH68439) (%85) (asp=asn=glu=gln=aad)
AS34-3  Streptosporangium sibiricum ,  147/217 Substrat1 tahmin edilemedi
sibiromycin (ACN39727) (%68)
AS34-4 S, sp. BAH26 185/214 DVWHFSLVD
0,
(AGS13593.1) (%86) (ser=thr=ser-
thr=dht=dhpg=dpg=hpg)
AS34-8  S. griseus subsp. rhodochrous, 137/212 DIYWIGGSL
0,
NRPS (BAH68550) (%65) (gly=ala=val=leu=ile=abu=iva)
AS34- S. coelicoflavus ZG0656, 179/201 DLTKVGAVN
1 NRPS (%89) (asp=asn=glu=gln=aad)
(ZP_13045408)
Streptomyces AS36-1  S.sp. M-17, NRPS 189/206 Substrati tahmin edilemedi
sp- AS36 (ACM45801) (%92)
AS36-2  S.sp. DpondAA-B6, tyrocidine  150/210 DLYNLSLIW
(WP_037748871.1) (%71) (cys)
AS36-3  S.griseolus, NRPS 186/208 Substrati tahmin edilemedi
(BAH68411.1) (9%89)
Streptomyces AS37- S.griseoflavus Tu4000, NRPS  152/216 DVWHFSLVD
sp. AS37 14 (ZP_07313267) (%70)

(ser=thr=ser-
thr=dht=dhpg=dpg=hpg)
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/399629351?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=VRZNZTX9014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/527461475?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=VS0B78C0015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/739898287?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=9&RID=VS14B5TY015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/238769693?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=VS0YKPAZ014

Siileyman OZAKIN

Cizelge 4.1. Dejenere primerler ile elde edilen NRPS A domainleri ve biyoinformatik incelemeleri (devamu)

izolat Klon BLASTX Sonuclar: Benzerlik Amino asit substratina
adi (GenBank giris no) (%) baglanma bélgesi (baglandig:
amino asit)
Streptomyces AS37- S.bingchenggensis BCW-1, 171/207 DVQFFAQII
sp. AS37 12 NRPS (YP_004959212) (%83) .
(pro=pip)
AS37- S.albus J1074, actinomycin 103/203 DFWNVGAVV
0
18 (ZP_06589153) (%51) (ser=thr=ser-
thr=dht=dhpg=dpg=hpg)
AS37- S.turgidiscabies, NRPS 197/221 DFWNVGMVH
0
21 (BAH68764) (%689) (ser=thr=ser-
thr=dht=dhpg=dpg=hpg)
AS37- S.hygroscopicus ATCC 53653, 210/217 DMENLGLIN
26 NRPS (ZP_07292125) (%97) e
(orn=lys=arg)
Streptomyces AS40-1  S. tsukubaensis NRRL18488, 160/204 DAWTVAAVC
sp. AS40 NRPS (ZP_10073266) (%78) (phe=trp=phg=tyr=bht)
AS40-2  S. coeruleoprunus, NRPS 206/214 DMENLGLIN
(BAH68712) (%96) (orn=lys=arQ)
Streptomyces AS41-1  S.sioyaensis, NRPS 102/214 Substrati tahmin edilemedi
0
sp. AS41 (AC094998) (%48)
AS41-2  S.venezuelae, yersiniabactin 151/221 DLYNLSLIW
0
(CCA53799) (%68) (cy9)
Streptomyces ASH47-  S.sp AS25-10, NRPS 2071207 Substrati tahmin edilemedi
sp. ASH47 1 (AFP49734.1) (%100)
ASH47-  S.sp AS25-1, NRPS 207/207 Substrat1 tahmin edilemedi
2 (AFP49733.1) (%100)
ASHA47-  S. coeruleoprunus NRPS 211/219 DMENLGLIN
4 (BAH68712) (%96) (orn=lys=arg)
ASH47-  S.sp CA18,NRPS 212/212 DFWHFGQID
8 (AGS13566.1) (%100) (ser=thr=ser-

thr=dht=dhpg=dpg=hpg)
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/399629341?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=VS1R4880014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/399629338?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=VS1X2SH3014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/527461421?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=VS1HDR51015

4. BULGULAR VE TARTISMA

Cizelge 4.1. Dejenere primerler ile elde edilen NRPS A domainleri ve biyoinformatik incelemeleri (devami)

izolat Klon BLASTX Sonuclar: Benzerlik Amino asit substratina
adi (GenBank giris no) (%) baglanma bélgesi (baglandigi
amino asit)
Streptomyces BA1-1 S.sp. AS41-1, NRPS 202/204 Substrati tahmin edilemedi
sp- BAL (AFP49803.1) (%99)
BA1-8 Micromonospora sp. ML1, 158/216 DLYDLSLVW
NRPS (CAJ34370) (%73) (cys)
Streptomyces BA2-1 Micromonospora globosa, 140/220 DPFYLALVT
sp. BA2 NRPS (WP_030268851.1) (%63) (val=leu=ile=abu=iva)
BA2-2 S. purpureus, NRPS 149/206 DILQLGVIW
(BAH68577) (%72) (gly=ala=val=leu=ile=abu=iva)
BA2-4 S. sp. CA19, NRPS 148/205 DAWTVAAVC
(AGS13665.1) (%72) (phe=trp=phg=tyr=bht)
BA2-6 S. purpeofuscus ,NRPS 165/214 Substrat1 tahmin edilemedi
(BAH68582) (%77)
BA2-7 S. anulatus, NRPS 149/210 Substrati tahmin edilemedi
(ADG27359) (%71)
BA2-17 S.sp. BAH26, NRPS 201/212 DVWHFSLVD
(AGS13593.1) (%95) (ser=thr=ser-
thr=dht=dhpg=dpg=hpg)
Streptomyces BA3-1 S. sp. el4, NRPS 211/222 Substrati tahmin edilemedi
sp. BA3 (ZP_06711701.1) (%95)
BA3-5 Clostridium cellulolyticum 124/217 DLYNMSLIW
H10, NRPS (YP_002505319)  (%57)
(cys)
Streptomyces BAS5-1 Actinoplanes friuliensis, 127/211 Substrati tahmin edilemedi
sp. BAS friulimicin (CAM56770) (%60)
BA5-6 Rhodococcus fascians D188, 173/228 DVWSIAMVH
NRPS (AET25251) (%76)

(ser=thr=ser-
thr=dht=dhpg=dpg=hpg)
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/399629541?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=VS27E2XG014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/663232534?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=6&RID=VT0JAX17015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/527461619?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=VT0964B2015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/527461475?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=VT02FFTN015

Siileyman OZAKIN

Cizelge 4.1. Dejenere primerler ile elde edilen NRPS A domainleri ve biyoinformatik incelemeleri (devamu)

izolat Klon BLASTX Sonuclar: Benzerlik Amino asit substratina
adi (GenBank giris no) (%) baglanma bélgesi (baglandig:
amino asit)
Streptomyces BAb-12  S.hygroscopicus subsp. 182/213 DALLTGSVV
sp. BA5 jinggangensis, NRPS (%85) he=tro=pha=tvr=
e=trp=phg=tyr=bht
(YP_006249266) (phe=trp=phg=tyr=bht)
Streptomyces BA11-4  S.sp.03-12B, NRPS 106/205 DIWELTADD
0
sp. BA1l (BAH68789) (%52) (asp=asn=glu=gln=aad)
BAl11-2 S.sioyaensis, NRPS 99/211 (%47)  Substrati tahmin edilemedi
(ACO094998)
BAll- P.mucilaginosus KNP414, 112/210 DAFWLGATF
32 tyrocidine (YP_005313259) (%53) (gly=ala=val=leu=ile=abu=iva)
Streptomyces BA12-1  S. viridochromogenes DSM 213/218 DINYWGGIG
sp. BA12 40736, NRPS (ZP_07301719) (%98) (om=lys=arg)
BA12-3  S.sp, BAH20-1, NRPS 212/214 DMENLGLIN
(AFP49754.1) (%99) (om=lys=arg)
BA12- S.sp AAH68, NRPS 173/217 DFWSVGMVH
10 (AGS13639.1) (%80) (ser=thr=ser-
thr=dht=dhpg=dpg=hpg)
BAl12- S. griseus subsp. formicus, 147/221 DFWSVGMVH
0
11 NRPS (BAH68585) (%67) (ser=thr=ser-
thr=dht=dhpg=dpg=hpg)
BA12- S. lavendularectus, NRPS 98/189 DAWFLGVIA
15 (BAHG8447) (%52) (gly=ala=val=leu=ile=abu=iva)
BAl2- S. ribosidificus, NRPS 131/205 DAWCVAAVC
20 (BAHE8520) (%64) (phe=trp=phg=tyr=bht)
Streptomyces BA14-1  S.sp .CS44, NRPS 199/206 DVFESGGVA
sp. BA14 (AGS13538.1) (%97) (ser=thr=ser-

thr=dht=dhpg=dpg=hpg)
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/399629393?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=VT1B2U44014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/527461567?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=VT1JRT3Z014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/527461365?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=VWZ30V0U01R

4. BULGULAR VE TARTISMA

Cizelge 4.1. Dejenere primerler ile elde edilen NRPS A domainleri ve biyoinformatik incelemeleri (devami)

izolat Klon BLASTX Sonuclar: Benzerlik Amino asit substratina
adi (GenBank giris no) (%) baglanma bélgesi (baglandigi
amino asit)
Streptomyces BA14-2  S.sp. AA59-2, NRPS 186/214 Substrati tahmin edilemedi
sp. BAl4 (AFP49800.1) (%87)
BA14-6 S.sp. BS44, NRPS 152/208 DSALIAEVW
(AGS13660.1) (%73) (val=leu=ile=abu=iva)
BA14-9 S. fimbriatus, NRPS, 142/208 DFWNVGMVH
(BAHG8718) (%68) (ser=thr=ser-
thr=dht=dhpg=dpg=hpg)
BA14- S. sp. PCS3-D2,NRPS 192/213 DMYNFGLIH
1 (EYU68217.1) (%90) (cys)
BA14- S.sp. AS31, NRPS 196/208 Substrat1 tahmin edilemedi
20 (AGS13614.1) (%94)
Streptomyces BAH20-  S.hygroscopicus ATCC 53653, 216/220 DMENLGLIN
sp. BAH20 1 NRPS (ZP_07292125) (%98) o
(orn=lys=arg)
BAH20- S.viridochromogenes, 193/225 DFQFFGIAA
9 laspartomycin (AEG64696 %86 .
partomycin ( ) (%86) (pro=pip)
Streptomyces BAH26- S. ends, NRPS 155/211 DLYNMSLIW
sp.BAH26 1 (BAH68616.1) (%73) (cys)
BAH26- S.sp. BA2,NRPS 201/212 DVWHFSLVD
2 (AGS13600.1) (%95) (ser=thr=ser-
thr=dht=dhpg=dpg=hpg)
BAH26- S.sp. NRRL WC-3742, NRPS  136/216 DVEFVGQNV
4 (WP_031064510.1) (9%63) (pro=pip)
Streptomyces BAH28- S. lividoclavatus, NRPS 157/217 DFWNIGMVI
sp. BAH28 5 (BAH68565) (%72) (ser=thr=ser-

thr=dht=dhpg=dpg=hpg)
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/399629532?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=VWZ8806J01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/527461609?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=VWZFKJHD01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/606221065?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=18&RID=VWZV05PM01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/527461517?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=VX009Y9G01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/527461489?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=VX0B061V01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/664549331?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=VX0FZXHX01R

Siileyman OZAKIN

Cizelge 4.1. Dejenere primerler ile elde edilen NRPS A domainleri ve biyoinformatik incelemeleri (devamu)

izolat Klon BLASTX Sonuclar: Benzerlik Amino asit substratina
adi (GenBank giris no) (%) baglanma bélgesi (baglandig:
amino asit)
Streptomyces BAH28- S. cinereospinusgi, NRPS, 185/214 Substrati tahmin edilemedi
sp. BAH28 6 (BAH68708) (%86)
BAH28- S. auranticus, Mycosubtilin 211/216 DINYWGGIG
13 (WP_016639378.1) (%98) (orn=lys=arg)
Streptomyces BAH46- S.arenicola CNS-205, NRPS 132/209 DALFIGLVA
0
sp. BAR46 2 (YP_001539321) (%663) (gly=ala=val=leu=ile=abu=iva)
BAH46- S.baarnensis, NRPS 132/214 DVWHLSLID (ser=thr=ser-
0 = = = =
11 (BAH68670) (62%) thr=dht=dhpg=dpg=hpg)
BAH46-  S.bingchenggensis BCW-1, 125/203 DAWTAAAIC
0,
17 NRPS (YP_004959618) (%62) (phe=trp=phg=tyr=bh)
BAH46-  S.griseus subsp. griseus NBRC  163/224 DAQEGGLVD
30 13350, NRPS (%73) (asp=asn=glu=gln=aad)
(YP_001821960)
BAH46- S.griseus subsp. griseus NBRC  149/217 Substrati tahmin edilemedi
9 13350, NRPS (%69)
(YP_001821961)
Streptomyces BR57- S.purpureus KA281, NRPS 116/207 DIVQIGVVW
0
sp.BRST 15 (BAHG8STT) (%56) (gly=ala=val=leu=ile=abu=iva)
BR57- S.albidus, NRPS 215/218 DAWQFGFIN
0,
21 (BAH68629) (%99) (asp=asn=glu=gln=aad)
BR57- Hemiphyllodactylus 130/220 Substrati tahmin edilemedi
19 aurantiacus DSM 785, NRPS  (%59)
(YP_001544801)
Streptomyces BS29-5  Rhodococcus fascians D188, 182/224 DVWSVAMVH
sp. BS29 NRPS (AET25251) (%81)

(ser=thr=ser-
thr=dht=dhpg=dpg=hpg)
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/514916927?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=11&RID=VX0REEVA01R

4. BULGULAR VE TARTISMA

Cizelge 4.1. Dejenere primerler ile elde edilen NRPS A domainleri ve biyoinformatik incelemeleri (devami)

izolat Klon BLASTX Sonuclar: Benzerlik Amino asit substratina
adi (GenBank giris no) (%) baglanma bélgesi (baglandigi
amino asit)
Streptomyces BS29-8  S.nigrogriseolus, NRPS 156/217 DAWQFGLIN
0
sp. BS29 (BAH68452) (%72) (asp=asn=glu=gIn=aad)

BS29-7  Acidovorax avenae subsp. 100/211 DFWHFGQID
avenae ATCC 19860, NRPS (%47)

ser=thr=ser-
(YP_004236113) (

thr=dht=dhpg=dpg=hpg)

Streptomyces BS32-3  S. achromogenes, TomA 182/209 AAISLSGSI
sp. BS32 (ACN39014) (%87) (val=leu=ile=abu=iva)
BS32-5 S.atroolivaceus, NRPS 185/200 Substrat1 tahmin edilemedi
(WP_033302102.1) (%93)
BS32- S.scabrisporus, NRPS 157/198 FSVAAYA
10 (WP_040877368.1) (%79) (ser=thr=ser-
thr=dht=dhpg=dpg=hpg)
Streptomyces BS33-1  Actinokineospora 137/203 Substrati tahmin edilemedi
sp. BS33 spheciospongiae siderefor, (%67)
(EWC59380.1)
BS33-2  S. sp. PBH53, bacillibactin 144/196 Substrat: tahmin edilemedi
(AKN68643.1) (%73)
BS33-4  S. stramineus, NRPS 204/219 DFWNVGMVH
(BAH68592) (%93) (ser=thr=ser-
thr=dht=dhpg=dpg=hpg)
BS33-7  S.rubellomurinis, NRPS 167/217 DADDQTLVD
(WP_045705748.1) (%79) (ser=thr=ser-
thr=dht=dhpg=dpg=hpg)
Streptomyces BS39-1  S.sp. CA18, NRPS 213/213 DFWHFGQID
sp. BS39 (AGS13566.1) (%100) (ser=thr=ser-
thr=dht=dhpg=dpg=hpg)
BS39-3  S.sp. SS, indigoidine 189/213 DAWQFGLIN
(WP_017237530.1) (%89) (asp=asn=glu=gln=aad)
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/702899588?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=VX1B8EW001R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/750595499?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=VX1HB45Z01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/582999756?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=9&RID=VX1YMRTV01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/852460848?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=VX27W27J01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/783219982?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=VX1R7GS401R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/527461421?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=VX2J08YY01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/515806777?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=VX2RVG8J01R

Siileyman OZAKIN

Cizelge 4.1. Dejenere primerler ile elde edilen NRPS A domainleri ve biyoinformatik incelemeleri (devamu)

izolat Klon BLASTX Sonuclar: Benzerlik Amino asit substratina
adi (GenBank giris no) (%) baglanma bélgesi (baglandigi
amino asit)
Streptomyces BS39-6  S.sp.BS29-5, NRPS 214/214 DVWSVAMVH
sp. BS39 (AFP49805.1) (%100) (ser=thr=ser-
thr=dht=dhpg=dpg=hpg)
BS39-9  S.sp. 43-30-14, NRPS 154/215 DVWHISLVD
BAH68817.1 (%72) (ser=thr=ser-
thr=dht=dhpg=dpg=hpg)
BS39- S. marinus, NRPS 156/217 DIWEVTADD
16 (BAI144085) (%72) (ser=thr=ser-
thr=dht=dhpg=dpg=hpg)
Streptomyces BS40-4  S. microspores, NRPS, 185/194 DALWWGGVF
sp. BS40 (BAHG8451) (%95) (val=leu=ile=abu=iva)
BS40-6  S. rimosus, NRPS 186/225 DVWHFSLVD
(WP_030635683.1) (%83) (ser=thr=ser-
thr=dht=dhpg=dpg=hpg)
BS4 S.rubellomurinis, NRPS 173/215 DTEDLGLVD
0-8 (WP_045705748.1) (%80) (asp=asn=glu=gln=aad)
BS40- S.cattleya NRRL 8057, NRPS, 151/204 DLTKVGEVG
17 (AEW95038.1) (%74) (asp=asn=glu=gln=aad)
Streptomyces BS44-1 S, scabiei, NRPS 195/205 DVWHVGAVD
sp. BS44 (WP_037699247.1) (%95) (ser=thr=ser-
thr=dht=dhpg=dpg=hpg)
BS44-3  Myxococcus xanthus, 120/195 Substrati tahmin edilemedi
NRPS/PKS (CCA29203) (%62)
BS44-4  S. griseus subsp. griseus 179/200 DILQLGLIW
NBRC 13350, NRPS/PKS 0 L
(YP_001828288) (%90) (gly=ala=val=leu=ile=abu=iva)
BS44-8  S.sp. BAl4, NRPS 152/208 DSALIAEVW
(AGS13534.1) (%73) (phe=trp=phg=tyr=bht)
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/399629547?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=VX2ZA08101R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/664097854?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=VX3EUWS101R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/783219982?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=VX3KD80K01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/365806822?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=VX3R22SC01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/739848382?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=VX466FWS01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/527461357?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=VX41M1SC01R

4. BULGULAR VE TARTISMA

Cizelge 4.1. Dejenere primerler ile elde edilen NRPS A domainleri ve biyoinformatik incelemeleri (devami)

izolat Klon BLASTX Sonuclar: Benzerlik Amino asit substratina
adi (GenBank giris no) (%) baglanma bélgesi (baglandigi
amino asit)
Streptomyces BS44- S. sp. OAct 113, NRPS 131/202 DAYWWGGVF
sp. BS44 10 (AFX82107) (%65) (gly=ala=val=leu=ile=abu=iva)
Streptomyces BSH50-  S.roseosporus NRRL 11379, 149/219 DARSHGLVN
0,
sp. BSH50 1 NRPS (ZP_04713303) (%68) (asp=asn=glu=gIn=aad)
BSH50-  S. sp.el4, enterobactin 179/209 DVWHFSLVD
0,
15 (ZP_06710581) (%086) (ser=thr=ser-
thr=dht=dhpg=dpg=hpg)
BSH50-  S. macromomyceticus, NRPS 172/209 Substrat1 tahmin edilemedi
6 (BAH68554) (%82)
BSH50-  S. flavogriseus ATCC 33331, 143/211 Substrat1 tahmin edilemedi
14 NRPS (YP_004921076) (%68)
BSH50-  Chitinophaga pinensis DSM 91/203 DLFNNALTY
19 2588, NRPS (YP_003123086) (%45) (gly=ala=val=leu=ile=abu=iva)
BSH50-  S.hygroscopicus ATCC53653, 206/215 Substrati tahmin edilemedi
27 NRPS (ZP_07292125) (%96)
BSH50-  Actinomycete GW31-48, 132/207 DAWTVAAVC
0,
42 NRPS (AEE69398) (%64) (phe=trp=phg=tyr=bht)
BSH50- Micromonospora sp. ATCC 172/210 DVWHVSLVD
43 39149, NRPS (ZP_04608967)  (%82) e
(ser=thr=ser-
thr=dht=dhpg=dpg=hpg)
Streptomyces CA3-1 S.sp. NRRL S-515, NRPS 203/215 DLAESGAVD
sp. CA3 (WP_030903327.1) (%94) (orn=lys=arg)
CA3-3 S. macrosporeus, NRPS, 209/218 DMENLGLIN
BAH68572.1 (%96) (orn=lys=arg)
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/664376549?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=VX4KND1Z01R

Siileyman OZAKIN

Cizelge 4.1. Dejenere primerler ile elde edilen NRPS A domainleri ve biyoinformatik incelemeleri (devamu)

izolat Klon BLASTX Sonuclar: Benzerlik Amino asit substratina
adi (GenBank giris no) (%) baglanma bélgesi (baglandig:
amino asit)
Streptomyces CA3-9  S.sp. AR12, NRPS 183/205 DVWECGFIQ
sp. CA3 (AGS13624.1) (%89) (ser=thr=ser-
thr=dht=dhpg=dpg=hpg)
Streptomyces CA11l-1 S.sp. ID05-A0433, NRPS 140/174 DPYQIGTLF
sp. CALL (BAH68899) (%80) (val=leu=ile=abu=iva)
CA11-3 S.sp. CAl13, NRPS 186/189 Substrat1 tahmin edilemedi
(AGS13571.1) (%98)
CAl11-4 S. anulatus, NRPS 136/206 Substrat1 tahmin edilemedi
(BAH68589.1) (%66)
CAll- S. ipomoeae 91-03, dimodular ~ 170/209 DVWHVSLVD
16 NRPS (%81) (ser=thr=ser-
(EKX62555.1) thr=dht=dhpg=dpg=hpg)
CAl1- S. scabiei, NRPS (BAH68490)  132/202 Substrati tahmin edilemedi
23 (%65)
Streptomyces CA12-1  Frankia sp. Ccl3, NRPS 147/213 Substrati tahmin edilemedi
0
sp. CA12 (YP_481556) (%69)
CAl2- Streptomyces sp. 100/190 Substrati tahmin edilemedi
13 Sp080513SC-05, NRPS (%53)
(BAI44097)
CAl2- Uncultured soil bacterium, 143/208 DASTVAAVC
9
11 NRPS (ADK54819) (%69) (phe=trp=phg=tyr=bht
CAl2- S. sp. 307-9, triandamycin 141/213 Substrati tahmin edilemedi
17 (ADC79642) (%66)
Streptomyces CA13-1  S.sp.CA18, NRPS 213/213 DFWHFGQID
sp. CA13 (AGS13566.1) (%100)

(ser=thr=ser-
thr=dht=dhpg=dpg=hpg)
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/527461537?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=VX4XMFS101R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/527461431?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=VX55XA8G01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/428663172?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=VX5KKMBZ01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/527461421?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=VX5ZRMAV01R

4. BULGULAR VE TARTISMA

Cizelge 4.1. Dejenere primerler ile elde edilen NRPS A domainleri ve biyoinformatik incelemeleri (devami)

izolat Klon BLASTX Sonuclar: Benzerlik Amino asit substratina
adi (GenBank giris no) (%) baglanma bélgesi (baglandigi
amino asit)
Streptomyces CA13-4  S.sp. ASH47, NRPS 217/217 DMENLGLIN
0
sp. CA13 (AGS13607.1) (%100) (orn=lys=arg)
CAl3- S.sp. CAl1l, NRPS 186/189 Substrati tahmin edilemedi
22 (AGS13576.1) (%98)
CAl3- S. sp. AR4, NRPS 211/211 DLYNMSLIW
23 AGS13631.1 %100
( ) (%100) 9
CA13- S.sp. BAH46-11, NRPS, 156/216 DVWHVSLID
28 (AFP49804.1) (%72)

(ser=thr=ser-
thr=dht=dhpg=dpg=hpg)

CAl3- S. viridochromogenes, NRPS 187/207 DATKMGHVG
0
29 (WP_048580739.1) (%93) (asp=asn=glu=gln=aad)
Streptomyces CA16-3  S. noursei, NRPS 118/221 Substrati tahmin edilemedi
0,
sp. CAl6 (BAH68405) (%53)
CA16-7  Streptomyces sp. 161/227 DVWHFSLVD
Sp080513SC-05, NRPS (%71) e
BAI44096 (ser=thr=ser-
( ) thr=dht=dhpg=dpg=hpg)
CAlG6- Myxococcus xanthus, 140/220 DVWHFSLVD
12 althiomycin (CCA29202) (%64)

(ser=thr=ser-
thr=dht=dhpg=dpg=hpg)

Streptomyces CA17-3  Amycolatopsis mediterranei 157/217 DLYNMSLIW
0
sp. CALT U32, NRPS (YP_003770394)  (72) (cys)
CA17-2  S. verticillus, NRPS 181/212 DVWHISLVD
0
(AAG02359) (%85) (ser=thr=ser-
thr=dht=dhpg=dpg=hpg)
CAl7- Streptosporangium roseum 149/214 DLYNISMIW
24 DSM 43021, NRPS (%70)

(YP_003339431) (©¥s)
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/527461503?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=VX64VK7E01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/527461441?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=VX68XMBH01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/527461551?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=VX6D4C6Z01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/399629544?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=VX6H30M201R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/873304868?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=VX5TZDG501R

Siileyman OZAKIN

Cizelge 4.1. Dejenere primerler ile elde edilen NRPS A domainleri ve biyoinformatik incelemeleri (devamu)

izolat Klon BLASTX Sonuclar: Benzerlik Amino asit substratina
adi (GenBank giris no) (%) baglanma bélgesi (baglandig:
amino asit)
Streptomyces CA18-1  S.sp. M-17, NRPS 189/206 Substrati tahmin edilemedi
sp. CA18 (ACM45801) (%92)
CAl18-2  S.sp. ASH47, NRPS 217/217 DMENLGLIN
0
(AGS13607.1) (%100) (orn=lys=arg)
CAl18-3 S.sp.CA13, NRPS 213/213 DFWHFGQID
(AGS13661.1) (%100)

(ser=thr=ser-
thr=dht=dhpg=dpg=hpg)

CA18-5 S. zinciresistens K42 130/193 Substrat: tahmin edilemedi
NRPS/PKS (ZP_08808566) (%67)

CA18-8 S.sp. CA19, NRPS 194/194 DAGMIGAVC

0,
(AGS13558.1) (%100) (val=leu=ile=abu=iva)

CA18-9 S. ambofaciens ATCC 23877, 137/218 DFWSVGMVH

NRPS (CAJ89363) (%63) (ser=thr=ser-

thr=dht=dhpg=dpg=hpg)

CA18- S. bikiniensis, NRPS, 160/209 Substrat1 tahmin edilemedi
11 (BAH68659) (%77)
CA18- S. sp. CA19, NRPS 212/212 DMFNFGVLW
15 (AGS13560.1) (%100) (cy9)
Streptomyces CA19-1  S.sp. AS40, NRPS 215/215 DMENLGLIN
sp. CA19 (AGS13609.1) (%100) (orn=lys=arg)
CA19-3 S.sp.CA18, NRPS 212/212 DMFNFGVLW
(AGS13562.1) (%100) (cy9)
CA19-4  Myxococcus fulvus 124B02, 128/218 DIMFFAQVI
NRPS (AKF82354.1) (%59) (pro=pip)
CA19-9 S.sp.CA18, NRPS 194/194 DAGMIGAVC
(AGS13564.1) (%100) (phe=trp=phg=tyr=bht)
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/527461503?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=VX6VHW3E01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/527461611?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=VX6ZSRYA01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/527461405?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=VX7DBV1101R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/527461409?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=VX7VETV401R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/527461507?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=6&RID=VYCB5T3S014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/527461413?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=VYCV4DGU015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/817713153?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=7&RID=VYCZENBT015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/527461417?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=VYD5J8JN015

4. BULGULAR VE TARTISMA

Cizelge 4.1. Dejenere primerler ile elde edilen NRPS A domainleri ve biyoinformatik incelemeleri (devami)

izolat Klon BLASTX Sonuclar: Benzerlik Amino asit substratina
adi (GenBank giris no) (%) baglanma bélgesi (baglandigi
amino asit)
Streptomyces CA19-  S.sp.CA24, NRPS 204/213 DINYWGGIG
sp. CA19 11 (AGS13666.1) (%96) (orn=lys=arg)
CA19-  S.sp.BS29-7, NRPS 209/210 DFWHFGQID
16 (AFP49764.1) (%99) (ser=thr=ser-
thr=dht=dhpg=dpg=hpg)
CAl9- S.sp. NRRL S-920, NRPS 170/201 DASTVAAVC
26 (WP_037895867.1) (%85) (phe=trp=phg=tyr=bht)
Streptomyces CA21-3  Micromonospora sp. ATCC 149/211 DLFNCALTY
sp. CA21 39149, NRPS (ZP_04604018)  (%71) (gly=ala=val=leu=ile=abu=iva)
CA21-4  S.propurpuratus, NRPS 78/217 (%36)  Substrati tahmin edilemedi
(BAH68540)
CA21- S.sp. C NQ-418, NRPS 160/201 Substrat1 tahmin edilemedi
17 (AFP87519) (%80)
CA21- Actinoplanes sp. SE50/110, 143/212 DLPKVAEVG
27 NRPS (YP_006263979) (%67) (asp=asn=glu=gln=aad)
Streptomyces CA24-1  S. lividans, CDA 168/202 DLTKIGAVN
sp. CA24 (WP_016326485.1) (%83) (asp=asn=glu=gln=aad)
CA24-6 S.sp. ID05-A0109, NRPS 203/210 DVWHFSLVD
BAH68862.1 (%97) (ser=thr=ser-
thr=dht=dhpg=dpg=hpg)
CA24-  S.sp.AS29, NRPS 208/215 DINYWGGIG
12 (AGS13621.1) (%97) (orn=lys=arg)
CA24- S. sp. NBRC, NRPS 198/202 DILQLGLIW
17 (BAH68426.1) (%98) (gly=ala=val=leu=ile=abu=iva)
Streptomyces CA28-1  S.sp. M-17, NRPS 188/204 Substrati tahmin edilemedi
sp. CA28 (ACM4580) (%92)
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/527461621?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=VYCP7ZEV014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/399629424?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=5&RID=VYDG2AG2015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/740046220?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=VX814X5A01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/511096015?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=8&RID=VYDY15JZ015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/527461531?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=VYDSXM60015

Siileyman OZAKIN

Cizelge 4.1. Dejenere primerler ile elde edilen NRPS A domainleri ve biyoinformatik incelemeleri (devamu)

izolat Klon BLASTX Sonuclar: Benzerlik Amino asit substratina
adi (GenBank giris no) (%) baglanma bélgesi (baglandig:
amino asit)
Streptomyces CA28- S.vinaceusdrappus, NRPS 119/196 DMYNLGLIH
0
sp. CA28 11 (AEF16059) (%61) (cys)
Streptomyces CAH29-  Lyngbya majuscule, 138/209 DGWTISGVC
i 0
sp. CAH29 10 lyngbyatoxin (AAT12283) (%66) (phe=trp=phg=tyr=bht)
CAH29- S. kitasatoensis, NRPS 205/221 DFWNVGMVH
0
18 (BAH68475) (%93) (ser=thr=ser-

thr=dht=dhpg=dpg=hpg)

CAH29- Kribbella flavida DSM 17836, 121/213 Substrat1 tahmin edilemedi
9 NRPS (YP_003381971) (%57)
CAH29- Amycolatopsis mediterranei 159/219 DLYNMSLIW
13 U32, NRPS (YP_003770394)  (%73)
(cys)
Streptomyces CAH33-  S. aurantiacus,Mycosubtilin 211/214 DINYWGGIG
sp. CAH33 1 (WP_016639378.1) (%99) (orn=lys=arg)
CAH33- Catenulispora acidiphila, 187/203 Substrati tahmin edilemedi
12 NRPS (WP_015794870.1) (%92)
CAH33- S.sp. CNQ431, gramicidin 114/217 DMPKAGEVG
6 (WP_033946727.1) (%53) (asp=asn=glu=gln=aad)
CAH33- S. violaceorubidus, NRPS 128/208 DFWSVGIVH
9 (BAHG8735) (%62) (ser=thr=ser-

thr=dht=dhpg=dpg=hpg)

CAH33- S. marinus, NRPS 151/207 DFFSVGMVH

18 (BAI44084) (%73) (ser=thr=ser-

thr=dht=dhpg=dpg=hpg)

Streptomyces CS38-1  S. ochraceiscleroticus, 134/198 Substrati tahmin edilemedi
sp. CS38 bacillibactin (%71)
(WP_031061687.1)
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/514916927?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=12&RID=VYESE550015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/506275095?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=VYEZ7XRN015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/730242918?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=7&RID=VYF3S42N014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/664546437?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=15&RID=VYFG7499015

4. BULGULAR VE TARTISMA

Cizelge 4.1. Dejenere primerler ile elde edilen NRPS A domainleri ve biyoinformatik incelemeleri (devami)

izolat Klon BLASTX Sonuclar: Benzerlik Amino asit substratina
adi (GenBank giris no) (%) baglanma bélgesi (baglandigi
amino asit)
Streptomyces CS38-2  S.sp. NRRL S-920, NRPS 185/205 DASTIAAVC
sp. CS38 (WP_037895867.1) (%90) (phe=trp=phg=tyr=bht)
CS38-6  S.iranensis, NRPS 166/203 DMTKVGEVG
(CDR08916.1) (%82) (asp=asn=glu=gln=aad)
CS38- S. aurantiacus JA 4570, 176/211 DVWHFSLVD
10 gramicidin (EPH46596.1) (%83) (ser=thr=ser-

thr=dht=dhpg=dpg=hpg)

CS38- Catenulispora acidiphila DSM  188/203 Substrat1 tahmin edilemedi
14 44928 (YP_003116982) (%93)
Streptomyces CS41-2  S.griseus, NRPS 116/209 DAWVVAAVM
0
sp. CS4l (BAH68699) (%656) (phe=trp=phg=tyr=bht)
CS41-5  Xenorhabdus bovienii SS- 94/235 (%40)  Substrati tahmin edilemedi
2004, NRPS (YP_003468051)
CS41-6  S. endus, NRPS 157/212 DLYNLSLIW
0,
(BAH68616) (674) (cys)
Cs41- Pseudogulbenkiania 122/219 DLFNLSMIW
12 ferrooxidans, NRPS (%56) (cys)
(ZP_03697987) 4
CS41- S.venezuelae ATCC 10712, 191/232 DVWHFSLVD (ser=thr=ser-
32 bacillibactin (CCA60345) (%82) thr=dht=dhpg=dpg=hpg)
Streptomyces CS42-1  S.violens, NRPS 159/218 Substrati tahmin edilemedi
sp. CS42 (WP_030263264.1) (%73)
CS42-2  Saccharomonospora cyanea, 116/209 Substrati tahmin edilemedi
gramicidin (WP_005455422.1) (%56)
CS42-4  S. coeruleoprunus, NRPS 208/222 DMENLGLIN
(BAHG8712) (%94) (orn=lys=arg)
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/740046220?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=VYFWXNDE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/642955301?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=VYG1VWBR014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/514333906?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=VYG7A0MA015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/238770666?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=7HGFZZXA014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/663226603?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=VYGSTZKW015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/491597860?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=6&RID=VYGZZD9N014

Siileyman OZAKIN

Cizelge 4.1. Dejenere primerler ile elde edilen NRPS A domainleri ve biyoinformatik incelemeleri (devamu)

izolat Klon BLASTX Sonuclar: Benzerlik Amino asit substratina
adi (GenBank giris no) (%) baglanma bélgesi (baglandig:
amino asit)
Streptomyces CS42- S. sp. NRRL S-87, NRPS 199/210 DLYNLSLVW
sp. CS42 12 (WP_030202424.1) (%95) (cys)
Streptomyces CS43-1  S. cinnamoneus subsp. 193/212 DFWNVGMVH
sp. €543 af;igg;l;sz’ NRPS (%91) (ser=thr=ser-
( ) thr=dht=dhpg=dpg=hpg)
CS43-2  S. netropsis, NRPS 172/203 DALLVGAVA
(BAH68437) (%85) (phe=trp=phg=tyr=bht)
CS43-3  S.sp. CAL16-3, NRPS 206/209 Substrat1 tahmin edilemedi
(AFP49777.1) (%99)
CS43-7  S.sp. CA16-12, NRPS 207/209 Substrat1 tahmin edilemedi
(AFP49779.1) (%99)
CS43- Myxococcus xanthus, 149/221 DVWHFSLID
22 NRPS/PKS (CCA29203) (%67) (ser=thr=ser-

thr=dht=dhpg=dpg=hpg)

Streptomyces CS44-4  S.sp. BA14, NRPS 199/206 Substrati tahmin edilemedi
sp. CS44 (AGS13536.1) (%97)
CS44- S.sp. NRRL S-813, NRPS 169/240 Substrat1 tahmin edilemedi
16 (WP_030173575.1) %70)

Sekil 4.17°de izolatlara ait A domainlerinin baglanma paketlerinin program tarafindan
tahmin edilen substratlar ile bunlarin yiizdeleri gosterilmektedir. Sonuglar incelendiginde A
domain dizilimlerinin en yiiksek oranmin (%25), bir baglanma paketine sahip olup
substratlar1 tahmin edilmeyen klonlarin olusturdugu tespit edildi. Bunu %23 oraniyla
alifatik yan zincir aminoasitleri (Ser/Thr/Dhpg/Hpgi) izlemektedir. En az oranda ise Pro/pip

aminoasitlerinin substrat olarak kullanildigi program tarafindan tahmin edildi. Ayrica
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/663163322?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=VYGJD4D5014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/399629463?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=VYHPUYAX015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/399629469?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=VYHAAEMG014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/527461361?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=VYHYMYZA015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/663132724?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=VYHZW3SJ015

4. BULGULAR VE TARTISMA

BLASTX analizleri sonucunda izolatlarimiza ait A domain dizilimlerinin %34’niin NCBI
veri tabaninda bilinen dizilimlerle %70’in altindan benzerlik gosterdigi gorildii (Sekil
4.18.).

mcyc

H asp-aad
m gly-iva
B ser-hpg
® phe-bht
Horn-arg
® pro-pip
mval-iva

3%

2%

B Tahmin edilemeyen subsrat

Sekil 4.17. izolatlarm A domain gesitliligi

m BLASTX homolojisi < % 70 m BLASTX homolojisi> %70

Sekil 4.18. izolatlarm A domaini BLASTX analizleri
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4.1.5.2. PKS-1 KS Domainlerinin Biyoinformatik Analizleri

PCR optimizasyonlar1 sonucunda 65 Streptomyces izolatinin 54’iinde piitatif PKS-I
KS domain iiriinii elde edildi. Sekans analizleri sonucunda dogru amplikon biiytikliigiine
sahip (yaklasik 1200 bg) olan 3 izolattan (AAS3, BA3, CS38) kurulan kiitiiphanelerden elde
edilen klonlarin PKS-I diginda baska genlere ait fragmentler verdigi goriildii. Geriye kalan
51 izolatin amplikonlarimin spesifik oldugu ve modular poliketid sentaz genlerinin
domainlerini isaret ettikleri goriildii. Bunlardan ancak 36’sinin kiitiiphaneleri tamamlandi.
Geriye kalan diger kiitiiphanelerde sekanslar bozuk oldugu i¢in bu klonlar gen bankasina
sunulmadi ve bunlara tabloda yer verilmedi. PKS-I mini gen kiitiiphanelerinden rastgele
secilen klonlardan plazmit izolasyonlar1 yapildi. izole edilen rekombinant plazmitler
EcoRl, Pstl ve Mval restriksiyon enzim kesim profillere gére DNA dizi analizi 6ncesinde

gruplandirildi.Bu gruplardan temsili klonlarin DNA dizi analizleri gergeklestirildi.

36 izolata ait KS domaini DNA fragmenlerinin BLASTX analizleri Cizelge 4.2°de
goriilmektedir. Biyoinformatik analizler sonucunda izolatlara ait KS domaini ¢esitliligi ve
PK bilesik sentezleme potansiyelleri degerlendirildi. AA50-1 (olendomycin), BA11-14,
(Ann4), BA12-4 (mycocerosic asit), BSH50-12 (erythromycin), CA19-8 (chlorothricin) ve
CS43-2 (nystatin) klonlarina ait KS domain dizilimleri bilinen gen kiimeleri ile homoloji

gosterdigi tespit edildi.

KS domaini BLASTX analizleri incelendiginde klonlarin yarisindan fazlasinin

homoloji oranin %70’in altinda oldugu goriildii (Sekil 4.19).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Cizelge 4.2. Dejenere primerler ile elde edilen PKS-1 KS domainleri ve biyoinformatik incelemeleri.

izolat Klon adx

BLASTX Sonuglari

(Genbank giris no)

Benzerlik (%)

Streptomyces sp. AA50  AA50-1

Streptomyces sp. AA58  AA58-12

Streptomyces sp. AAH61-6
AAH61

AAH61-12
Streptomyces sp. AAHG67-1
AAHG7
Streptomyces sp. AAHG68-3
AAHG68

AAHG68-6

Streptomyces sp. AR3  AR3-1

AR3-9

AR3-13

S. himastatinicus, oleandomycin

(EFL23221.1)

S.bingchenggensis, PKS-I
(WP_014174583.1)

S. avermitilis, PKS-I
(BAB69304.1)

S. antibioticus, PKS-I
(AAZ77693.1)

S. sp. el4, PKS-I
(WP_009191175.1)

S. sp. FXJ7.023, LobS4
(AGC09499.1)

S. murayamaensis, LanU like protein

(AAOB5353)

S.sp. PRN5, PKS- |
(WP_037963242.1)

S.ruber, PKS-I
(WP_031192560.1)

S. thioluteus, PKS |
(CAE02606)

237/380 (%62)

237/401(%59)

331/385 (%86)

233/410 (%57)

257/396 (%65)

215/401 (%54)

70/114 (%61)

344/379 (%91)

238/340 (%70)

293/419 (%70)
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/302460128?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=58&RID=VYU0019G015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/503940589?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=7&RID=VYXEY585014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/15824140?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=VYXXAJVX014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/73537113?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=9&RID=VYY3J2S4014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/496482605?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=VYYC4JKY015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/440497837?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=5&RID=VYYPFWP3014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/740114361?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=5&RID=VYZ80NDY014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/665675303?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=VYZH9S25015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/41322773?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=2&RID=R9ZNWBCZ015

Siileyman OZAKIN

Cizelge 4.2. Dejenere primerler ile elde edilen PKS-1 KS domainleri ve biyoinformatik incelemeleri. (devami)

izolat Klon ad1 BLASTX Sonuglar Benzerlik (%)
(Genbank giris no)
Streptomyces sp. AR6  ARG6-2 S. sp. ID05-A0098, PKS- | 163/274 (%59)
(BAH67693)
ARG6-3 S. zinciresistens K42, PKS-I 239/271(%88)

(zP_08801518)

AR6-8 S. orinoci, NorA, 165/253(%65)
(CA085896)
AR-10 S.ruber, PKS-I 170/226 (%75)

(WP_031192831.1)

Streptomyces sp. AR17 AR17-1 S. sp. ID05-A0005, PKS- I 76/133 (%57)
(BAH67519)
AR17-9 S. lividans TK24, PKS-I 35/63 (%56)

(ZP_06527466)

Streptomyces sp. AS28  AS28-2 S.mycarofaciens, PKS-I 206/255 (%81)
(BAH67156.1)

Streptomyces sp. AS29  AS29-2 S. sp. FxanaA7, PKS | 239/328 (%73)
(WP_045558330.1)

AS29-3 S. avermitilis MA 4680, PKS- | 205/338 (%60)
(NP_824074)

Streptomyces sp. AS31  AS31-1 S. violaceusniger Tu 4113, PKS- | 170/272(%63)
(YP_004817597)

AS31-11 Pseudonocardia sp. P1, PKS- | 212/312(%68)
(ZP_08124018)

Streptomyces sp. AS40  AS40-4 S. auratus, PKS -I 245/370 (%66)
(WP_006608277.1)
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/665676972?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=VZ2V6RAN014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/238766330?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=VZ30UNCY014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/780326973?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=VZ399NPW014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/493656857?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=VZ3HE39Y014

4. BULGULAR VE TARTISMA

Cizelge 4.2. Dejenere primerler ile elde edilen PKS-1 KS domainleri ve biyoinformatik incelemeleri. (devami)

izolat Klon ad1 BLASTX Sonuglar Benzerlik (%)
(Genbank giris no)
Streptomyces sp. BA2 BA2-2 S. sp. NRRL 11266, PKS -I 280/424 (%66)
(BAE93728)
Streptomyces sp. BA11 BA1l-1 S. aizunensis, PKS | 234/262 (%89)
(AAX98190)
BA11-10 S.sp. Mgl, PKS | 201/240 (%84)
(ZP_05000638)
BAl11-14 S.calvus, Ann4 321/354 (%91)
(AGY30676.1)
Streptomyces sp. BA12 BAl2-1 S. avermitilis, PKS- | 287/389 (%74)
(WP_010982990.1)
BAl12-4 S.leewenhoekii, mycocerosic acid 314/386 (%81)
(CQR60908.1)
Streptomyces sp. BA14 BA14-1 S. violaceusniger Tu 4113, PKS-I 215/353 (%61)
(YP_004814091)
BA14-3 S.sp. CNS654 , PKS-I 280/379 (%74)
(WP_032769686.1)
Streptomyces sp. BAH26-4 S.varsovienses, PKS-I 227/397 (%57)
BAH26 (WP_048832936.1)
Streptomyces sp. BS29  BS29-8 S. hygroscopicus subsp. PKS | 109/194 (%56)
ossamyceticus (BAH67054)
Streptomyces sp. BS32  BS32-2 S. sp. NRRL S-325, PKS-I 322/347 (%93)
(WP_037831754.1)
Streptomyces sp. BS33  BS33-7 S. sp. ID05-A0002, PKS -I 46/52 (%88)

(BAH67501)
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/94467038?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=RA1PYGUK015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/94467038?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=RA1PYGUK015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/62737774?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=4&RID=STWHGW9E014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/62737774?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=4&RID=STWHGW9E014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/551484963?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=VZ44M4X0014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/499291732?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=VZ4C7VKT014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/822877118?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=5&RID=VZ4HUEUD014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/345011737?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=U2WH8C1101S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/695856683?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=VZUK97FG014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/889609426?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=7&RID=VZUX3ERN014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/238766126?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=2&RID=H4J956NK013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/739981600?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=W3TYW5FX01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/238767020?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=H4M19W4E01R

Siileyman OZAKIN

Cizelge 4.2. Dejenere primerler ile elde edilen PKS-1 KS domainleri ve biyoinformatik incelemeleri. (devami)

izolat Klon ad1 BLASTX Sonuglar Benzerlik (%)
(Genbank giris no)

Streptomyces sp. BS40  BS40-4 S. hygroscopicus ATCC53653, 281/374 (%75)
oleandomycin ( EFL23221.1)

Streptomyces sp. BSH50-1 S. viridochromogenes DSM 40736, 171/244 (%70)

BSH50 PKS -1 (ZP_07301993)

BSH50-12 S. auranticus, erythronolide 321/390 (%82)

(WP_016638481.1)

Streptomyces sp. CA3 CA3-4 S. cattleya NRRL 8057, PKS -I 179/268 (%67)
(CCBT78447)

Streptomyces sp. CA12 CA12-2 S. sp. ID05-A0002, PKS | 138/230 (%60)
(BAH67500)

Streptomyces sp. CA13  CA13-1 S.sp. NRRL F-5140, PKS- | 311/368 (%85)
(WP_030956855.1)

Streptomyces sp. CA14 CA14-2 S. afghaniensis, erythronolide 0
(WP_020275884.1) 258/371 (%70)

Streptomyces sp. CA16 CA16-9 S. avermitilis, PKS- | 0
(WP_037653194.1) 336/409 (%82)

Streptomyces sp. CA17 CA1l17-1 S. himastatinicus ATCC 53653, 0
oleandomycin ( EFL23221.1) 2671355 (%75)

Streptomyces sp. CA18 CA18-11 S. davawensis, PKS-I 186/377 (%49)
(WP_015656913.1)

Streptomyces sp. CA19 CA19-2 S. davawensis, PKS-I 186/377 (%49)
(WP_015656913.1)

CA19-8 S. antibioticus, ChiB1 111/202 (%55)

(AAZ77673)
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/302542510?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=H4N2W59M013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/302460128?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=W3UCT82301R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/302549651?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=H01B6R81015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/514915837?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=W3UPA1RJ01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/337769734?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=6TW44XF301S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/238767018?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=H4RC6DV6013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/664432717?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=W3UZTWM601R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/519344635?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=W3VEHU6201R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/739801228?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=W3VTAYH501R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/302542510?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=2&RID=STX5WW7U015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/302460128?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=W3W034YC01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/408528345?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=GZYUF5BP013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/505470130?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=W3WZ2FCE01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/408528345?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=GZYUF5BP013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/505470130?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=W3WZ2FCE01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/73537093?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=GZWZSECM013

4. BULGULAR VE TARTISMA

Cizelge 4.2. Dejenere primerler ile elde edilen PKS-1 KS domainleri ve biyoinformatik incelemeleri. (devami)

izolat Klon ad1 BLASTX Sonuglar Benzerlik (%)
(Genbank giris no)
Streptomyces sp. CA24 CA24-8 S. sp. NRRL F-4835 359/380 (%694)

(WP_037822853.1)

Streptomyces sp. CA28 CAZ28-8 Acetobacteraceae bacterium 16/32 (%50)
AT-5844, PKS- |
(ZP_09396779)

Streptomyces sp. CAH29-20 S. himastatinicus ATCC 53653, 274/364 (%75)
CAH29 oleandomycin ( EFL23221.1)
Streptomyces sp. CS41  CS41-2 S.bikiniensis, PKS-I 211/400 (%53)

(AGO59063.1)

CS41-19 S. sp. 307-9, TamAl 289/358 (%81)
(ADC79637)
Streptomyces sp. CS42  CS42-1 S. pristinaespiralis ATCC 25486, 138/161 (%86)
PKS- 1

(ZP_06909288)

Streptomyces sp. CS43  CS43-2 S. noursei ATCC 11455, NysB 143/228 (%63)
(AF263912)

CS43-3 S. netropsis, PKS-I 234/240 (%98)
(BAH67483)

CS43-16 S. avermitilis, PKS- 1 320/391 (%82)

(WP_037653194.1)
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/34766455?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=4&RID=RA615BMY014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/739972680?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=W3XAYC5V01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/365856769?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=GZH9VKHK013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/302542510?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=2&RID=STX5WW7U015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/302460128?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=W3W034YC01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/514826034?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=W3XS6HKG01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/288965997?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=U5E1FCCW016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/297191890?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=GZ7N8WDH01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/8050849?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=U5EVTR7G013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/238766984?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=U5F1XJRF013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/29828910?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=U5FDFPWB012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/739801228?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=W3XYVPM801R

Siileyman OZAKIN

B BLASTX homolojisi < % 70 B BLASTX homolojisi> %70

Sekil 4.19. Izolatlarm KS domain BLASTX analizleri

4.1.6. Streptomyces sp. CAH29 izolatinin Biyoaktif Dogal Uriiniin Kimyasal

Yapisimin Aydinlatilmasi

Yiiksek oranda ve genis yelpazede antimikrobiyal aktiviteye sahip (Yilmaz ve ark.
2008), NRPS domain g¢esitliligi yiiksek (Cizelge 4.1.) ve 16S rRNA genlerine gore (Sekil
4.20) yeni olabilecek Streptomyces sp. CAH29 izolatinin kiiltiir ekstraktlarinda kimyasal
tarama yapildi. Grubumuz tarafindan daha Once bu izolatin ekstraktlarinda kinon
fonksiyonel gruplu biyoaktif bir bilesige rastlanmist1 (Ozakin 2010). Bu bilesigin kimyasal
yapisinin analizi ve farkli biyolojik aktivite testleri i¢in saflastirma caligmalarina devam
edildi. Saflagtirma caligmalar1 sonucunda 1,8 mg saf madde elde edildi. MS ve NMR
spektroskopileri yardimiyla yapilan yapi aydinlatma galigmalar1 ile bilesigin aromatik
poliketidleri i¢eren ‘angucycline’ grubuna dahil tetrangomycin (C19H140s, M+H 323,0919)
oldugu tespit edildi (Sekil 4.21).

'H NMR spekturumu sonucunda 12.27 (s, 1H), 8.34 (d, 1H, J=7.8 z), 8.00 (s, 1H),
7.70-7.67 (m, 2H), 7.58 (d, 1H, J = 7.6 Hz), 7.24, 3.19 (s, 2H), 3.15 (d, 1H, J = 14.4 Hz),
3.02 (d, 1H, J = 14.1 Hz), 1.49 sinyalleri tespit edildi.
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93 S. olivoverticillatus (AB184812)
74 S. subrutilus (DQ442545)

42 S.viridiflavus ( AB184702)
S. olivochromogenes (AB184073)
2 S. blastmyceticus NRRL B-5480 (NR 043357)

71 —|: S. griseoverticillatus NBRC 13420 (JN566039)
83

S. roseoverticillatus (AB184169)

s 498|_— S. netropsis HBUM174512 (EU841612)
S. syringium (AJ781375)
L S. stramineus NBRC 16131 (NR 041198)
41 B S. albireticuli (AB184881)
88 —| S. kitasatoensis (AB184466)

96 S. eurocidicus (AB184441)

Streptomyces sp. CAH29 (EF494229)

S. mauvecolor 7534 (JN180187)

95 - S. pulveraceus (EU570478)
94 S. gelaticus NRRL B-2928 (NR 043488)

96 4|__ S. sanglieri (AB735535)

% S. atratus Y15 (JN862838)

0.002

Sekil 4.20. Streptomyces sp. CAH29 izolatini filogenetik agac1 (Ozakin ve ark. 2015)

OH O

Sekil 4.21. Tetrangomycin ’in kimyasal yapisi

Tetrangomycin’in ilk kez 1966 yilinda Streptomyces rimosus’tan izole edildigi rapor
edilmistir (Dann ve ark. 1965). Bilesik PKS-II gen kiimesi tarafindan sentezlenmekte olup
simdiye kadar cesitli Streptomyces tiirlerinden farkli birgok tiirevleri izole edilmistir
(Shaaban ve ark. 2011).
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4.1.7. Tetrangomycin’in Biyolojik Aktivitesi

4.1.7.1 Tetrangomycin’in Antimikrobiyal Aktivitesi

Streptomyces sp. CAH29 izolatindan saflastirilan tetrangomycin’in yanisira ham
etilasetat ekstraktinin c¢esitli patojen test mikroorganizmalar {izerine antimikrobiyal
aktivitelerinin oldugu tespit edildi (Cizelge 4.3). Ham ekstraktin patojen mikroorganizmalar
tizerine genis Olgekte inhibisyon etkisinin oldugu gozlendi. C.albicans’a karsi 30 mm’lik
maksimum inhibisyon zonuna sahip oldugu belirlendi. Buna karsin Gram (-) patojenlere
kars1 herhangi bir inhibisyon etkisi tespit edilemedi. En 6nemli sonuglardan bir digeri ise
ham ekstrakt iginde MRSA ve VRE gibi antibiyotik direngli patojenlerin biiyiimesini inhibe

eden metabolitlerin bulundugunun gézlenmesiydi.

Sekil 4.22°de gortildigi tizere 50 pg tetrangomycin’in 6zellikle Gram (+) patojenler
S. aureus, S.pyogenes ve antibiyotik direngli MRSA hiicrelerinin biiyliimesini inhibe ettigi
goriildii.

Cizelge 4.3. Antimikrobiyal aktivite sonuglari

Mikroorganizmalar Inhibisyon zon ¢ap1 (mm)
(Ham ekstrakt/Tetrangomycin)

E. coli (ATCC 25922)

-/-
S. aureus (ATCC 25923)
26/14
S. pyogenes (ATCC 19615
pyogenes ( ) 28/10
P. aeruginosa (ATCC 27853) /
C. albicans (ATCC 10231)
30/-
Methicillin direngli S. aureus (MRSA, Hastane izolat1)
22/12
Vancomycin direngli Enterococcus (VRE, Hastane izolati) 12/
C. albicans (Hastane izolat1)
12/8
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Sekil 4.22. Tetrangomycin’in MRSA iizerine inhibisyon etkisi

Tetrangomycin’in antibakteriyel aktivitesi disinda hastane izolati Candida
albicans’a karsi 8 mm’lik inhibisyon zonu ile antifungal aktiviteye de sahip oldugu

goriildii.

4.1.7.2. Tetrangomycin’in ve CAH29 Ham ekstraktinin DPPH Radikalini

Sondiirme Aktivitesi

Streptomyces sp. CAH29 izolatinin kiiltiir ortamindan elde edilen etil asetat
ekstrakti ve tetrangomycin’in DPPH radikalini sondiirme aktivitesine bagli olarak
antioksidant aktivitesi test edildi. Sekil 4.23’te goriildiigii gibi ham ekstraktin antioksidant
aktivitesinin madde konsantrasyon artisina bagli olarak yiikseldigi tespit edildi. Ayrica ham
ekstraktin yiiksek konsantrasyonda pozitif kontrol olarak kullanilan BHT ve BHA gibi

pozitif kontrollerle kiyaslandiginda % 80’lerin {izerinde aktivite gosterdigi belirlendi.

100 ~
X
_ 80 -
< &
= = 60 -
IS i e Ham ekstrakt
x = 40 ~
E E —BHA
20 -
= BHT
.g O T T T T T T T 1
R 10 25 50 100 150 250 350 500
Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 4.23. Ham ekstraktin konsantrasyonuna bagli DPPH séndiirme aktivitesi
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Tetrangomycin’in DPPH sondiirme aktivitesi incelendiginde bilesigin antioksidant
aktivitesinin ham ekstrakt ve pozitif kontrollere gore diisiik oldugu goriildii (Sekil 4.24).
Tetrangomycin’in artan madde konsantrasyonuna ragmen en yiiksek aktivitesinin %30’lari
gegmedigi goriildi. Bu sebepten bilesigin diisiik diizeyde antioksidant aktviteye sahip

oldugu tespit edildi.

100 -
90 - _ _ =
80 -

70 -
60 -
50 - === Tetrangomycin

40 1 —BHT

30 A

20 - BHA
10 -

0 T T T T 1

10 25 50 100 150
Konsantrasyon (ug/ml)

DPPH Radikali Sondiirme
Aktivitesi (%)

Sekil 4.24. Tetrangomycin molekiiliiniin konsantrasyonuna bagli DPPH sondiirme aktivitesi

4.1.7.3. Tetrangomycin’in Sitotoksik Aktivitesi

Sitotoksitite testi i¢in farkli morfoloji, genom 6zelligi ve orjinden elde edilen iki
farkli kanser hiicre dizileri kullanildi. Bunlar insan prostat ve akciger kanseri hiicre dizileri
LNCaP ve A549°dur. Yapilan deneyler sonucunda tetrangomycin’in her iki hiicre dizisi
tizerine sitotoksik etkisi oldugu tespit edildi. Sekil 4.25’te goriildiigii gibi bilesigin LNCaP
hiicreleri tizerine I1Csg degerinin 4,82 uM oldugu goriildi. Diger hiicre dizisi A549 igin ise
ICs0 degerinin 4,93 uM oldugu tespit edildi.
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100 - LNCaP hiicre dizisi
100 1 A549 Hiicre dizisi
g 80 - g 80 -
E 60 - g 60 -
2 2
_ 40 1 S 40 -
E E
O 20 - o 20 -
0 T T T T 1 0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
Konsantrasyon (uM) Konsantrasyon (uM)

Sekil 4.25. Tetrangomycin’in LNCaP ve A549 hiicre dizileri iizerine sitotoksik etkisi

4.1.7.4. Tetrangomycin’in Docking Analizi

Tetrangomycin’in MRSA’da staphyloxanthin sentezini inhibe ettigi daha 6nceki
calismalarda rapor edilmistir (Sakai ve ark. 2012). Bu inhibisyon mekanizmasinin detaylari
tam olarak bilinmemektedir. Dehidrosqualen sentaz (CrtM) enziminin staphyloxanthin
biyosentezinin ilk asamasindaki enzim olmasi ve metabolik yolakta hiz sinirlayict
basamakta olmasindan dolay: tetrangomycin ile etkilesimi docking analizleri ile incelendi.
CrtM enziminin spesifik inhibitorii olan 830 bilesiginin (dipotasyum 2-oko-2-{[3-(3-
fenoksifenil) propil] amino}etil fosfonat) docking analizlerinde pozitif kontrol olarak
kullanildi. CrtM ile etkilesimi Sekil 4.26’da goriilmektedir. 830 bilesiginin fosfat grubunun
CrtM’in aktif merkezindeki Arg*, GIn'® ve Asn'® ile hidrojen bag ile etkilesim iginde
oldugu tespit edildi. Ayrica kontroliin hem terminal hem de ikincil aromatik halkalarinin
Leu®® ve Val™®' ile n/CH etkilesiminde oldugu gozlendi. Bu etkilesimlere ek olarak 830
bilesiginin -CH,CH,CH,- grubu Tyr®*®m aromatik halkasi ile hidrofobik etkilesimde
oldugu goriildii. Tetrangomycin’in karbonil gruplarmin da Arg* ile hidrojen bag
olusturabildigi tespit edildi (Sekil 4. 27). Bunun disinda metil grubunun Tyr®*® ve Leu™® ile
hidrofobik etkilesim iginde oldugu goriildii. Docking skolar1 ¢izelge 4.4’te goriilmektedir.
Her iki ligandin (830 ve tetrangomycin) elektrostatik kuvvetleri benzerken, van der walls
etkilesimlerinde ise tetrangomycin’in 830’a yakin degerde etki gosterdigi tespit edildi.
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Sekil 4.26. 830’un CrtM ile etkilesimi

Sekil 4.27. Tetrangomycin ve 830’un CrtM ile etkilesimi

Cizelge 4.4. Ligandlarin docking skorlari

Etkilesim Ligandlarin Docking Skoru
830 (pozitif kontrol) Tetrangomycin

Toplam -49,55 -33,71

Van der Walls -46,96 -30,93

Elektrostatik -2,59 -2,78
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4.1.8. Salinispora Izolatlarinin Dogal Uriin Biyosentez Gen Kiimelerinin

Biyoinformatik Programlarda Incelenmesi

Genom dizilimi bilinen Salinispora izolatlarinin sahip oldugu dogal iiriin gen
kiimeleri ‘antiSMASH’ ve ‘NapDOS’ biyoinformatik programlar1 ile analiz edildi.
‘antiSMASH’ izolatlarin sahip oldugu, NRPS, PKS (I-11-11), terpen, lantibiyotik ve indol
gibi farkli dogal iiriin biyosentez gen kiimelerinin tespit edilmesinde kullanilirken
‘NapDOS’, sadece izolatlarin genomlarinda NRPS ve PKS gen kiimelerindeki domainlerin
tespitinde kullanilmaktadir. ‘antiSMASH’ analizleri sonucunda dogal iiriin gen kiimeleri ile
iliskili biyosentetik yolak sayis1 ve cesidi belirlendi. Izolatlara ait yolak cesitliligi
incelendiginde programca piitatif ve digerleri olarak siiflandirilanlar disinda bilinen farkli
dogal {irlin smiflarina ait gen kiimeleri tahmin edildi. Bakterisin, biitirolakton, terpen ve

aminoglikozit (Amg) gen kiimeleri bunlardan bazilaridir.

Sekil 4.28°de gortildiigi gibi izolatlar iginde maksimum sayida biyosentetik yolak S.
arenicola CNH877’de, en az sayida yolak ise S. pacifica CNS801°de tespit edildi. S.
arenicola CNR107, CNS673, CNS325, CNY230, CNR425, CNS820, CNH962, CNH963,
CNY299 izolati genomlarinda seker tiniteli (0ligo) NRPS ve PKS yolaklar: tespit edildi.
Benzer sekilde seker fiiniteli yolaklardan lantibiyotik (Lan)-PKS-NRPS genlerine S.
arenicola CNYO011, CNH643 ve CNT850 izolatlarinin genomunda rastlandi. PKS-11 gen
kiimesinin sayica en fazla S. pacifica CNT851 ve CNT796 izolatlarinda oldugu, PKS-III
gen kiimelerini kodlayan genlerin ise tiim izolatlarin genomunda kodlandig: ‘antiSMASH’
analizleri sonucunda ortaya konuldu. Bunun yani sira izolatlarin yaklasik %98’in demir
selasyonundan sorumlu siderefor biyosentez gen kiimelerine sahip olduklar1 goriildii. S.
pacifica CNS801, CNT603, CNT124 ve S. tropica CNT250 disindaki tiim izolatlarin

lantibiyotik sentezleme potansiyeline sahip oldugu gézlendi.
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Yapilan genom analizleri indol grubu igeren dogal iiriin biyosentezinin S. arenicola
tirleri igin spesifik oldugunu goéstermesine ragmen biyoinformatik analizleri sonucunda S.
pacifica izolatlarindan sadece CNY703, CNS860 ve CNT124’iin de bu biyosentez yolagina
ait genlere sahip oldugu ortaya ¢ikarildi. NRPS-PKS hibrid gen kiimesi sayisinin en yiiksek
S. arenicola CNR107 izolatinda oldugu goézlendi. Programca taranan NRPS ve PKS gen

kiimelerinin sayica en fazla S. arenicola CNR425 izolatinda oldugu goriildii (Sekil 4.29).

25
mS.arenicola ®S.pacifica =S.tropica
v
=
S 20
‘7
-]
£
Z 15
=
2]
Q
g 10
n
2]
[a
£ s
0
A M O O LOWHTOUN<TOANTON OOINTONINMOAINNOMmON OO
OO0 LVLOWUMOODONOUINMOdCd MNMANLANIOODOMNMNONNOOOSWL OO LW
OO OANMNWOS N - N <TANOOANOWWOWOOOWMMN OO NN
izolatlar

Sekil 4.29. Salinispora NRPS ve PKS gen kiimelerinin ‘antiSMASH’ ile taranmast

Izolatlarin spesifik olarak PKS biyosentez potansiyelleri incelendiginde tiim
izolatlarin PKS-Il ve PKS-III gen kiimelerine ait genler igerdigi ve S.arenicola CNS673
izolatinin PKS-1 genlerince yiiksek potansiyele sahip oldugu goriildii. Genel olarak S.
arenicola ve S. pacifica fyelerinin NRPS ve PKS biyosentez potansiyelleri
karsilastirildiginda S. arenicola izolatlarinin daha yiiksek potansiyele sahip oldugu tespit
edildi.

Tiim izolatlarin genom dizilimleri ayn1 zamanda ‘NapDOS’ programi ile de analiz
edildi. Bu analizlerin ‘antiSMASH’ tahminleri ile uyum iginde oldugu goriildi. ‘NapDOS’
analizleri sonucunda S. tropica CNY250, S. pacifica CNS860, S. pacifica CNR909, S.
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pacifica CNY666, S. pacifica CNT124, S. pacifica CNS801 ve S. pacifica CNQ768

genomlarinda sadece bu izolatlara 6zgii NRPS ve PKS genleri tespit edildi.

Sonuglar genel olarak incelendiginde S. arenicola CNH877, CNY 230 ve S.
pacifica CNY666 izolatlarnin NRPS ve PKS iliskili genlerinin diger izolatlardan daha
fazla oldugu goriildii. Ozellikle S. pacifica CNY666 genomda hem sayica hem de cesitlilik
acisindan en fazla NRPS ve PKS geni kodlandig1 gézlendi. Dikkat ¢ekici bir diger sonug
ise ‘NapDOS’ analizleri sonucunda agiga ¢ikarilan yolaklarin bir¢ogunun iriiniiniin
bilinmedigi tespit edildi. Izolatlarin genomlarinda bilinen yolaklardan ise rifamycin,
salinosporamide A, cyclomarin, salinilactam, cyanosporaside, lymphostin ve sporolide

sentezinden sorumlu genlerin bulundugu tespit edildi (Sekil 4.30).

Yolaklar 801 703 860 909 666 239 796 603 124 768 851 107 OL1 230 425 256 820 299 800 673 877 963 679 325 798 643 850 962 799 250
NPRS R L L L L L T e e e e e e e O S A AR
PKS-I S R R T L T A e e e e e e e e e e A
PKS-II R T T L L L e e B A

A NRPS-PKS VY xox v x x4 x x4V A A N Y AN NN N x
Lan R T L T L L e e e L e e e e e O e
Oligo-NRPS-PKS-Lan x x x x x x x x x x x v A v v x v x x ¥ x v x v x + A v x x
Siderophore VoA Y o x ox ox x4 x x A A A A A A A A A NN AN
Rifamycin x x ox o ox Vvox ox ox o ox o ox o ox A A A A A A A A A AN N A AN x
Salinosporamide A X x v x X X X X X X X X X X X X X x x x x x x x x x x x x
Lymphostin SR T S e e L e e e e e e e L e e O e S e A A O

B Cyanosporaside x A ox A A A A A A Y Y X X x X XX X XX XX XX X X X x X
Salinilactam x x x v v A A4 NV x4V x x x x x x x x X x x x x x x x x x N
Cyclomarin x x ox ox ¥ox o ox ox 4 4 x o x ¥ ox vox x x x x v x x x x x x x x
Sporolide X X X X X X X X X X X X X X X x x X x x x N x x x X X X X y

Sekil 4.30. Salinispora ‘antiSMASH’ (A) ve ‘NapDOS’ (B) analizi (V= mevcut, x= mevcut degil)

Salinispora cinsinin iiyelerinde bazi biyosentez yolaklari tiire 6zgiidiir. 30 izolatin
genomlarinda ‘NapDOS’ ile yapilan taramalar sonucunda tiim S. arenicola izolatlarinin
genetik olarak rifamycin sentezleme potansiyelinin oldugu tespit edildi. Benzer sekilde su
an faz I klinik asamasinda bulunan antikanser ilac1 salinosporamide A biyosentezinin S.
tropica tiyelerine 6zgii oldugu bilinmekteydi. Fakat ‘NapDOS’ taramalarimiz sonucunda S.
tropica CNT250 disinda S. pacifica CNS860 izolatininda salinosporamide A sentezleme
potansiyelinin oldugu goriildii. Cyanosporaside biyosentezine ait genler sadece S. pacifica
izolatlarinda gozlenirken cinsin diger iki tiirlinlin {iyelerinde bu yolaga ait genlere

rastlanmadi. Her iki biyoinformatik programi ile Salinispora izolatlarinin genomlarinda
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dogal {irlin sentezinden sorumlu gen kiimelerinin taranmasi sonucunda, cinsin iiyelerinin bu

acidan oldukca yiiksek potansiyele sahip oldugu gozlendi.
4.1.9. Salinispora Izolatlarmin ‘GNPS’ Dereplikasyon ve Network Analizleri

Tim Salinispora izolatlarinin A1M1 sivi Kkiiltiirlerinden elde edilen etilasetat
ekstraktlarinin LC/MS/MS analizleri yapildi. Bu analizler sonucunda elde edilen MS/MS
spektrumlar1 dereplikasyon ve molekiiler network incelemeleri i¢in ‘GNPS’ programinda

(www.gnps.ucsd.edu) analiz edildi.

4.1.9.1. ‘GNPS’ Dereplikasyon Analizi

Izolatlara ait dereplikasyon analiz sonuglari Cizelge 4.5’te goriilmektedir. S.
pacifica (CNS801, CNY703, CNQ768, CNY 666, CNT 851, CNS860 ) ve S. arenicola
(CNH962, CNH963, CNYO011) izolatlarinin MS/MS verisinin GNPS kiitiiphanesindeki
mevcut bilesiklerin MS/MS verisi ile benzerlik gostermedigi tespit edildi. Bu nedenle 9

izolatin ham ekstraktlarinda yapisi bilinmeyen bilesikler oldugu diisiiniildii.

Geriye kalan 21 izolatin ise farkli sayida ve kimyasal yapidaki bilesikleri
sentezledigi belirlendi. Staurosporine, rifamycin ve saliniketal dogal tiriinlerinin 6zellikle
S. arenicola izolatlar1 tarafindan sentezlendigi gozlendi. S. pacifica tiirleri i¢in spesifik bir
metabolit olan cyanosporaside’nin S. pacifica CNR909, S. pacifica CNY239 ve S.
pacifica CNT603 izolatlari tarafindan iiretildigi tespit edildi.

Her {ig tlirlin analiz sonuglari incelendiginde S. arenicola izolatlarinin bilinen dogal
iriin biyosentezi agisindan digerlerine gore daha aktif oldugu goézlendi. Dereplikasyon
analizlerinin biyoinformatik analiz sonuglar1 ile birlikte degerlendirilmesi sonucunda S.
pacifica CNY666 gibi genetik potansiyeli olduk¢a yiiksek olan izolatlarn kdltiir
ortamlarinda bilinen bilesiklere rastlanmadi. Dikkat ¢ekici sonuglardan biri de S. pacifica
CNTI124’iin ham ekstraktinda mycalamide A tespit edilmesiydi. Mycalamide A 6zellikle

deniz siingerleri tarafindan sentezlendigi bilinen dogal iiriinlerden biridir.
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Cizelge 4.5. ‘GNPS’ Dereplikasyon Analizi

izolat GNPS Bilesik Kiitiiphanesi

S. pacifica CNS801 -

S. pacifica CNY703 -

S. pacifica CNS860 -

S. pacifica CNR909 Cyanosporaside B

S. pacifica CNY666 -

S. pacifica CNY239 Cyanosporaside B Mycalamide A

S. pacifica CNT796 Enterocin Lomaiviticin C

S. pacifica CNT603 Cyanosporaside B Lomaiviticin C

S. pacifica CNT124 Mycalamide A

S. pacifica CNQ768 -

S. pacifica CNT851 -

S. arenicola CNR107  7-OH Staurosporine Staurosporine Rifamycin S

S. arenicola CNY011 -

S. arenicola CNY230  7-OH Staurosporine Staurosporine

S. arenicola CNR425  Salinisporazine A

S. arenicola CNY256  7-OH Staurosporine Staurosporine Rifamycin S Saliniketal A Aphidicolin
S. arenicola CNS820  7-OH Staurosporine Staurosporine Rifamycin S Saliniketal A
S. arenicola CNS299  7-OH Staurosporine Staurosporine Rifamycin S Rifamycin W
S. arenicola CNT800  Staurosporine

S. arenicola CNS673  7-OH Staurosporine Staurosporine Rifamycin S Saliniketal A Aphidicolin
S. arenicola CNH877  7-OH Staurosporine Staurosporine Rifamycin S Saliniketal B
S. arenicola CNH963 -

S. arenicola CNY679  Staurosporine Rifamycin S Saliniketal A Saliniketal B
S. arenicola CNS325  Rifamycin S Saliniketal B

S. arenicola CNT798  Staurosporine Saliniketal A Saliniketal B

S. arenicola CNH643  Staurosporine Rifamycin S

S. arenicola CNT850  Staurosporine Rifamycin S

S. arenicola CNH962 -

S. arenicola CNT799  Staurosporine Rifamycin S Dinactin

S

. tropica CNT250

Lomaiviticin C

4.1.9.2. ‘GNPS’ Network Analizi

Salinispora izolati ham ekstraktlarindaki metabolit cesitliliginin incelenmesi igin
‘GNPS’ molekiiler network analizleri gergeklestirildi. Molekiiler network analizi SeKil
4.31’de goriilmektedir. Analizler sonucunda network’un 1347 kutucuk ve 1627 kenar
olusturdugu goriilmektedir. Networktaki her kutucuk ilgili izolata ait MS/MS verisi ifade
ederken, kenarlar ise MS/MS verisi birbirine yakin kutucuklar arasindaki benzerligin
vektorel Olgilistinii ifade etmektedir. Her izolata ait spesifik kutucuk farkli renkler ile
gosterilmektedir. Negatif kontrola ait kutucuklar ise network icinde siyah renkle ifade
edilirken, mavi ve siyah renkteki kutucuklar digindaki her bir kutucuk farkli izolata ait

spesifik MS/MS verisi isaret etmektedir. Ornegin kirmiz1 renk ile gdsterilen tiim kutucuklar
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S. tropica CNT250’ye 6zgii MS/MS verisini ifade etmektedir. Dikdortgen digindaki paralel
kenar, liggen gibi geometrik sekiller ile ifade edilen kutucuklar ‘GNPS’ kiitiiphanesindeki
bilesikleri temsil etmektedir. Network tekli veya birbiri ile iliskili kutucuklardan
olusmaktadir. Birbiri ile iligkili kutucuklar bir araya gelerek kiimeler olusturmaktadir.
Ayrica birbiri ile iligkisi olmayan fakat kendi icinde MS/MS fragmentasyonlar1 benzerlik
gosterdiginden en az 40 farkli kiime icermektedir. Bu kiimelerden 6zellikle dordii (A, B, C

ve D) MS temelli genom taramalar1 agisindan oldukga 6nemlidir.
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g.uu..-i.(.u(.u(.}’ ATATATATATATAT, iuu*-.(iué-
BVATAT E.-*#’.h’i.‘.#ﬁ Are 4.( ATATATATATATATATS
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ﬂ
Y Y Y Y Y Y Y VoYY Y Y SV S VoV aV oV AV Sy Vo VaVaVaVaV SV SVaVaVaVaVaVAVSVoVe
Y A A AV AV AV AV AV AV AV AV AV AVAVAVAY AV AV AVAVAYAVAVAVEY .n.r.‘..f:.." AVAVAVAVAVAYAYAVAY
/-h(/ e ’j /ﬁau Ve iu’.u’:../;{/au’iu’:;"/i-.u( -H-.\u-’:-;_{/.u’\_s’.\-—/ﬁ{.uu.\-
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Sekil 4.31. GNPS Molekiiler Network Analizi
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Molekiiler network analizinde lomaiviticin C, 7-OH-staurosporine, staurosporine
ve cyanosporaside B bilesiklerine ait MS/MS fragmentasyonu igeren kutucuklar gozlendi
(Sekil 4.33). Bu kutucuklarin bazilar1 kiime i¢inde bulunurken (7-OH-staurosporine ve

staurosporine) digerlerinin ise herhangi bir kiime i¢inde bulunmadig1 gozlendi.

Genel olarak network icindeki kiimeler incelendiginde tek veya farkli izolatlara ait
kutucuklarin oldugu gdzlendi. Ornegin Sekil 4.31° de gosterilen ‘A’ kiimesindeki menekse
renkli dortlii kutucuklardan olusan kiigiik alt kiime sadece S. pacifica CNY703 izolatindan
elde edilen MS/MS verilerini ifade etmektedir. Bu dort kutucuktaki molekiiler iyonlarin
m/z (kiitle/yiik) degerlerinin 324.168, 338.183, 366,214 ve 380.23 oldugu gorildi. ‘A’
kiimesindeki kutucuklarin 7-OH-staurosporine ve staurosporine ile iligkili bilesiklere ait
MS/MS verileriyle yakindan benzerlik gosterdigi goriildii. Benzer sekilde turuncu renkli ve
molekiiler iyonu 497.207 olan kutucugun sadece S. arenicola CNS820’yi temsil ettigi ve
mavi renkli tiggen seklindeki 7-OH-staurosporine (m/z 483.178) kutucuguyla baglantisinin
oldugu goriildii. Her iki kutucuk arasindaki kiitle farkinin 14 olmasindan 6tiirii izolatin

staurosporine tiirevlerinden birini sentezleyebildigini diisiindiirmektedir.

‘B’ kiimesinin incelenmesi durumunda gri, mavi ve kirmizi olmak tizere ¢ farklh
renkte kutucuklar tespit edildi. Gri renkli kutucuklar S. pacifica CNT796 ve S. tropica
CNT250, mavi S. pacifica CNT603 ve S. pacifica CNT796, kirmiz1 ise sadece S. tropica
CNT250 izolatlarindan elde molekiiler iyonlarini temsil etmektedir. Kiimede 1020, 1150,
1164 ve 1178 m/z degerlikli molekiiler iyonlar tespit edildi.

Network analiz sonucunda bazi izolatlarin MS/MS fragmentasyonlar1 lomaiviticin
ve cyanosporaside bilesiklerininki ile eslestigi gorildi. Sekil 4.32°de goriildigi gibi
cyanosporaside ikili ve liggen lomaiviticin ise tekli ve hegzagonal kutucuklu seklinde
network iginde yer almaktadir. 669.339 m/z degerlikli lomaiviticin C eslesmesinde S.
pacifica CNT603, S. pacifica CNS801 ve S. tropica CNT250 izolatlariin iligkili oldugu
goriildii. Ucgen sekilli kutucukla gdsterilen cyanosporaside ait MS/MS fragmetasyonunun
ise S. pacifica CNT603, S. pacifica CNY239, S. pacifica CNR909 ve S. pacifica CNQ768

izolatlarindan elde edilenlerle yakin benzerlik gosterdigi gozlendi.
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406.124

-331957

#40.08
A

Sekil 4.32. Cyanosporaside (A) ve Lomaiviticin (B) ve molekiillerinin network eglemesi

669.339

B

Molekiiler iyon sayisi izolata ait ekstraktlarinda bulunan metabolitleri isaret etmesi
agisindan Onemlidir. Bu durumda izolatlarin spesifik MS/MS sinyallerinin sayisi
karsilagtirildiginda S. arenicola CNY256°nin bu agidan en yiiksek potansiyele sahip oldugu
goriildi (Sekil 4.33). Bunun yani1 sira S. arenicola CNS325 ve S. pacifica CNQ768 izolati

ham ekstraktlarinda bulunan bilesiklerden spesifik molekiiler iyon tespit edilmedi.

Spesifik Molekiiler Iyon Sayist
80

70

60
50

40 —

30 —

20 —

10

801
703
860
909
666
239
796
603
124
768
851
107
011
230
425
256
820
299
800
673
877
963
679
325
798
643
850
962
799
250
kontrol

Sekil 4.33. izolatlara ait spesifik molekiiler iyon sayist (Mavi: S pacifica, Kirmizi: S. arenicola, Vesil: S.
tropica,kontrol: A1M1 besiyeri)
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4.1.10. MS Temelli Genom Taramasi

Network analizleri sonucunda tespit edilen ‘A’, ‘B’, ‘C’ ve ‘D’ kiimeleri, igermis
olduklar1 spesifik molekiiler seker iyonlar1 ve bu iyonlarin MS/MS fragmentasyonlarindan
otiirli daha detayli olarak MS temelli genom tarama c¢aligmalarinda incelendi. Bu iyonlarin
tespit edildigi ham ekstraktlarla iligkili izolatlarin genomlar1 ‘antiSMASH’ ve ‘NapDOS’
programlari ile analiz edildi. Bu analizler sonucunda spesifik seker sentezinden sorumlu
genler ve bu genlerin dahil oldugu metabolik yolaklar ortaya ¢ikarildi. Sonug olarak yeni

dogal iiriin kesfi icin MS/MS ve biyoinformatik verileri birlikte degerlendirildi.

4.1.10.1. ‘A’ Kiimesinin MS Temelli Genom Taramasi

‘A’ kiimesi Sekil 4.34’te goriildigi tizere 13 kutucuklu iki alt kiimeden
olusmaktadir. Alt kiimelerden ilki menekse renkli dortli kutucuk sadece S. pacifica
CNY703 izolatindan elde edilen sinyallerden elde edildi. Diger alt kiimenin ise eskenar
dortgen, i¢biikey tiggen ile temsil edilen 7-OH-staurosporine ve staurosporine sinyalleri ve

bu sinyallerle iligkili dikdortgen seklinde gdsterilen 4 farkli kutucuktan olustugu goriildii.

'
-14%Q 84031

—— S. pacifica CNY703

Staurosporine

/ 7 -OH Staurosporine
i -5 .068

481.211

239.114

Sekil 4.34. ‘A’network kiimesi
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S. pacifica CNY703 izolatina 6zgii MS/MS sinyalerinin olusturdugu dortlii alt

kiimedeki 338.183,366.214 ve 380.23 molekiiler iyonlarin MS/MS fragmentleri incelendi.

Bu inceleme sonucunda her ii¢ iyon fragmentasyonunda da MS spektrumu asagi bolgede
130 (B iyonu) ve 129 (Y iyonu) sinyalleri tespit edildi (Sekil 4.35).

x10 1

+ESI Product lon (13.157 min) Frag=100.0v CID@&20.0 (366.2148[z=1] -» =) 703a.d
2371556

44 2151417
34 130.0630

2 83,0507 191.13587 271.1468

1 307.1542 348 8517

o I|Jl| l || L oLl H,I“l. n ||l| [, l L | ] |]U ,J" ir . y .
80

100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360

Connts (327 wa Mass-to-Charoe (mi#1

Sekil 4.35. 366.214 molekiiler iyonunun MS/MS spektrumu

MS/MS fragmentasyonunda goriilen spesifik B ve Y iyonlariin ristosamin ve

daunosamin’e (amino seker) ait oldugu belirlendi. Bu veri 1g18inda S. pacifica CNY703’iin
‘antiSMASH’ ve ‘NapDOS’ analizleri tekrar gozden gecirildi. ‘antiSMASH’ analizleri

sonucunda izolatin 41 dogal {irlin gen kiimesine sahip oldugu goriildii (sekil 4.36).

anti
SMASH antibiotics & Secondary Metabolite Analysis SHell @ ® @ @

>

Select Gene Cluster:

overvien 1 @@ 2+ 568 7 s @il 1213 14@M16@ 18192021 @D 24 258027 28293031 R2@ 1D 3 7DD 40 4

Cluster 6 - Tipks-nrps

Gene cluster description Predicted core structure
Gene Cluster 6. Type = t1pks-nvps. Location: 2148 - 78492 nt. ClusterFinder probabilty: 0.9761. Cick on genes for more information. Download dluster GenBank file L]
—
Rough pr
K! tailoring re;

Legend: - a =
Prediction details
M biosynthetic genes [ transport-related genes M regulatory genes Mother genes

Sekil 4.36. S. pacifica CNY703 izolatinin ‘antiSMASH’ analizi

Farkli kimyasal yapidaki glikolize dogal {iriin biyosentezinden sorumlu gen

kiimelerinin seker biyosentez genlerinin homolojileri ‘MultiGeneBlast’ programi ile

in

celendi (sekil 4.37). Bunun sonucunda farkli orjinli dogal iiriin gen kiimelerinde benzer

spesifik seker biyosentez genlerinin bulundugu goriildi. Sekil 4.37°de goriildiigii iizere
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kirmiz1 renkli gen aminotransferazi, yesil 2,3 dehidrataz1 kahverenkli ise NDP epimerazi

gostermektedir.

Query sequence

AB088119_1_c1 staurosporine indolocarbazole

a 4@ma
DQ297453_1_c1 AT2433 indolocarbazole
@@
A1414559 1 ci rebeccamydin indolocarbazole
|«xXExa
IN165773_1_c1 cladoniamide indolocarbazole
4 —aEa@
AB088119_2_c2 staurosporine deoxysugar
HAAE PP LD
DQ399653_2_c2 K-252a indolocarbazole
“«@aEma
AB032523 1 c1 avermectin oleandrose
CXKP(EKKD
HE589771_4 _c4 vancomycin glucose / vancosamine
«xxa <KX
AF187532_1_c1 nogalamycin nogalamine
M D—DHP
¥16952_4_c4 balhimycin glucose / vancosamine
«a <KKXZD

Sekil 4.37. Farkli dogal iiriin gen kiimelerinin ‘MultiGeneBlast’ analizi

‘antiSMASH’ analizleri sonucunda izolata ait dogal iiriin gen kiimelerinden sadece
3’linlin aminotransferaz, metil transferaz, 2,3 dehidrataz, NDP seker epimeraz ve glikozil
transferaz gibi spesifik seker biyosentez genlerine sahip oldugu goriildi. Bu gen
kiimelerinin indol (5), NRPS-PKSI (6) ve NRPS (33) oldugu belirlendi. Ozellikle indol
(staurosporine) ve NRPS-PKS gen kiimelerinin seker biyosentez genlerinin benzer oldugu

goriildii (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. Indol ve NRPS-PKS gen kiimelerinin seker biyosentez genleri

Gen Kiimesi Seker biyosentez genleri

indol (5) Aminotransferaz, 2,3 dehidrataz, NDP seker epimeraz, 4,6
dehidrataz, Glu-1fosfattimidil transferaz, metiltransferaz,
glukozil transferaz

NRPS-PKS (6) Aminotransferaz, 2,3 dehidrataz, NDP seker epimeraz, 4,6
dehidrataz, Glu-1fosfattimidil transferaz, metiltransferaz,
glukozil transferaz, O-metil transferaz

NRPS-PKS gen kiimesinin indol gen kiimesinden farkli olarak O-metil transferaz genine

sahip oldugu tespit edildi.
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Indol ve NRPS-PKS gen kiimeleri farkli biyosentetik yolaklar olmasina ragmen her
iki gen kiimesinin benzer homolojiye sahip biyosentez genleri igerdigi ‘MultiGeneBlast’
analizleri ile tespit edildi. Sekil 4.38’de goriildiigii tizere kahverengi P450’yi, mavi glukoz-
1-fosfat timidiltransferazi, agik yesil niikleosit seker epimerazi son olarak koyu yesil ise 2,3

dehidrataz genini simgelemektedir.

Search

EET S

Results pages: 1

MultiGeneBlast hits 7]

Select gene cluster alignment b | _Displayall

Query: Salinispora arenicola CNS-205: NC_009953.
B e T o e I T DR
1. : urn.local..1382636425824.19 Total score: 23.5  Cumulative Blast bit score: 15935
— S T-daEcCH T I e e e
2. : CNYZ03_Sp_MI_scaffold00003.3 Total score: 21.5  Cumulative Blast bit score: 13923
O s e aaEcd O i e D Dy < 1 S>>
3. : CNYZ03_Sp MI scaffold00048.48 Total score: 2.0 Cumulative Blast bit score: 551

— X @A XTI e O Dy O om0

4. : ONYZ03_Sp MI scaffold00040.40 Total score: 2.0  Cumulative Blast bit score: 539
— CH K D > KT AT > XK o o KK K
5. ; CNYZ03_Sp_MI_scaffold00018.18 Total score: 2.0 Cumulative Blast bit score: 285

(S G G D, B I B S GH G A LG BV ) g
6. : CNYZ03_Sp MI scaffold00011.11 Total score: 2.0 Cumulative Blast bit score: 234
— O I K A OO
7. : ONYZ03_Sp MI scaffold00031.31 Total score: 1.0 Cumulative Blast bit score: 377

o K@K 2o o > oD K Ko X K ]

8. : CNYZ03_Sp_MI_scaffold00093.93 Total score: 1.0 Cumulative Blast bit score: 161
4
¥

9. : CNYZ03_Sp MI scaffold00018.18 Total score: 1.0 Cumulative Blast bit score: 51

C KKK IXC KT X K KH T T T > >l

Sekil 4.38. indol ve NRPS-PKS gen kiimelerinin ‘MultiGeneBlast’ analizi

Dereplikasyon analizleri sonucunda S. pacifica CNY703 izolatinin kiiltiir ortaminda
staurosporine tespit edilememisti. Buna ragmen izolata ait ekstrakta spesifik ristosamin
sinyali 130 (B iyonu) ve 129 (Y iyonu) iyon fragmentasyonlarina sahip 338.183, 366.214
ve 380.23 molekiiler iyonlarmin tespit edilmesi ilgili metabolitin glikozile dogal iiriin
sentezinden sorumlu NRPS-PKS gen kiimesinin iiriinii olabilecegi diisiiniildii. Bu sebepten

otiirii NRPS-PKS gen kiimesi ve {irlinii lizerinde yogunlasildi. Sonrasinda NRPS-PKS gen
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kiimesinin Grliniiniin olast monomerleri ‘antiSMASH’ ve ‘NRPSpredictor2’ programlarinin
kullanilmasiyla tespit edildi. Bu analizler sonucunda bilesigin triptofan, glisin, 16sin veya
iz616sin tglii peptidi, seker ve ketid zincire sahip oldugu belirlendi. Mevcut biyoinformatik
veriler dogrultusunda ileri diizey kimyasal analizler gerceklestirildi. Bilesigin monomer
icerigi gdz onilinde bulundurulgundan molekiil agirliginin 600-700 araliginda olabilecegi
tespit edildi. Bu araliktaki metabolitlerin tespiti i¢in LC/MS analizleri yapildi. Analiz
sonucunda MS spektrumda 661 (M+H) ve 683 (M+Na) molekiiler iyonlar1 gézlendi (Sekil
4.39).

1.14 678.4780
14
0.9
0.8 661 M+H
0.7 7225048
061 + | 683|M+Na
0.5
0.4-

0.3 291 ¢3 404,1382
617.4242

02
014 329.3732 I t \ 810.5555
iy L

0.1

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850
Sekil 4.39. S. pacifica CNY703 ekstraktinin LC/MS analizi
366.214 ve 683 molekiiler iyonlarinin UV spektrumlart ‘Chemstation’ programinda
analiz edildi. Her iki sinyalin UV spektrumlarinin kiitiiphanedeki benzer bilesikler ile
eslestigi gortldi (Sekil 4.40 ve 4.41). Her iki molekiiler iyonun UV analizi sonucunda
kiitiphanede CNS.205 311 kodlu bilesik ile benzer kromofora sahip oldugu tespit edildi
(Sekil 4.42). Ayrica 683 iyonun MS/MS fragmentasyonunun UV spektrumda oldugu gibi
366.214 sinyali ile benzerlik gosterdigi goriildii. 683 iyonun total iyon kromatografisi (TIC)

ve MS/MS fragmentasyonun 366.214 iyonu ile benzerlik gosterdigi gortildii (Sekil 4.43).
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Sekil 4.41. 366.124 molekiiler iyonunun UV spektrum analizi

*DAD1, 16.336 (170 mAU,Dn1) of 703A.D

*CNS205.311

Anorm ]

160
140 —
120 —
100 —
80 —
60 —
40

20

1 {9539692| 879 1241 |CWNS205.311 1] CHS205 311
2 [ 931.308] 739 11.00 | MPI-2003 from 262.02.40 1] M PI-3002
3 | 929477 B18 700 [STAUROSPORIM 1]
4 | 892657 TR 1277 | staurosporine ] gtaurozparin
5 | 830075 TEZ2 1236 | staurozparine 1] gtaurosporine
B | B69.427| 268 528 [00SPOREIM 1]
¢ | 816536 137 455 [M-FORMYL-HATOMAMICIM 1]
a8 | 811.706| 856 11.50 | CNOOS5. 332 1] CMU085.332, unpublished
9 [ 795201 740 11.54 | MPI-2004 from 1583-05-ab-453 1] MFI-3004
Sekil 4.40. 683 molekiiler iyonunun UV spektrum analizi
1 | 983263 7Rl 1277 | staurozporine 1] ztaurosporin
& | 981.220] 7e2 12.36 | staurozporine 1] staurosporine
3 | 979073 618 700 |STAUROSPORIM 1]
4 | 949633 879 1241 |CMNS205.311 1] CHS208 311
A | 892855 262 R.28 |DOSPOREIM 1]
B | 870152 739 11.00 [MPI1-2003 from 262.02.40 1] MPI-3003
7| 838627| 856 11.50 |CHO086.332 1] CHG025 332, unpublished
a8 | 820271 857 10.77 | CMO08R 350 1] CMI085. 350, unpublizhed
9 | 811.563| 855 10.30 |CMO085.318 1] CMI085.318, unpublizhed

Sekil 4.42. 683 molekiiler iyonun UV kromatogrami
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Sekil 4.43. 683molekiiler iyonun total iyon ve MS/MS kromatogrami

NRPS-PKS gen kiimesinin iiriiniin monomerlerinin triptofan, glisin, 16sin- iz616sin
oldugu biyoinformatik analizler sonucunda belirlendi. Bu sebepten 683 molekiiler
iyonunun MS/MS spektrumda aminoasit kiitle kayma degerleri tarandi. Bunun sonucunda
spektrumda triptofan kiitle kayma degeri tespit edildi (Sekil 4.44).

1.05 683.43207

-
0.95 |
09: &— 186.4300

0.1 155.0673 347.1645 2575005 5973329 }
o . it "

50 100 150 200 250 300 350 <00 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000 1050 110C
Counts (32) wvs. Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 4.44. 683 MS/MS spektrumda triptofan kiitle kayma degeri
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Farkli molekiil agirhigindaki staurosporine tiirevlerinin belirlenmesi amaciyla
‘Antimarin’ veri tabani kullanildi. Veri tabaninda yapilan incelemeler sonucunda
staurosporine’in 38 farkli tiirevi oldugu belirlendi. Ayrica ‘Marinlit’ veri tabaninda
324.168, 338.183, 366,214 ve 380.23 molekiiler iyonlara ait metabolitler tarandi. Bu
inceleme sonucunda indol grubuna sahip non glikolize deoxydihydroisoaustamid,
cyclotropstatin, dihydroneoechinulin B, cyclomarizine B bilesikleri tespit edildi.

4.1.10.2. ‘B’ Kiimesinin MS Tabanlh Genom Taramasi

Network analizlerinde ‘B’ kiimesine ait molekiiler iyonlar S. pacifica CNT796, S.
tropica CNT250 ve S. pacifica CNT603 izolatlarinin ham ekstraktlarindan elde edildi. Bu
kiimede 1020.34, 1150.4, 1164.42 ve 1178.43 molekiiler iyonlar1 tespit edildi (Sekil 4.45).
Tespit edilen bu molekiiler iyonlarnin MS/MS fragmentasyonlarinda spesifik sekerleri
isaret eden B ve Y iyonlar1 tespit edildi (Sekil 4.46).

14015

1 -148181
9863

-15g/093

-14.9171

-9.76362E-4

Sekil 4.45. ‘B’ network kiimesi
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B-158 iyonu desosamin Y-144 iyonu ise oleandrose sekerleri i¢in spesifik iyon
tipleridir. Networktaki ilgili izolatlardan S. tropica CNT250’nin 1020.34 molekiiler iyonu
MS/MS fragmentasyonunda B-158 ve Y-144 iyonlar1 olarak tespit edildi (Sekil 4.46.). Ilgili
sekerlerin lomaiviticin C bilesiginin yapisinda bulundugu belirlendi. Bu sebepten S.
pacifica CNT796, S. tropica CNT250 ve S. pacifica CNT603 izolatlarinin izolatlarinin
dereplikasyon,‘antiSMASH’ ve ‘NapDOS’ analizleri incelendi. Dereplikasyon incelemeleri
sonucunda lomaiviticin C’nin her {i¢ izolat i¢inde ortak bilesik oldugu tespit edildi. Ayrica
her i¢ izolatin biyoinformatik incelemeleri sonucunda hem spesifik seker biyosentezi
genleri igeren PKS-II gen kiimesine hem de genetiksel olarak lomaiviticin C sentezleme

potansiyeline sahip oldugu goriildii.

102 |+ESI Product lon {10.957 min) Frag=100.0v CID@20.0 (1020.3369(z=1] -> ) 250c.d
114 158.1166

701.1353

024 720793 . 10203379
0.1 30211969 5721017 8782562 o 1552 3918

-El— J . L 1 1 |.
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Counts vs. Mass-to-Charge (miz)

Sekil 4.46. Molekiiler iyon 1020.34’{in MS/MS spektrumu

Tiim veriler dogrultusunda ‘B’ kiimesindeki molekiiler iyonlarin lomaiviticin C’ye

ait oldugu tespit edildi.

4.1.10.3. ‘C’ Kiimesinin MS Tabanh Genom Taramasi

Network analizlerindeki oOnemli kiimelerinden biri digeri Sekil 4.47°de
goriilmektedir. Kiime i¢indeki mavi disindaki renkli kuyucuklar farkl izolatlara ait spesifik
MS/MS spektrumlarini temsil etmektedir. Kutucuklardan menekse (706.237) S. arenicola
CNH877’yi, kahverengi (708.244) S. arenicola CNS673’1, pembesi (463.222) S. arenicola
CNR107’yi, turkuaz (430.267) S. arenicola CNY299’u, son olarak agik yesil (448.267)
renkli olan1 S. arenicola CNY679’a ait molekiiler iyonlardir. Bu iyonlardan 430.267
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MS/MS fragmentasyonunda B-144 vancosamine iyonu tespit edildi (Sekil 4.48). Bu veri
dogrultusunda S. arenicola CNY299 izolatinin olas1 glikolize dogal {irlin sentezinden
sorumlu gen kiimeleri ‘antiSMASH’ incelemeleri ile tespit edildi. Bu incelemeler
sonucunda spesifik seker biyosentezi genleri iceren 2 NRPS, 2 PKS-I ve bir adet indol

olmak tizere toplam 5 gen kiimesi belirlendi (Cizelge 4.7).

706.237

708.244

Sekil 4.47. ‘C’ network kiimesi

Bu incelemelere ek olarak 430.267 molekiiler iyonu ‘MarinLit’ veritabaninda

tarandi. Bu tarama sonucunda L11295 kodlu seker {initeli bir bilesik tespit edildi.
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Sekil 4.48. 430.267 molekiiler iyonun MS/MS spektrumu

Cizelge 4.7. S. arenicola CNY299’un glikolize dogal {iriin gen kiimeleri

izolat

Molekiiler iyon Seker Gen Kiimesi

S. arenicola CNY299 B-144 vancosamine (1) NRPS

(15) Oligo NRPS
(16) PKS-I
(17) Indol
(26) PKS-I

4.1.10.4. ‘D’ Kiimesinin MS Tabanhh Genom Taramasi

‘D’ network kiimesinde 4 farkli S. arenicola izolatina ait spesifik MS/MS

spekturumu gozlendi. Bu izolatlar agik kahverengi (314.102) S. arenicola CNY256’y1,
kahve renkli (466.277, 492.274, 732.298) S. arenicola CNS673°1, agik yesil (434.252) S.
arenicola CNY679’u, yesil (480.257) ile gosterilen kutucuk ise S. arenicola CNYO011’e ait

molekiiler iyon spektrumlardir (Sekil 4.49).

Tim spesifik spektrumlarin MS/MS fragmentasyonlar1 incelendi. Spektrum

incelemeleri sonucunda 480.257 MS/MS spekturumda Y-130 iyonu tespit edildi. ‘Metlin’

veri tabaninda yapilan incelemeler sonucunda bu iyonun daunomycin’in yapisinda bulunan

daunosamin oldugu belirlendi.
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480.256
466.277

314.102

N\
O 02196

Sekil 4.49. ‘D’ network kiimesi

Bu veri dogrultusunda S. arenicola CNYO11’in glikolize dogal iirlin sentezi
potansiyeli ‘antiSMASH’ analizleri ile incelendi (Cizelge 4.8). Analizler sonucunda
izolatin 2 PKS-1, 1 NRPS, 1 NRPS-PKS ve indol gen kiimelerine sahip oldugu gézlendi.

Cizelge 4.8. S. arenicola CNYO011’in glikolize dogal iiriin gen kiimeleri

izolat Molekiiler iyon Seker Gen Kiimesi

S. arenicola CNY011 Y-130 daunosamin (10) indol
(14) PKS-1
(20) NRPS-PKS-
(21) NRPS
(22) PKS-I

‘MarinLit’ veri tabaninda molekiiler iyon 480.257’in taranmasi sonucunda L15201
kodlu glikolize virescenoside bilesigi tepit edildi.

Son olarak networkta S. arenicola CNR107 ait spesifik MS/MS sinyali tespit edildi.
Bu sinyalin 776.288 molekiiler iyon oldugu ve herhangi bir bagka network sinyali ile
etkilesim i¢inde olmadig1 goriildii. Molekiiler iyonun MS/MS spektrumu incelendiginde B-
130 seker sinyali tespit edildi. 776.288’nin ‘MarinLit’ taramalar1 culcitoside C2,
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halityloside B ve acondontasteroside F gibi glizolize terpeneoid bilesiklerini isaret
etmektedir. S. arenicola CNR107’un ‘antiSMASH’ analizi incelendiginde ise 3 farkli
terpen biyosentez genine sahip oldugu bunlardan birinin ise spesifik seker biyosentez geni
olan metil transferaz genini icerdigi tespit edildi. Ayrica ‘MultiGeneBlast’ analizleri
sonucunda terpen biyosentez kiimesindeki bazi genlerin, glikolize terpenoid sioxanthin gen
kiimesindeki UDP galaktopiranoz mutaz ve poliprenil sentetaz genleri ile %90’nin iizerinde

homoloji gosterdigi goriildii.
4.2. TARTISMA

4.2.1. Streptomyces Izolati Genomlarinda NRPS ve PKS-l1 Genlerinin

Taranmasi

Bilinen mikrobiyal metabolitlerin yaklasik %70’i aktinomisetler tarafindan
tiretilmekte olup, bunlarin igerisinde Streptomyces cinsinin {iyeleri, genis varyetede ve
yiiksek potansiyelde dogal iiriin biyosentezi agisindan dikkat ¢ekmektedirler. Son yillarda,
farkli dogal kaynaklardan (deniz, magara, endemik bitkiler vb.) yeni aktinomisetlerin izole
edilmesine iligkin ¢esitli metodlar uygulanabilmektedir. Yeni kaynaklardan yeni
aktinomisetlerin ¢esitliliginin, dogal iiriin gesitliligine de yol agacagi tahmin edilmektedir.
Bu tir dogal iiriinlerin mikrobiyal rekabetin ©6nemli oldugu durumlarda, {iretici
mikroorganizmaya  biiylikk  bir  seleksiyon  avantaji  saglayarak  habitatlarina
adaptasyonlarindan rol oynamaktadir. Ozellikle toprakta yasayan Streptomyces larin
rizosferlerde bulunan simbiyotik/patojen mantarlar ve bitkiler ile etkilesimi, besin transferi

ve kimyasal savunma gibi ekolojik roller agisindan 6nem teskil etmektedir.

Daha oOnce yapilmis olan bazi arastirmalar, Streptomyces’larin topraktaki
patojenlerin baskilanmast i¢in dnemli katkilar1 oldugunu gostermistir. Gerek sucul gerekse
karasal ortamlardan izole edilerek dogal iirlinleri taranmig aktinomisetler olmasina karsin,
rizosfer yada endofit izolatlarinin biyoaktif dogal iriinleri lizerine olan ¢aligsmalar sinirlidir.
Bazi rizosfer aktinomisetlerinin yeni dogal iriinler sentezledigi ortaya konmustur
(Nachtigall ve ark. 2010, Thaker ve ark. 2013, Wu ve ark. 2015). Calismalarin biiyiik bir

cogunlugunda analitik yaklasimlar kullanilarak metabolitler taranmig, ancak birkag
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calismada, molekiiler teknikler kullanilarak bu mikroorganizmalarin dogal {iriin
sentezinden sorumlu genlerinin ¢esitliligi ortaya konmustur (Nikolouli ve Mossialos 2012,
Thaker ve ark. 2013, Ozakin ve ark. 2014).

Simdiye kadar aktinomisetlerden izole edilen biyoaktif metabolitlerin ¢ogunlugu
poliketidler, ribozomal olmayan peptidler veya her ikisinin hibridi olan molekiillerdir
(Marahiel ve ark., 1997). Ribozomal olmayan peptidleri sentezleyen NRPS genleri ve
modular poliketid bilesiklerini sentezleyen PKS-I genleri, daha once izole edilmis ve
teshisleri yapilmis olan 65 rizosfer Streptomyces izolatinda tarandi. NRPS A domainini ve
PKS-I KS domainini hedef alan dejenere primerler yoluyla, 65 izolatin hepsinde NRPS
genlerinin, 51’inde ise PKS-I genlerinin varligi tespit edildi. Elde edilen PCR
amplikonlarinin ilgili genlere ait olup olmadigini tespit etmek i¢in klonlama ve sekans
analizleri yapildi. Bulgularimiz, rizosfer izolatlarimizin ¢ok biiyiik cesitlilikte ve sayida
NRPS genlerine sahip oldugunu gosterdi. PKS-1 genlerinin de, izolatlarimizin genomunda
yaklagik %80 oraninda yayilis gosterdigi tespit edildi. Bu sonuglarin sadece birer primer
cifti ile elde edildigi gz Oniinde bulunduruldugunda, literatiir ile kiyaslandiginda bu
genlerin izolatlarimizda oldukga yiiksek bir oranda oldugu goriilmektedir (Pathom-aree ve
ark. 2006, Jiang ve ark. 2007, Janso ve ark. 2010, Xin ve ark. 2011). Ornegin, 2004 yilinda
yapilan bir ¢aligmada, arastirmacilar aktinomistlerde NRPS ve PKS-I genlerini amplifiye
etmek i¢in spesifik primerler dizayn etmisler ve PCR’a dayali tarama yontemi ile taradiklari
tirlerin  %79,9'unda NRPS ve %56,7'sinde PKS-1 genlerinden amplifikasyon elde
etmiglerdir (Ayuso-Sacido ve Genilloud 2004). PCR’a dayali genom taramalari
caligmalarimizda bu arastirmacilarin dizayn ettikleri dejenere primerler kullanildi. Bir
baska calismada ise, (Gonzales ve ark. 2005) likenlerden izole ettikleri aktinomisetlerin
dogal iriin genlerini tespit etmeyi amaglamig, PKS-1 ve NRPS genlerinin oranlarini,
sirastyla, %62,6 ve %58,5 olarak bulmuslardir. Bu rakamlara ragmen, klasik kiiltiir
kosullarinda tiim izolatlarin antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri %27 olarak tespit
edilmigtir. NRPS ve PKS-I genleri taranan izolatlarimizin daha oOnce klasik kiiltiir
kosullarinda iiretilerek tespit edilen antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri %40 olarak
bulunmustu (Y1ilmaz ve ark. 2008). Bu sonuglar, standart fermentasyon kosullarinda tiretimi

basarisizlikla sonuglanmis olan biyoaktif dogal iriinlerin genom analizleri ile ortaya
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cikarilmast ve dogrudan rasyonel yaklagimlarla yeni biyoaktif bilesiklerin tespiti,
ekspresyonu ve saflastirilmasinin miimkiin olabilecegini gostermektedir. Bu agidan da
bakildiginda dogal {iriin arastirmalarinda genetik taramanin kimyasal tarama ile
kiyaslandiginda ne kadar avantajli oldugunu gostermektedir. Buna ek olarak geleneksel
kimyasal tarama yoOnteminde karsilasilan dereplikasyon probleminin iistesinden

gelinmesinde genetik temelli tarama stratejileri oldukc¢a 6nem arz etmektedir.

Son yillarda genom projesi tamamlanan bir¢ok Streptomyces tiiriiniin dogal iiriin
gen kiimeleri incelendiginde cinsin liyelerinin bu agidan potansiyellerinin yiiksek oldugunu
gostermektedir. Bu mikroorganizmlarin dogal iiriin biyosentez potansiyeli genetik olarak
yiiksek olmasia karsin klasik kiiltiir ortamlarinda tespit edilen bilesik sayisi oldukca
diisiiktiir. Bu sonucta bircok gen kiimesinin kriptik 6zellikte oldugunu gostermektedir.
Genetik tarama ayn1 zamanda elde edilen klonlar aracilifiyla, genomda yeni gen
kiimelerine ulasmanin yolunu agmaktadir. Bu da hem yeni genlerin kesfine hem de bir cogu

kriptik olan bu tiir genlerin yeniden ekspresyonunun saglanmasina onciiliik etmektedir.

Izolatlarm A ve KS domain genlerini igeren klonlarin genbankasinda yapilan
analizleri sonucunda hangi organizmalarin genleri veya bilesikleri ile homoloji
gosterdikleri tespit edilmistir. Sonuglar, sahip oldugumuz gen dizilerinin ¢ogunun,
genbankasinda simdiye kadar bulunan diger dizilerle %70’in altinda benzerlik gdsterdigi
bulundu. Birbirinden bagimsiz yapilan iki arastirmada (Komaki ve ark. 2008, Zhao ve ark.
2008), inceledigimiz dogal iirtin genlerinin bir domainin, BLASTX sonucunda %70’in
tizerinde bir homoloji gdéstermesi durumunda o bilesigi “bilinen” bu degerin altindakileri
ise “yeni” olarak degerlendirmislerdir. Klonlarimiza bu agidan bakildiginda da biiyiik bir
kism1 yeni genlere isaret etmektedir. Ayrica %70’in iistiinde benzerligi bulunan “bilinen”
diye nitelendirilen klonlar bilinen bir gen kiimesine isaret etseler bile bu genlerin iginde yer
aldig1 biyosentetik gen kiimelerinden hangi bilesiklerin sentezlendigi bilinmedigi siirece bu
homoloji yliksek dahi olsa yine de yeni bir bilesige isaret etmektedir. Dolayisiyla “bilinen”
diye siniflandirilan gruplar da “yeni” olarak smiflandirilan genler gibi daha once

kesfedilmemis bir bilesigin sentezinden sorumlu gen kiimesinin bir pargasi olabilirler.
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BLAST homolojileri dikkate alindiginda, klonlarin aktinomisetlere ait gruplarin
sahip oldugu genlerle benzerlik gostermesinin yanisira, azimsanmayacak bir oranda ¢ok
cesitli bagka bakteri gruplar ile de benzerlik gosteren klonlar mevcuttur. Amplifiye edilen
fragmentler igerisinde NRPS gen kiimelerine homolojinin yanisira NRPS/PKS hibrit gen
kiimelerine de benzerlik goriilmiistir. Bu genler, antikanser bilesikler (actinomycin),
antibiyotik ve antifungaller (gramicidin, enduracidin, friulimicin, tyrocidin, laspartomycin,
trindamycin, althiomycin) ve sidereforlar (yersiniabactin, enterobactin ve bacillibactin)
gibi farkli biyolojik aktiviteye sahip, burada sayamadigimiz ancak tablolarda agikca

goriilen birgok bilesigi isaret etmektedir.

Girig boliimiinde detayli olarak verildigi iizere NRPS genlerinin substrat spesifitesi
A domaini ile belirlenmektedir. DNA diziliminin amino aside ¢evrilerek bu domainlerin
secebildigi substratlar bazi programlarda tahmin edilebilmektedir. Bu programlarda
ozellikle ¢alismalarimizda kullanilan ‘“NRPSpredictor2’ programi bir A domain i¢in temel
olarak 2 farkli sonu¢ vermektedir. Kiigiik ve bliyiik kiime (small and large cluster) olarak
adlandirilan bu analizlerin herbirinin kendine gore avantaj ve dezavantajlar1 mevcuttur.
Kiigiik kiime analizleri daha dar analizler yaparak, korunmus daha kiigiik motiflere
bakmakta ve sonu¢ olarak daha az amino asidi substrat tipi olarak vermektedir. Biiylik
kiime analizleri ise A domaininin tim motiflerini tamyarak farkli dizilimleri benzer
spesifitelerde toplayarak ve bunlar1 gruplandirarak sonugta bir grup amino asidi substrat
olarak vermektedir. Tiim domainlerin birbirleriyle kiyaslanmasi agisindan sadece biiyiik
kiime analizleri yapilmigtir. A domainlerinde bu substrat baglanma bolgelerinin aranmasi
ile veri tabaninda bulunan 8 farkli baglanma bdlgesinden 7 tanesi tespit edilmistir. Birkag
sekans disinda tiim sekanslarda A domain bulunmustur. Ancak hatir1 sayilir miktarda olan
baz1 sekanslarda, korunmus A domain motifleri bulundugu halde bu motiflerin veri
tabaninda bulunan amino asitleri substrat olarak taniyan motifler olmadig1 tespit edilmistir.
Bunlar tabloda “substrat tahmini yapilamadi” olarak belirtilmistir. Bunun anlamu,
izolatlarimizin simdiye kadar tanimlanmis NRPS bilesiklerini olusturan amino asitlerin
disinda, baska amino asitleri tantyabilecek A domainlerine sahip olma olasiligidir. Bu
onemli bulgu ayn1 zamanda yeni NRPS bilesiklerini isaret etmektedir. Bu sonuglar yeni

amino asitlerin yer aldigi ribozomal olmayan peptidlerin sentezi konusunda da yeni bilgiler
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olusturacak potansiyele sahip oldugundan dogal {iriin ¢aligmalarina da biiyiik katkilar
saglama potansiyeline sahiptir. Yapilan A domain analizleri, ilgili fragmentin sahip oldugu
organizmanin hangi bilesigin sentezleyecegini degil, bu fragmentin 6zgiin ve {izerinde
calismaya deger bir gen kiimesinin pargasi olup olmayacagi konusunda degerli bilgiler

sunmaktadir.

Son yillarda yaymlanan makalelere bakildiginda, ilgili genlere ait domainlerden
yola ¢ikilarak yapilan bilesik tahminlerinin bazi sakincalar1 oldugu belirtilmektedir. Ciinkii
domain, ilgili gen kiimesine ait ¢ok kiigiik bir parca olup, bu gen kiimesinden sentezlenecek
bilesik ile ilgili sadece bir tahmin vermektedir. Ancak bir bilesigin kiiltiir ortaminda analitik
ve spektroskopik teknikler ile tam anlamiyla ortaya koyulmasi i¢in bu tahminlerden daha
fazlasina ihtiya¢ oldugu goriilmektedir. Bilesigi sentezleyen ilgili gen kiimesine ait bir
domainin, bilesigin nihai yapisi hakkinda kesin belirleyici olmayacagi agiktir. Son
caligsmalara bakildiginda gen kiimesine ulagilarak genlerin tiimii ortaya ¢ikarildiktan sonra
ancak sentezlenen bilesik kiiltlir ortaminda onlarca bilesik igerisinden ayirt
edilebilmektedir. Son yillarda dikkati c¢eken bagka bir nokta ise bu tiir bilesiklerin
genlerinin kriptik oldugudur. Bu tiir genlerin ekspresyonunu saglamak i¢in ortaya ¢ikarilan
gen kiimeleri heterolog olarak eksprese edilmekte ve kriptik genlerin ¢alismast i¢in farkl
promotorlar denenmektedir. Bu da, elimizdeki tiirlerin, klasik kiiltiir kosullarinda
sentezlenemeyen veya kimyasal tarama metodlari ile tespit edilemeyecek kadar az iiretilen
bilesiklerin biyosentez genlerinin kesfedilmesine yol agacaktir. PCR’a dayali tarama
stratejisi ile tespit edilen genlerin simdiye kadar bulunmus olan diger bilesik genleri ile
yakinlik derecesi ve yeni bilesik sentezleme potansiyellerinin belirlenmesinin yanisira, bu
klonlarin ayn1 zamanda, ilgili organizmalarin genomlarinda gen kiimelerinin taranmasi i¢in

hibridizasyon problar olarak kullanilmasi agisindan da 6nemlidir.
4.2.2. Tetrangomycin ve Biyolojik Aktivitesi

Streptomyces sp. CAH29 genomu genetik olarak taranirken, kiiltiir ortamina
sentezledigi bilesikler de kimyasal yontemlerle tarandi. Izolatin kiiltiir ortamina salgiladig1
bilesiklerden biyoaktivitesi en fazla ve en genis spektrumlu olan bilesik segilerek

saflagtirildi. Spektroskopik incelemeler sonucunda bilesigin tetrangomycin oldugu tespit
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edildi. PKS-11 genleri ile sentezlendigi tahmin edilen tetrangomycin bilesigi angucycline
grubu antibiyotiklerden kabul edilmektedir. Tetrangomycin daha oOnceleri baska bir
Streptomyces tiirtinden izole edilerek aydinlatilmis olmasina ragmen {izerine yapilmis
detayl bir ¢alisma yoktur. Sadece S. aureus ve bazi antitimor hiicreler lizerine inhibisyon
etkisi mevcuttur (Dann ve ark. 1965). Son yillarda yapilan genetik ¢alismalarda bazi
anglucyline antibiyotiklerin gen kiimeleri ortaya ¢ikarilmistir (Westrichl ve ark. 1999). Bu
gen kiimelerinin nihai {riinleri iskelet yapisini tetrangomycin’in olusturdugu fakat farkl
fonksiyonel gruplara sahip bilesiklerdir. Bunlar igerisinde; antitiimor etkili landomycin E
(Zhu ve ark. 2005) ve antibakteriyel etkili simocyclinone bilesikleri (Galm ve ark. 2002)
ornek olarak verilebilir. Tetrangomycin bu bahsedilen biyosentetik metabolik yollarda ara
metabolit gibi goriinmektedir. Dolayisiyla CAH29’un tasidigi ve tetrangomycin’in
sentezlendigi gen kiimesinin nihai {irtinii de farkli bir bilesik olabilir. Zira NRPS, PKS-| ve
PKS-Il gen kiimelerinde sentez genlerinin diginda son kimyasal yapiyr verecek olan
fonksiyonel gruplari sentezleyen genler de mevcuttur. Tetrangomycin’in saflastirilma
caligmalarinda genis 6lcekte bakteri iiretimi yaplmasina ragmen saf madde miktarinin 1.8
mg olacak sekilde az elde edilmesinin nedenlerinden biri de bilesigin ara metabolit
olabileceginden kaynaklandig diistiniilmektedir. Bundan dolay: tetrangomycin daha once
bulunan bir bilesik olmasina ragmen sentezledigi gen kiimesinin ortaya ¢ikarilmasi 6nem

arz etmektedir.

1997 yilinda yapilan bir ¢aligmada tetrangomycin gen kiimesinin klonlanmasi
sonrasinda gerceklestirilen heterolog gen ekspresyon ¢alismalart sonucunda fridamycin ve
PD116740 bilesiklerinin tetrangomycin’nin tiirevi bilesikler oldugu tespit edilmistir (Hong
ve ark. 1997).

Streptomyces cyanogenus S136°’da farkli sayida seker grubuna sahip tiirevleri
bulunan ve potent antitimor aktiviteye landomycin’in biyosentez gen kiimesi arastiricilar
tarafindan klonlanmistir (Westrich ve ark.1999). Sonraki yilllarda yapilan ¢alismalarda 20

tizerinde landomycin tiirevi kesfedilmistir (Shaaban ve ark. 2011).
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Landomycin gen kiimesinin klonmasindan sonra ozellikle gen kiimesindeki seker
biyosentez genlerinin kombinatoryal yoOntemler ile inhibiyonuna bagli olarak yeni

angucycline metabolitler kesfedilmistir (Kharel ve ark. 2012).

2004 yilinda yapilan bir bagka ¢alismada ise Streptomyces antibioticus’da antitiimor
etkili angucycline oviedomycin gen kiimesi klonlamistir (Lombo ve ark. 2004).

Yukarida bahsedilen ¢alismalar goriildiigii gibi tetrangomycin’in farkli fonksiyonel
grubuna sahip tiirevlerinin biyosentezinden sorumlu gen kiimlerinin kesfi yol yillarda artis
gostermektedir. Ozellikle glikolize tiirevleri potent antitiimor aktiviteye sahiptir. Bunun
nedeni biyolojik hedefler ile etkilesimde seker iinitelerinin 6nemli rol oynamasindan

kaynaklanmaktadir.

Daha 6nceki ¢alismalarda tetrangomycin’in 6zellikle S.aureus patojeninin tiremesini
inhibe ettigi bilinmektedir. Bu agidan antimikrobiyal analizlerimiz sonucunda MRSA
inhibisyonuna neden olmasi direngli patojen mikroorganizmlarin en 6nemli saglik problemi
oldugu giintimiizde bu agidan olduk¢a Onemlidir. Ayrica hastane izolati C. albicans
hiicrelerine kars1 antifungal etkisinin tespiti bilesigin biyoaktivitesi acisindan dikkat
¢ekicidir. Literatiirde tetrangomycin’in antimikrobiyal aktivitesi ile ilgili ¢alisma sayisi

olduke¢a smirhidir.

Ochromycinone tetrangomycin’in alkol fonksiyonel grubu bulunmayan tiirevidir.
2005 yilinda yapilan bir calisgmada ochromycinone’nin tilser etkeni Helicobacter pylori’nin

tiremesini inhibe ettigi rapor edilmistir (Sohrab 2005).

Angucycline grubu dogal triinlerinin en 1yi bilinen biyolojik etkilerinden bir digeri
ise antitimor aktiviteye sahip olmalaridir. Landomycin gibi potent sitoksik etkiye sahip
angucyclinler buna drnek gosterilebilir. Bu sebepten tetrangomycin’in A549 ve LNCaP
hiicre dizilerine kars1 sitotoksik etkisi incelendi. Sitotoksitite testi sonucunda bilesigin 4.82
uM ve 4.93 uM ICso degerleri ile sirast ile LNCaP and A549 hiicre dizileri iizerine
antitimor etkiye neden oldugu belirlendi. Ulusal kanser enstitiisii (NCI) ham ekstraktlarin
ICs0 degerinin 20 mg/ml az olmasi durumunda sitoksik etkisinin dikkate deger oldugunu

belirtmektedir. Hem bu veri hem de literatiirdeki antitiimor etkili dogal {irlinlerin ICs
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degerleri goz Oniinde bulunduruldugunda tetrangomycin’in sitotoksik etkisinin potent
olmamakla birlikte dikkate deger oldugu gostermektedir. Ayrica lietratiir arastirmalarinda
bilesigin LNCaP hiicre dizini ile sitotoksik etkilesimine rastlanmamistir. Bu a¢idan da

tetrangomycin’in bu hiicre dizilerine kars1 antitiimor aktivitesi oldukg¢a 6nemlidir.

Taxus baccata L. kok bolgesinden izole edilen Streptomyces sp. AC113 izolatinin
kiiltiir ortamindan O-metil tetrangomycin (1), 8-O-metiltetrangulol (2) ve 8-O-metil 7-
hidroksil tetrangomycin (3) bilesikleri izole edilmistir. Izolasyon sonrasinda her iig
bilesiginde B16, HT-29 tiimdrlii hiicre dizileri {izerine sitotoksik etkisi aragtirilmistir.
Arastirma sonucunda 1, 2 ve 3 nolu bilesiklerin B16 hiicre dizisi iizerine 1Csy degeri
sirastyla 7.13, 0.59 ve 0.0054 ug/ml, HT-29 {izerine ise 66.9, 50 ve 8.58 pg/ml oldugu
rapor edilmistir (Maruna ve ark. 2010).

2011 yilinda yapilan bir ¢alismada 11 farkli landomycin tirevi ile birlikte
tetrangomycin’in MCF-7 ve MDA-231 g6giis kanseri hiicreleriyle etkilesimine bagli olarak
ICso degerleri incelenmistir. Analizler sonucunda tetrangomycin’in MCF-7 hiicrelerinin
biiylimesini inhibe etmedigi, MDA-231°de ise bu degerin 1,55 uM oldugu bildirilmistir.
Landomycin tiirevlerinin ise ICsp degerinin ise 1,5-7 uM arasinda degistigi bildirilmistir
(Shaaban ve ark. 2011).

Deniz aktinomiseti Streptomyces sp.W007’in genom dizilimi ¢alismalar1 sonucunda
tetrangomycin tiirevi yeni angucycline antibiyotikler kesf edilmistir. Bu bilesiklerin birinin
10, 1 ve 0.1 uM konsantrasyonlarinda A549 hiicrelerinin biiylimesini sirasiyla %71, %30
ve %5 oranlarinda inhibe ettigi rapor edilmistir (Zhang ve ark. 2012).

Dogal iirtinlerin biyolojik aktivitelerinin kimyasal yapidaki fonksiyonel gruplar ile
ilgili oldugu bilinmektedir. Tetrangomycin’in tiirevlerindeki fonksiyonel gruplarin
degisime bagli olarak biyolojik aktivitenin giiciiniinde degistigi yapilan c¢aligmalar
sonucunda goriilmektedir. Ornegin yapida ekstradan bulunan bir metil ve hidroksil grubu
bilesigin antitlimor aktivite potensini arttirdigi, tersi durumda hidroksil grubunun karbonil
grubu ile degisiminin etkinin azalmasina neden oldugu goriilmektedir. Bununda temellinde

ligand ve hedef arasindaki etkilesimde fonksiyonel gruplarin rol oynamasi bulunmaktadir.
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Bu sebepten dolay1 daha etkin bilesiklerin elde edilmesi i¢in yap1 aktivite iliskisi (SAR)

temelli ¢aligmalar giinlimiizde yogunca yiiriitiilmektedir.

Bitkiler degisik kimyasal yapi ve sayida polifenolik dogal iiriin sentezleme
potansiyeline sahip olduklarindan antioksidant etkili bilesiklerin izolasyonu i¢in en 6nemli
biyolojik kaynaklardir. Antioksidant caligmalarinda bitki orjinli ekstraktlarin yogunca
calisilmasinin temel nedenlerinden biri de budur. Mikrobiyal kaynakli ekstraktlar genellikle
antioksidant parametrelerin incelenmesinde kullanilmamasiyla birlikte DPPH radikalini
sondiirme etkisinin incelenmesi 6nemli antioksidant parametrelerden biridir. Bu sebepten
Streptomyces sp. CAH29 izolatinin etilasetat ekstrakti ve tetrangomycin’in DPPH
radikalini sondiirme etKkisi test edildi. Bu test sonucunda ham ekstraktin pozitif kontroller
gibi yiiksek aktivite giiciine sahip oldugu goriildii. Buna karsin tetrangomycin’in ise pozitif
kontrollere gore diigiik aktivite giicline sahip oldugu tespit edildi. Ham ekstraktin saf
bilesige gore etkisinin fazla olmasinin nedeni ekstrakt icinde DPPH radikalini sondiirme
etkisi bulunan birden fazla bilesigin bulunmasindan kaynaklanmaktadir. Kimyasal
yapisinda aromatik halka iceren bilesikler potansiyel antioksidant metabolitlerdir.
Tetrangomycin’in de yapisinda aromatik gruplarin bulunmasi olast DPPH sondiirme etkisi
olabilecegini diisiindiirmiistii. Antioksidant testlerde madde miktar1 aktivitenin giicii
acisindan Onemlidir. Ham ekstraktin konsantrasyonu 10-500 pg arasinda degisirken,
tetrangomycin saf olarak kullanildigindan 10-150 pg araligindaki konsantrasyonlarin etkisi
incelendi. Ham ekstrakt grafigi incelendiginde madde konsantrasyonun artigina bagl olarak
aktiviteninde arttig1 gozlendi. Fakat tetrangomycin de 100 ve 150ug madde konsantrasyonu
araliginda aktivitenin kayda deger Olgiide artmadigi goriilmektedir. Bu sebepten
tetrangomycin’in antioksidant aktivitesinin 150pg’mn iizerindeki konsantrasyonlarda da ¢ok

fazla artmayacag1 goriilmektedir.

Literatiirde tetrangomycin’in DPPH sondiirme aktivitesi ile ilgili herhangi bir
calisma bulunmamaktadir. Sadece deniz orjinli Dermacoccus cinsi tyeleri tarafindan
sentezlenen ve yapi itibariyle bazi tiyeleri tetrangomycin’e benzerlik gosteren fenazin

yapisindaki dermacozine tiirevi bilesiklerin serbest radikal sondiirme etkisi rapor edilmistir
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(Manivasagan ve ark. 2014). Bu acgidan bakildiginda tetrangomycin’in antioksidant

aktivitesinin incelenmesi kayda degerdir.

Dogal iiriinler DPPH sondiirme etkisi disinda farkli mekanizmalar ile antioksidant
etkiye neden olabilmektedir. Buna en giizel ornek hiicresel metabolizmada radikal
olusumundan sorumlu bazi metabolik yolaklardaki enzimlerin inhibisyonu ile bu etkiye
neden olabilmeleridir. Angucycline grubu tiyesi dogal iirlinler 6nemli enzim inhibitorleri
oldugu dusiiniildiigiinde tetrangomycin’in radikalik {irtin olusumundan sorumlu ¢esitli

oksidaz enzimlerinin inhibisyonuna neden olabilecegini diisiindiirmektedir.

2011 yilinda deniz sedimentinden izole edilen Actinomyces sp. izolatindan
tetrangulol metil eter dogal {iriinii izole edilmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda izole
edilen bu bilesigin menadione benzeri toksik kinon metabolitlerinin olusumundan sorumlu

kinon rediiktaz 2 enzimin aktivitesini inhibe ettigi rapor edilmistir (Choi ve ark. 2011).

Son yillarda dereplikasyon sorunundan 6tiirli yeni dogal iiriin kesfi azalirken bunun
aksine mevcut antibiyotiklere direngli patojenlerinin sayisinin artmasi kitlesel saglik
sorunlarinin en Onemlilerinden birini teskil etmektedir. Ozellikle hastanelerde direngli
patojenlerinden (MRSA,VRE gibi) o6tiiri 6liim oranlar1 hizla artmaktadir. Bu sorunun
istesinden gelebilmek i¢in yeni dogal iriin arastirmalarinin yanina patojenlerde yeni
hiicresel hedeflerin tespit edilmesi veya direnglilik mekanizmalarinda rol oynayan
metabolik yolaklar inhibisyon mekanizmalarinin arastirilmasi da uygulanabileecek
yaklagimlardir. Bu yaklasimlar hem yeni hiicresel hedeflerin belirlenmesi hem de bilinen

dogal tirlinlerin farkli hedefler iizerinde etkisinin incelenmesi gerekmektedir.

MRSA’da direnclilik mekanizmasinda rol oyandigi bilinen yeni metabolik
yolaklardan biri staphyloxanthin biyosentezidir. Staphyloxanthin MRSA patojenlerinde non
mevalonat metabolik yolaktan sentezlenen bir dogal iiriindiir. Yapilan ¢alismalar sonucunda
staphyloxanthin’in MRSA’larda oksidatif hasar1 engelleyici 6zelliginden otiirii patojenin

direncliliginde rol oynadigini bilinmektedir.

2012 yilinda yapilan bir ¢aligmada tetrangomycin’in staphyloxanthin dretimini

engellemesine bagli olarak MRSA’larin biiylimesini inhibe ettigi rapor edilmistir (Sakai ve
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ark. 2012). Tetrangomycin’in MRSA inhibisyonuna neden oldugu tespit edilmesine
ragmen, literatirde bu inhibisyon mekanizmas1 ile ilgili herhangi ¢alisma
bulunmamaktadir. ~ Staphyloxanthin  biyosentez  yolagi incelendiginde, metabolit
biyosentezinin ilk asamasindaki geri doniisiimsiiz reaksiyonun gergeklesmesinde rol
oynayan enzimin CrtM oldugu goriilecektir. Bundan dolayr staphyloxanthin sentezi
inhibisyonu i¢in CrtM oldukga énemli hiicresel hedeftir.“'BRENDA’ veri tabaninda yapilan
taramalar sonucunda tetrangomycin’in simdiye dek CrtM inhibisyon ile ilgili ¢alisma
bulunmamaktadir. Tiim bu veriler dogrultusunda tetrangomycin’in CrtM ile etkilesiminin
incelenmesi i¢in  docking c¢alismalar1 yapildi. Docking ¢alismalart sonucunda
tetrangomycin’in pozitif kontrol 830 gibi enzimin aktif merkezi amino asitleri ile etkilesim
icinde oldugu tespit edildi. Her iki ligandin non kovalent etkilesimleri incelendiginde genel
olarak tetrangomycin’in pozitif kontrole goére docking skorunun biraz daha diisiik oldugu
gozlendi. Bunun sebebinin pozitif kontroliin zincir yapisinin tetrangomycin’e gore daha
uzun olmasindan &tiirii Leu™ ve Val**" amino asitleri ile etkilesime girmesinden kaynakli
olabilecegi diistiniilmektedir. Bilindigi tizere literatiirde tetrangomycin’in bilinen birgok
tiirevi bulunmaktadir. Bu tiirevlerin docking analizleri ile yap1 aktivite iliskisi (SAR) ile
baglantili olarak daha etkili bilesiklerin belirlenmesi agisinda Onem arz etmektedir.
Landomycin 6rneginde oldugu gibi yapidaki seker tinitesinin sayisina bagli olarak farkli
tiirevleri bulunmaktadir. Bu sebepten ekstradan seker iiniteli bilesiklerin CrtM etkilesimi bu
acidan dikkat ¢ekici olabilir. Seker {tnitesideki -OH ve -H gruplarinin CrtM aktif
merkezindeki aminoasitlerle hidrojen bagi olusturma potansiyelindeki artisa bagli olarak

baglanma enerjisinde de bir degisiklige neden olabilir.

Aragtirmacilarin 2011 yilinda yaptig1 bir caligmada bitki orjinli genistein, orobol,
resveratrol, gallic asit, carnosol, biochanin ve baicalein gibi dogal iiriinlerin MRSA
direngliliginde rol oynadigi bilinen penicillin baglanma protein 2A (PBP-2A) ile docking
analizleri incelenmistir. Incelemeler sonucunda 70,502 docking skoru ile en iyi etkilesimin

orobol ile elde edildigi gozlenmistir (Hariprasath 2011).

2013 yilinda 38 farkli CrtM inhibitorii ile yapilan ¢aligmalarinda yapi aktivite

iliskisine bagli modelleme caligmalarinda sonucunda farmakofor grubu hidrofobik
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karakterdeki bilesiklerin etkilesiminin hihrojen bagi alicis1 veya vericisi olma durumuna

gore daha yiiksek docking skoruna sahip oldugu bildirilmistir (Peng ve ark. 2013).

Insanlarda sterol biyosentezinden sorumlu squalen sentaz (SQS) enzimi CrtM ile
aminoasit benzerligi agisindan %36°’ya yakin homoloji gostermektedir. Bu sebepten otiirii
CrtM inhibitorlerinin ayn1 zamanda kolesterol sentezi inhibiyonuna neden olup olmadiginin
tespiti icin ligandlarin SQS etkilesimide incelenmektedir. Olasi CrtM inhibitorleri ayni
zamanda kolesterol diisiiriicii ajan olarakta etki gosterebilmektedirler. Tersi durumda

kolesterol inhibitorlerinin de CrtM inhibisyonuna neden olabilecegi akla gelmektedir.

2010 yilinda kolesterol diisiiriicti ajan olarak bilinen lapaquistat acetate ve
squalestatin bilesiklerinin ligand olarak kullanilmasiyla, CrtM ile docking analizleri
yapilmistir. Arastirmalar sonuglari incelendiginde ligandlar1 CrtM’in Hisls, Arg45, Asp48,
Aspsz, Tyrlzg, G|n165, Asn'® ve Asp172 ile non kovalent etkilesim bulundugu gézlenmistir.

Sonug olarak her ligandin da CrtM inhibitorii oldugu tespit edilmistir (Sharma 2010).

2012 yilinda mantarlardan izole edilen zaragoic asit dogal iirliniiniin ligand olarak
hem CrtM hem de SQS ile etkilesimi docking analizleri ile incelenmistir. Analiz sonucunda

bilesigin her SQS’ un aktif merkezindeki Ser’®, Phe*, Leu®, Met® ve Ala®® ile
hidrofobik etkilesimde oldugu tespit edilmistir. Benzer sekilde bilesigin CrtM’nin Tyr248,
Phe”, Leu®™i ile nonkovalent etkilesime girdigi rapor edilmistir. Tim veriler
dogrultusunda arastiricilar zaragoic asit’in her iki enzim inhibisyonun rol oyandigini

docking analizleri ile ortaya koymustur (Liu ve ark. 2012).

Literatiirde farkli metabolitlerin CrtM enzimi ile yapilan docking ¢aligmalar
sonucunda hidrofobik gruplu metabolitlerin enzimin hidrofobik paketi ile etkilesimi
agisindan 6nemli oldugunu gostermektedir. Bu agidan tetrangomycin’in aromatik halka
karbonlarinin bu etkilesimde rol oynadig goriilmektedir. Enzimin aktif merkezindeki Arg®
amino asiti ligandlarin baglanmasinda énemli rol oynamaktadir. Amino asitin yapisinda
bulunan amin grubundaki hidrojen atomunun fosfat ve karbonil vb fonksiyonel gruplar ile
hidrojen bagi ile etkilesime girmesi inhibisyon etkisi agisindan oldukca 6nemli oldugu

goriilmektedir.
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Mikroorganizmalar bulunmus olduklar1 habitatlarda birbiri ile etkilesim halinde
bulunmaktadirlar. Bu etkilesim agonistik, antagonistik, sinerjistik veya simbiyotik seklinde
olabilmektedir. Ayrica yasam alanlarindaki besin sikintis1 vb. ¢esitli ¢evresel stress
kosullarinda tiim canlilarda oldugu gibi mikroorganizmlarda da tiir i¢i veya tiirler arasinda
canliligin devami i¢in rekabet olusmaktadir. Bu rekabet kosullarinda canlilik agisindan
daha avatajli hale gelmek i¢in ortama en iyi derece adaptasyon saglamalar1 gerekir. Bunun
yaninda tiim mikroorganizmalar habitatlarinda izole halde degil de, birbiri ile etkilesim
icinde topluluklar halinde yasamaktadirlar. Bu durumda mikroorganizmlarin kendi
savunma sistemlerini olusturmalarina neden olmaktadir. Mikrobiyal habitatin {iyeleri tiim
bu sorunlarin iistesinden gelebilmek icin savunma, adaptasyon, haberlesme vb.

durumlarinda dogal {iriinler sentezlemektedirler.

Antibiyotikler genel olarak hiicrelerde peptidoglikan, protein, DNA sentezi gibi
cesitli metabolik olaylar1 inhibe etmektedirler. Asir1 miktarda antibiyotik kullanimi ve
yatay gen transferi sonucunda patojen mikroorganizmalar hiicresel hedeflerde kimyasal
modifikasyon, yeni reseptor ve hiicresel makromolekiil sentezi vb mekanizmlar ile
direnclilik kazanmaktadir. Bu da antibiyotikler i¢in yeni hiicresel hedef ve mekanizmalarin
ortaya ¢ikarilmasi geregini ortaya ¢ikarmaktadir. Tetrangomycin’in CrtM ile etkilesimi hem
yeni bir inhibisyon mekanizmasinin ortaya ¢ikartlmasi hem de bilinen bir dogal {iriiniin

yeni bir hiicresel hedef ile etkilesimin ortaya ¢ikarmasi agisindan da olduk¢a dnemlidir.

4.2.3. Salinispora Izolatlarmin Dogal Uriin Biyosentez Gen Kiimelerinin

Biyoinformatik Programlarda incelenmesi

Cesitli canli gruplarinin genom dizilim projeleri her gegen giin artmaktadir.
Ozellikle son on yil i¢inde mikrobiyal genom projelerinin sayisinin logaritmik oranda
artmistir. 2015 yili ile birlikte NCBI gen bankasi veritabaninda 300.000’in {lizerinde kayith
niikleotit dizilimi mevcuttur (Benson ve ark. 2015). Klasik laboratuvar sartlarinda kiiltiire
edilemeyen mikroorganizmalarin metagenom analizlerinin gerceklestirilmesi bu artisin en
temel nedenlerinden biridir. 2008 yilinda baslatilan insan mikrobiom projesi (HMP)
kapsaminda insan viicudunun belli kisimlarindaki mikroorganizmlarin metagenomik

temelli arastirilmasini amaglamaktadir (www.human-microbiome.org). Bir taraftan NCBI

149


http://www.human-microbiome.org/

4. BULGULAR VE TARTISMA

gibi veritabanlarinda DNA dizilimlerinin birikimi, bu dizilimlerin analiz i¢in gerekli
programlarin gelistirilmesine neden olmaktadir. Hem biyoloji hem kimya alanindaki
informatik gelismeler dogal iirlin arastirmalarin1 bu agidan etkilemektedir. Dogal iiriin
tarama paradigmast DNA dizilim maliyetlerinin azalmasi sonucunda klasik yontemler
uygulanmaksizin genomlarin biyoinformatik programlar ile taranmasi sonucunda
degismistir.

Dogal iirlin aragtirmalarinda biyoinformatik temelli ¢esitli mikroorganizma
genomlariin taranmasi yeni bilesiklerin kesfi ve bu mikroorganizmalarin genetiksel
potansiyellerinin belirlenmesinde oldukca 6nemlidir. Bu yontemin en 6nemli avantaji dogal

rtin temelli aragtirmalarda dereplikasyon sorununu ¢6zmesidir.

‘NapDOS’ ve ‘antiSMASH’ mikrobiyal genomlarda dogal iiriin gen kiimelerinin
taranmasinda kullanilan en O6nemli biyoinformatik programlardir (Boddy 2014). Bu
sebepten Salinispora izolatlarinin dogal iiriin gen kiimelerinin taranmasinda bu iki
biyoinformatik program kullanildi. Izolatlarin ‘antiSMASH’ analizleri incelendiginde,
genel olarak S. arenicola izolatlarinda tespit edilen toplam gen kiimesi sayisinin S. pacifica
ve S.tropica’ya gore daha fazla oldugu goriildi. S. arenicola genomlarinin cinsin diger iki
iiyesinden yaklagik 300 kb uzun oldugu diisiiniildiiglinde genom biiytikliigline bagli olarak
sayminda artmasi s6z konusudur. ‘antiSMASH’ analizlerinin dikkat ¢eken bir diger sonucu
ise NRPS ve PKS iliskili yolaklarin sayica oranin %50’ye yakin olmasidir. ‘antiSMASH’
ozellikle NRPS ve PKS gen kiimelerinin tespitini %99 dogruluk oraninda
gerceklestirmektedir. Bunun temel nedeni hem NRPS hem de PKS’de korunmus bdlgelerin
programca analizi kolay sekilde gergeklestirilmesidir. Fakat terpen sentezinden sorumlu
enzimleri kodlayan genlerin NRPS ve PKS gibi fazlca korunmus bolgeye sahip olmayip
degiskenlik gostermesinden 6tiirii bu gen kiimelerinin analizini zorlagtirmaktadir. Program
tarafindan NRPS ve PKS’lerin say1 ve dogruluk agisindan yiiksek oranlarda tespiti bu

acidanda degerlendirilmelidir.

‘NapDOS’ sonuglari incelendiginde 6zellikle S.pacifica CNY666 izolatinin NRPS
ve PKS domain ¢esitliligi S. arenicola ve S. tropica’ya gore ¢ok fazla oldugu

goriilmektedir. Biyoinformatik incelemeler S.pacifica tiirlerinde dogal {iriin ¢esitliliginin en
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fazla oldugunu gostermektedir. Benzer sekilde 2013 yilinda yapilan bir caligmada genom
dizilimi bilinen 75 farkli Salinispora izolatt genomunun ‘NapDOS’ analizleri sonucunda S.
pacifica izolatlarin dogal NRPS ve PKS gen kiimelerinin cinsin diger iki tiyesine gore daha

fazla cesitlilik gosterdigi ortaya koyulmustur (Ziemert ve ark. 2014).

‘NapDOS’ ve ‘antiSMASH’ temelde dogal iiriin gen kiimelerinin taranmasinda
kullanilsa bile, kullanim amaglar1 birbirinden farklidir. ‘antiSMASH’ gen kiimesindeki hem
biyosentez hem de bunun disindaki regulasyon, modifikasyon, tasima, direnglilik gibi
genlerin tespit edilmesinde kullanilmaktadir. Fakat ‘NapDOS’ sadece NRPS ve PKS gen
kiimelerinin kodensasyon ve ketosentaz domainlerinin analizinde kullanilmaktadir.
‘antiSMASH’ ve ‘NapDOS’ analizleri incelendiginde tespit edilen NRPS ve PKS gen
kiimesi sayilar1 birbiri ile uyum iginde oldugu goriilecektir. Bu veri her iki programinda

yiiksek dogrulukta genlerin tespit edildigini gostermektedir.

4.2.4. Salinispora Izolatlarmin ‘GNPS’ Dereplikasyon ve Network Analizleri

Son yillarda yeni dogal iiriin kesfi oranlarinin azalmasinin temel nedeni geleneksel
yontemlere dayali dogal {iriin aragtirmalarinda dereplikasyon problemin ortaya ¢ikmasidir.
Ornegin 1960-1980 yillar1 arasinda streptomyces cinsinin iiyelerinden her yil 75 yeni
antibiyotigin kesfedildigi, bu oranin 1980-2000 yillar1 arasinda ise 20’ye diistiigii rapor
edilmistir (Baltz 2006). Dereplikasyon probleminin {iistesinde gelmek icin son yillarda
genom temelli bioinformatik programlarin kullanilmasin ek olarak kimyasal verilerin de bu
amagla degerlendirilmesine yonelik informatik veritabanlari gelistirilmektedir. GNPS veri
tabani bu tip informatik programlarin en yenilerinden biridir. Bilinen bilesiklerin daha

ekstrakt halinde hizlica tespit edilmesi agisindan oldukca dnemli bir yaklagimdir.

Bu sebepten otiiri tiim Salinispora izolatlarinin dereplikasyon analizleri GNPS
programi ile gergeklestirildi. Analiz sonucunda 30 izolatin 9’unun ham ekstraktinda bilinen
bilesiklere rastlanmadi. Bu izolatlardan birinin S. pacifica CNY666 oldugu tespit edildi.Bu
izolatin ‘NapDOS’ analizleri incelendiginde rifamycin, salinilactam ve cyanosporaside gibi
bilinen dogal iiriinlerin biyosentez genlerine sahip olmasina ragmen dereplikasyon

analizlerinde bilinen bilesiklerin tespit edilmemesi oldukc¢a dikkat ¢ekicidir. Benzer sekilde

151



4. BULGULAR VE TARTISMA

S. pacifica CNS860 ve S. tropica CNT250’nin genetiksel olarak salinosporamide A sentezi
potansiyeli olmasima ragmen bu izolatlarin dereplikasyon analizlerinde bu bilesige
rastlanmadi. Bu ¢esitli nedenlerden kaynaklanabilir. Bilindigi tizere dogal {iriin biyosentezi
sekonder metabolizma sonucu ger¢eklesmektedir. Dogal iiriin sentezi i¢in gerekli
monomerler primer metabolizma sonucu olugan ara metabolitlerden sentezlenmektedir. Bu
sebepten primer ve sekonder metabolizma biribiri ile iliskilidir. Literatiir de belirtiligi tizere
bu iligskiden dolay1 dogal iirlin biyosentezi mikroorganizmanin biiylime ortamin bilesenleri
ile yakindan iliskilidir (Ozakin 2010). Genetik potansiyeli olmasina ragmen dereplikasyon
analizlerinde bu bilesiklerin tespit edilememesinin nedenlerinden biri kullanilan besiyerinin
ilgili dogal iiriiniin sentezi icin uygun olmadig: diisiiniilebilir.Ikinci bir neden ise ekstrakt
icindeki madde miktarinin konsantrasyonun ¢ok diisiikk olmasindan kaynaklanabilir.Son
olarak gen kiimesinin kriptik karakterde olmasindan otiirii gerceklesmis olabilir. Ozellikle
NapDOS analizleri incelendiginde izolatlarin sahip oldugu NRPS ve PKS genlerinin
cogunun iriinii bilinmemektedir. Bu sonugta bu gen kiimelerinin bir kisminin kriptik

ozellikte oldugunu gostermektedir.

Tiim izolatlarin etilasetat ekstraklarinin MS/MS  spektrumlarin  toplanmasi
sonucunda GNPS network analizleri gergeklestirildi. Networkta oncelikle spesifik
molekiiler iyonlar analiz edildi. Networkta ‘A’ olarak adlandirilan kiimenin menekse renkli
dortlii alt kiimesinin bu agidan oldukga dikkat ¢ekici oldugu gozlendi. Bilindigi lizere bu alt
kiime S. pacifica CNY703 izolatin ekstraktindan elde edilen MS/MS verilerden elde
edilirken, her bir kutucuktaki molelikker iyonlarin 324.168, 338.183, 366,214 ve 380.23
oldugu tespit edildi. ‘A’ kiimesi dikkatlice incelendiginde 366,214 molekiiler iyonunun
staurosporine’in molekiiler iyonu olan 467.182 ile MS/MS spektrumlarinin benzerliginden
dolay1 etkilesim i¢inde oldugu gozlendi. Bu sebepten S. pacifica CNY703 biyoinformatik
analizleri gbzden gecirildi ve indol biyosentez gen kiimesine sahip oldugu goriildii. Fakat
izolatin dereplikasyon analiziyle izolattan elde edilen ekstrakta staurosporine ve 7-OH
staurosporine bulunmadigi tespit edildi. Ayrica 366,214 molekiiler iyonunun MS/MS
fragmentasyonun hem  staurosporine hem de 7-OH staurosporine MS/MS
fragmentasyondan farklilik gosterdigi belirlendi. Bu nedenlerden dolayr networkta

staurosporine molekiiler iyonu ile etkilesimde olan dortlii alt kiimedeki iyonlarin farkli bir
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bilesige ait oldugu diisiiniildii. Bir diger 6nemli veri ise 366,214 MS/MS fragmentasyonun
spesifik seker B ve Y iyonlarini igermesidir. Bu da ilgili bilesigin staurosporine de oldugu
gibi seker grubuna sahip oldugunu gostermektedir. S. pacifica CNY703’{in biyoinformatik
incelemeleri kontrol edildiginde indol gen kiimesinde oldugu gibi spesifik seker biyosentez
genlerinin bulundugu NRPS-PKS gen kiimesine sahip oldugu belirlendi. Staurosporine gen
kiimesinde bulunan staD geni ile benzer homolojiye sahip ferritin benzeri genin yine
NRPS-PKS gen kiimesinde bulundugu gozlendi. Bu sebepten otiirii ilgili bilesigin NRPS-

PKS iiriinii oldugu diisiiniildii.

Staurosporine biyosentezi incelendiginde iki triptofan amino asidinden
sentezlenmektedir. 467.182 ve 366,214’tin MS/MS spektrumlarimin ‘GNPS’ analizleri
sonucunda benzerlik gosterdigi verisiden yola ¢ikildiginda staurosporine ve ilgili bilesigin
ana iskeletinin benzerlik gostermesi gerektigi diisiinildii. ‘antiSMASH’ analizleri
sonucunda NRPS-PKS gen kiimesindeki adenilasyon domainlerinden birinin substrat
olarak triptofan1 sectigi tespit edildi. Boylece her iki bilesigin iskelet kisminda benzerlik
olabilecegi kimyasal ve biyoinformatik verilerle desteklenmis oldu. Bilesigin UV
spektrumu veri tabaninda incelendiginde ilk sirada staurosporine ile benzerlik gostermesi
yine iskelet yapida benzerlik olduguna dair birbagka isaretti. Bir diger veri ise UV
spekturumun veri tabaninda kinon halkali bilesikleri isaret etmesiydi. NRPS-PKS gen
kiimesi tirlinlin yapisinda triptofan, glisin, 16sin veya izoldsin aminoasitlerinin bulundugu
biyoinformatik analizlerle belirlendi. ikili ve iiglii peptitlerin bazi durumlarda halkasal bir
yap1 olusturarak diketopiperazine halkasi olusturmaktadirlar (Xu ve ark. 2014). Kimyasal
yap1 olarak diketopiperazin halkasi kinon fonksiyonel grubuna benzemektedir. UV
analizlerinin kinon halkasini igaret etmesi ilgili bilesigin yapisinda diketopiperazine halkasi
oldugunu diisiindiirmektedir. Ayrica 366.124 ve 683 iyonlarinin UV spektrum analizlerinin

benzer oldugu tespit edildi.

Dereplikasyon analizleri sonucunda ilgilenen bilesigin staurosporine olmadigi tespit
edilmistir. NRPS-PKS gen kiimesinin kondensasyon ve ketosentaz domainlerinin
‘NapDOS’ analizleri incelendiginde gen kiimesi iiriinlin bilinmedigi tespit edildi. Sonug

olarak MS verisinden yola ¢ikarak ilgili gen kiimesine ulasilmaya calisildi.
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indol ve NRPS-PKS gen kiimeleri incelendiginde her iki gen kiimesinin benzer
seker biyosentez genleri icerdigi tespit edildi. Bu genlerden 2,3 dehidrataz, aminotransferaz
ve O-metil transferaz spesifik, geri kalan diger genler ise yaygin seker biyosentez genleridir

(Kersten ve ark. 2013).

Deniz aktinomiseti Streptomyces sp. SPB74 ve S. arenicola CNB-527 genomlarinda
glikolize dogal {iriin biyosentez gen kiimeleri ve bu gen kiimelerine dahil spesifik seker
biyosentez genleri glikogenomik yontemle taranmistir. Yapilan taramalar sonucunda
Streptomyces sp. SPB74 in antitiimor etkili cinerubin B, diger izolatin ise yeni bir

antibiyotik olan arenimycin B’yi sentezledikleri tespit edilmistir (Kersten ve ark. 2013).

Salinispora tiirleri dogal iriin arastirmalarinda kullanilan model deniz
aktinomisetlerindendir. Bu sebepten otiirti 35 farkli Salinispora izolati ekstraktlarinda
‘GNPS’ dereplikasyon analizleriyle rifamycin, cyclomarin, staurosporine, saliniketal,
cyanosporaside ve desferrioxamine gibi metabolitler tespit edilmistir. Ayrica GNPS
verilerinin biyoinformatik analizleri ile karsilastirilmasi sonucunda peptid yapidaki

retimycin A metabolitinin biyosentez gen kiimesine ulagilmistir (Duncan ve ark. 2015).
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5. SONUCLAR

1) Endemik bitki kok bolgesi Streptomyces izolatlarinin NRPS ve PKS genleri
acisindan ¢esitlilik gosterdigi tespit edildi.

2) Altmis bes Streptomyces izolatinin tiimiinde bir ¢ift dejerene primerle ile NRPS
geni adenilasyon domaini PCR ile amplifiye edildi. izolatlarm 51’inde ise ayrica PKS geni

ketosentaz domaini amplifikasyonu gergeklestirildi.

3) Adenilasyon ve ketosentaz domainlerine sahip klonlarin BLAST X analizleri
sonucunda elde edilen domainlerin ¢ogunun simdiye kadar bulunmus olanlarla diisiik

homoloji gosterdigi tespit edildi.

4) lIzolatlara ait adenilasyon domain dizilimleri, substrat tahmini yapan veri
tabaninda incelendiginde, bu domainlerin %25’inin substratinin program tarafindan

tahmininin yapilamadig goriildii.

5) Streptomyces CAH29 izolatinin kiiltiir ortamindan tetrangomycin bilesigi
saflagtirildi. Biyolojik aktivite testleri sonucunda bilesigin antibakteriyel ve antifungal
aktivitesi tespit edildi. izolatin ham ekstraktinin giigli DPPH radikali séndiirme etKisi
gozlenirken, tetrangomycinin etkisinin ham ekstrakt ve pozitif kontrollere gore diisiik
oldugu gorildi. Ayrica tetrangomycinin LNCaP ve A549 kanser hiicreleri iizerine
sitotoksik etkisi tespit edildi.

6) Docking incelemeleri sonucunda tetrangomycin’in CrtM’in aktif merkez
aminoasitleri ile nonkovalent etkilesimleri oldugu tespit edildi. Tetrangomycinin enzime

baglanma enerjisinin ise pozitif kontrol olarak kullanilan inhibitore yakin oldugu belirlendi.

7) Farkli tropik ve subtropik okyanus sediment Orneklerinden izole edilmis 30
Salinispora izolati genomlariin biyoinformatik programlarda incelenmesi sonucunda bu
izolatlarin genomlarinda bulunan dogal iirlin biyosentez gen kiimeleri belirlendi. Bunun
sonucunda Salinispora cinsinin dogal iriin sentezleme potansiyelinin genetiksel olarak

yiiksek oldugu tespit edildi.
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8) Salinispora izolati ekstraktlarinin MS/MS verilerinin GNPS programinda
incelenmesi sonucunda dereplikasyon analizleri gergeklestirildi. Bunun sonucunda izolat
ckstraktlarinda staurosporine, salinilketal, rifamycin, lomaiviticin ve cyanosporaside

bilesikleri tespit edildi.

9) Dereplikasyon ve biyoinformatik analiz sonuglarinin birlikte degerlendirilmesi
sonucunda Salinispora pacifica, CNY666’nin oldugu gibi izolatlarin kriptik dogal iiriin gen

kiimelerine sahip oldugu gorildii.

10) Salinispora molekiiler network analizleri sonucunda izolata spesifik MS/MS
spektrumlar1  belirlendi. Bu veriler dogrultusunda MS tabanli genom taramalari

gergeklestirildi.

11) MS tabanli genom taramalar1 sonucunda Salinispora pacifica CNY703 izolati

genomunda spesifik seker biyosentez genlerine sahip NRPS-PKS gen kiimesi tespit edildi.
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