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OZET

KARASAL ORTAMLARDAN IZOLE EDILEN STREPTOMYCES TURLERININ
SEKONDER METABOLIT BiYOSENTEZ GENLERININ TARANMASI

YUKSEK LISANS TEZI
Biilent BALI

DICLE UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BIYOLOJI ANABILIM DALI

2011

Mikrobiyal sekonder bilesikler, potansiyel olarak sahip olduklari &zel yapilart ve
biyolojik aktiviteleri ile dogal bilesiklerin zengin kaynaklarindan birini teskil ederler.
Actinomycetales takimina dahil olan Streptomyces tiirleri, ¢ogu biyolojik olarak aktif olan
sekonder metabolitleri iiretme yetenegine sahip olan organizma grubudurlar. Bu sekonder
metabolitlerden baslicalari; antibakteriyel, antifungal ve antitiimoér ajanlardir. Yeni biyoaktif
metabolitlerin kesfi igin temel strateji Streptomyces gibi iyi bilinen ve yetenekli organizmalarda
yeni bilesiklerin taranmasidir. Yeni antimikrobiyal ajanlarin bulunmasi i¢in bunlarin sentezinde
gorevli olan biyosentetik genlerin, iiretici bakterilerin genomlarinda taranmasi yaklagimi, farkli
taksonomik gruplarda ve aktinomisetlerde uygulanmistir. Bu yaklagim, yiiksek metabolik
potansiyele sahip yabanil tip izolatlarin metabolik potansiyellerinin ortaya ¢ikarilmasinda
O6nemli bir strateji olarak goriinmektedir. Ribozomal Olmayan Peptid Sentetazlar (NRPS) ve
Poliketid Sentazlar (PKS), mikroorganizmalar tarafindan iiretilen 6nemli biyoaktif bilesiklerin
biiyiik bir kisminin sentezinde gerekli biyosentetik sistemlerdir.

Bu ¢alismada; endemik bitki rizosferlerinden izolasyonlar1 ve molekiiler teshisleri
yapilmis 15 farkli Streptomyces izolatinin, PCR ile NRPS ve PKS-I genlerinin taranmasi
amaglanmistir. Yapilan PCR taramasi sonucunda izolatlarin timiinde NRPS ve PKS-1 genleri
tespit edilmistir. Streptomyces sp. BSH50 izolatina ait NRPS genlerinin adenilasyon domainleri
ve Streptomyces sp. AS29 izolatina ait PKS-I genlerinin ketosentaz domainleri klonlanarak mini
gen kiitiiphaneleri kurulmustur. Streptomyces sp. BSH50 ve Streptomyces sp. AS29 izolatlarmin
mini gen kiitiiphanelerinden sec¢ilen klonlarin DNA dizi analizi yapilmistir. Elde edilen
sekanslar NCBI (Amerikan Ulusal Biyoteknoloji Enformasyon Merkezi) web sitesindeki

BLAST programu kullanilarak analiz edilmistir. Streptomyces sp. BSHS0 izolatinin, NRPS



genlerine ait 11 farkli A domaini i¢erdigi ve bu domainlerin simdiye kadar rapor edilmis olanlar
ile % 45 - 94 oraninda degisen homolojilere sahip oldugu goriilmistiir. Streptomyces sp. AS29
izolatinin, PKS-I mini gen kiitiiphanesinin analizlerine gore ise, bu izolatin PKS-I genlerine ait
3 farkli KS domainine sahip oldugu tespit edilmistir. Bu domainlerin Genbankasinda simdiye
kadar bulunan PKS-I genleri ile % 61 - 72 oraninda homolojisi tespit edilmistir. Bundan sonraki
calismalarda; simdiye kadar rapor edilmis biyosentez genleri ile diisiik seviyede akrabaligi olan
domainler, homolog prob olarak kullanilarak yapilacak hibridizasyon deneylerinde, ilgili

izolatin genomunda, domainlerin ait oldugu gen kiimelerine ulasilmaya ¢alisilacaktir.

Anahtar kelimeler: Streptomyces, NRPS, PKS-I, Sekonder metabolitler.
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ABSTRACT

SCREENING OF SECONDARY METABOLITE BIOSYNTHESIS GENES FROM
TERRESTRIAL STREPTOMYCES STRAINS

MSc THESIS

Biilent BALI

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

2011

Microbial secondary metabolites represent a large source of compounds endowed with
ingenious structures and potent biological activites. Streptomyces strains which are belonging to
the order Actinomycetales are superior to other actinomycete strains in their abilitiy to produce
large numbers and varietes of bioactive metabolites. The main compounds of these secondary
metabolites are antibacterial, antifungal and antitumour agents. To explore new bioactive
secondary metabolites, the main strategy is to search for new compounds from well known and
talented microorganisms such as Streptomyces. The dedection of gene sequences involved in the
synthesis of secondary metabolites to evaluate the biosynthetic potential has already been
described in different taxonomic groups and actinomycetes. This approach may represent an
alternative way to focus the screening on wild-type isolates with the highest metabolic potential.
Nonribosomal peptide sythetases (NRPS) and poliketide synthases (PKS) are biosynthetic
systems involved in the synthesis of large number of important biologically active compounds
produced by actinomycetes .

In our study, it was used that 15 Streptomyces strain which were previously isolated
rhizospheric soils of some Turkish endemic plants and characterized by molecular methods. Our
aim was to screen the NRPS and PKS-I genes in the genom of these local strains by PCR
approach. It was determined that all 15 strain have NRPS and PKS-I genes. PCR amplicons of
NRPS genes from Streptomyces sp BSH50 and PKS-I genes from Streptomyces sp AS29 were
cloned to constitute mini libraries. Sequence analysis of selected clones from the libraries were
compared to the published sequences by using BLAST software in the NCBI (National Center
for Biotechnology Information) GenBank. According to our results, Streptomyces sp BSH50 has
11 different A domains those are belong to NRPS genes. These domains have homology
between 45 - 95 % with the other genes published in GenBank. It was found that Streptomyces
sp AS29 has 3 different KS domains for PKS-I genes. The PKS-I genes of this isolate have
homology between 61 - 72 % when compared to other published PKS-I genes. In future work,
piitative new domains will be used as homolog probes in hybridization experiments to reach
new biosynthetic gene clusters in the genome of isolates.

Keywords : Streptomyces, NRPS, PKS-1, Secondary metabolites.
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Biilent BALI

1.1. GIRIS

Biyoaktif dogal iiriinler; antibiyotikler, antitimdr ajanlar, toksinler ve
sideroforlar1 igeren, islevsel olarak birbirinden oldukca farkli biyokimyasal siniflara
dahil olan bilesiklerdir. Biyoaktif dogal iiriinlerin en 6nemli grubunu teskil eden
sekonder metabolitler kimyasal yapilar1 ve biyolojik aktivitelerinden dolayr diger

makromolekiillerden ayrilirlar (Cannell 1998).

Bitkiler ve mikroorganizmalar Onemli biyoaktif sekonder metabolit
ureticisidirler. Her iki organizma grubunun sentezlemis oldugu bilesikler
karsilastirildiginda mikoorganizmalarca sentezlenen sekonder metabolitler, kimyasal
yapilart bakimdan daha kompleks olup, daha fazla g¢esitlilik gosterir. Sekonder
metabolitler sahip olduklar1 6zel kimyasal yapilar1 ve biyolojik aktivitelerinden dolay1
ila¢ aragtirmalarinda Onciil madde olma niteligine sahiptirler. Mikrobiyal sekonder
metabolitler; antibiyotiklerin {iretiminde en biiyilk paya sahiptir. 1983-1994 yillarn
arasinda kesfedilen 520 yeni ilacin, yaklagik % 39’u mikrobiyal kaynaklidir. Su ana
kadar kesfedilen mikrobiyal kaynakli antibiyotiklerin ¢ogunlugu Streptomyces cinsinin
tiyeleri tarafindan iretilmektedir ve heniliz bu antibiyotiklerin sadece % 3’ilinlin

belirlendigi sanilmaktadir (Oskay ve Tamer 2009).

Antibiyotik kelimesi Yunanca bir kelime olup anti (karsi) ve bios (yasam)
sozciiklerinin bir araya gelmesiyle olusmustur. ilk kez 1889'da Paul Vuillemenin
tarafindan kullanilmistir. Antibiyotikler dogal olarak veya sentetik olarak sentezlenen
maddelerdir. Bakteri ve diger mikroorganizmalarin gelisimini durduran "bakteriostatik
etki” veya onlar1 yok ederek "bakteriyosidal etki" gostermekle birlikte uzun zamandir

insanlarin ve hayvanlarin tedavisinde kullanilmaktadirlar (Drews 1999).

Antibiyotiklerin tedavide ilk kez kullanimi Alexander Fleming’in penisilini
tesadiifen kesfetmesinden sonraki yillara dayanir. 1940’11 yillarda az miktarda iiretilen
ham penisilin, stafilokok ve streptokok enfeksiyonlarmin tedavisinde kullanilmistir.
Antibiyotik arastirmalar1 1943’de Selman Waksman ve arkadaglar1 tarafindan,
streptomisinin  bulunmasiyla hiz kazanmistir. O yillarda streptomisin, tiiberkiiloz
tedavisinde kullanilan etkili ilk antibiyotik olmus ve Streptomyces cinsinin tipik bir tiirii
olan Streptomyces griseus’dan elde edilmistir. Waksman ve arkadaslarinin bulusundan

sonra 1950 ve 1960’11 yillarda (Berdy 2005) ¢ok sayida antibakteriyal ve antifungal
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antibiyotikler bulunmus (Cizelge 1.1) ve bu donem antibiyotik kesiflerinin “Altin Cag”
olarak nitelendirilmistir (Hopwood 2004).

Cizelge 1.1. Streptomyces kdkenli bazi antibiyotiklerin kesfedildigi yillar ve kaynaklar1 (Oskay ve Tamer
2009).

Antibiyotik Yil Uretici Organizma Kaynak
Streptomisin 1943 Streptomyces griseus Toprak, New Jersey,
USA
Kloramfenikol | 1947 Streptomyces venezuelae Bataklik, Venezuela
Neomisin B 1947-53 | Streptomyces lavendulae Yol duvari, Paris,Fransa
Klortetrasiklin | 1948 Streptomyces aureofaciens Toprak
Neomisin 1949 Streptomyces fradiae Toprak, New Jersey,
USA
Oksitetrasiklin | 1950 Streptomyces rimosus Toprak
Nistatin 1950 Streptomyces noursei Ciftlik topragi, USA
Eritromisin 1952 Streptomyces erythreus Toprak, Filipin adalar1
Tetrasiklin 1954 Streptomyces sp. Toprak, Teksas, USA
Novobiyosin 1955 Streptomyces spheroides Cayir ve otlaklar,
Streptomyces niveus Vermont, USA
Sikloserin 1955 Streptomyces orchidaceus Toprak, Indiana, USA
Streptomyces gaeryphalus Toprak, Guatemala
Vankomisin 1956 Streptomyces orientalis Toprak, Cin, USA
Kanamisin 1957 Streptomyces kanamyceticus | Toprak, Japonya
Paromomisin 1959 Streptomyces rimosus Toprak, Kolombiya

Antibiyotikler giinlimiizde, biitiin diinyada en fazla kullanilan ilaglar arasinda
yer almaktadir. Bu yaygin kullanimlari hem ekonomik yiikii hem de yan etkilerinin
sikca ortaya ¢ikmasina yol agmis bu ise ayn1 zamanda, toplum saglhigini da tehdit eder
bir hale gelmelerine neden olmustur. Ozellikle az gelismis toplumlarda bilingsizce
kullanilmas: ve patojen mikroorganizmalarin bunlara karsi hizla diren¢ kazanmalari
sorun olmaktadir. Bundan dolay1 antibiyotiklere karsi direng kazanilmasi, yeni ve daha
etkili ilaglarin dogal ya da yapay yolla acilen iiretilmeleri gerektigi konusunda bilim
adamlarini bir araya getirmistir. Tam zamanli klasik antibiyotik aragtirma programlarina

ek olarak, mikrobiyal genetige dayanan yeni biitiinlesik metodlar devreye sokulmustur.
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Bunlar arasinda daha ¢ok, antibiyotik iiretiminden sorumlu gen dizilerinin belirlenmesi

ile biyosentez teknolojisi 6n plana ¢ikmaktadir (Levy 1992).

Son yillarda dogal bilesik tarama programlari, aktinomisetler tarafindan iiretilen
biyolojik olarak aktif metabolitlerin kesfi tizerine yogun bir ¢aba ile konsantre olmustur.
Bu sayede, ticari 6nemi olan ve biyosentetik sistemleri hakkinda ¢ok az bilgiye sahip
oldukca fazla bilesigin biyosentez mekanizmalar1 ile genetik organizasyonlarinin
tanimlanmasinda ¢ok biiyiik gelismeler meydana gelmistir (Ayuso-Sacido ve Genilloud,
2005). Biyosentetik potansiyeli ortaya ¢ikarmak i¢in sekonder metabolitlerin sentezinde
gorevli olan genlerin aragtirilmasi hem aktinomisetlerde hemde farkli taksonomik
gruplarda denenmistir (Sosio ve ark. 2000, Christiansen ve ark. 2001, Anderson ve ark.
2002, Ayuso-Sacido ve Geniloud 2005).

Ribozomal olmayan peptid sentetazlar (NRPS) ve poliketid sentazlar (PKS),
mikroorganizmalar tarafindan tiretilen 6nemli biyoaktif bilesiklerin biiyiik bir kisminin
sentezinde gerekli biyosentetik sistemlerdir (Ayuso-Sacido ve Geniloud, 2005).
Dejenere PCR primerlerinin kullanilmasiyla lokal mikrobiyal tiirlerin NRPS ve PKS
genleri molekiiler olarak taranmaktadir. Bu yaklasim, yliksek metabolik potansiyele
sahip yabanil-tip izolatlarin taranmasi i¢in alternatif bir yoldur. Her bir aktinomiset
tirliniin genetiksel olarak 10-20 arasinda sekonder metabolit iiretme potansiyelinden
dolayr (Donadio, 2002), farkli habitatlardan yeni lokal izolatlarin bu tarama
calismalarinda kullanilmasi yeni metabolitlerin bulunma ihtimalini arttirmak igin

onemli bir yaklagimdir.
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2. KAYNAK OZETLERI
2.1. Genel Bilgiler

2.1.1. Aktinomisetler

Aktinomisetler; Gram pozitif aerobik bakteriler olup (Kuster 1968), ¢ok ¢esitli
morfolojik karakterleri, ekolojisi, patojenitesi, genom uzunlugu, genomunun igerdigi
G+C oranm1 ve genomunda kodlanan bolge sayisi yoniinden bakteriler igerisinde ¢ok
dikkat ¢ekici bir grubu olusturmaktadir (Embley ve Stackebrandt 1994, Hopwood 2007,
Venture ve ark. 2007).

2.1.1.1. Aktinomisetlerin Simiflandirilmasi

1870"erde ilk aktinomisetin kesfinden 1950'lere kadar aktinomisetler; bakteriler
ve funguslar arasinda bir form olarak bilinmekteydi (Hopwood 2006). Bu grubun
tiyeleri yiizyili askin bir siire 6ncelikli olarak morfolojik kriterlere gore siniflandirildi.
Aktinomisetlerin ger¢ekte Gram pozitif hiicre duvarina sahip oldugu ve DNA baz
igeriginin % 70 den yiiksek G+C oranina sahip oldugu yapilan arastirmalarla ortaya
cikmigtir (Hopwood 2006). 16S rRNA'lar1 dikkate alinarak yapilan siniflandirmada
Cizelge 2.1'de gorildiigi gibi, grup, 13 alt takima ayrilmistir ve bu grubun biiyiik bir
cogunlugu hala siniflandirilmay1 beklemektedir (Embley ve Stackebrandt 1994).

Cizelge 2.1. Aktinomisetales takiminin taksonomik siniflandirilmasi

Alttakim Aile Cins

Actinomycineae

Actinomycetaceae

Actinomyces, Mobiluncus, Arcanobacterium

Actinopolysporineae

Actinopolysporaceae

Actinopolyspora

Catenulisporineae

Actinospicaceae

Actinospica

Catenulisporaceae

Catenulispora

Corynebacteriuam

Nocardiaceae

Nocardia, Rhodococcus.

Gordoniaceae

Gordonia

Mycobacteriaceae

Mycobacterium

Dietziaceae

Dietzia

Tsukamurellaceae

Tsukamurella

Corynebacteriaceae

Corynebacterium, Turicella

Cizelge 2.1. Aktinomisetales takiminin taksonomik siniflandirilmasi (devamu).
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Frankineae

Frankiaceae

Frankia

Sporichthyaceae

Sporichthya

Geodermatophilaceae

Geothermatophills, Blastococcus

Microsphaeraceae

Microsphera

Acidothermaceae

Acidohermus

Glycomycineae

Glycomycetaceae

Glycomyces

Kineosporiineae

Kineosporiaceae

Angustibacter,Kineococcus, Kineosporia,

Quadrisphaera

Micrococcineae

Micrococcaceae

Micrococcus, Arthrobacter, Kocuria, Nesterenkonia,
Rorhia, Renibacterium, Stomatococcus

Brevibacteriaceae

Brevibacterium

Cellulomondaceae

Cellulomonas, Oeskovia, Rarobacter

Dermabacteraceae

Dermatobacter, Brachybacterium

Intrasporangiaceae

Intrasporangium, Sanguibacter, Terrabacter

Jonesiaceae

Microbacteriaceae

Jonesia
Microbacterium, Agrococcus, Agromyces,
Aureobacterium, Clavibacter, Curtobacterium,

Rathaybacter

Micromonosporineae

Micromonosporaceae

Micromonospora,  Actinoplanes,  Catellatospora,

Couchioplanes, Catenuloplanes, Pilimelia

Dactylosporangium

Propionibacterianeae

Propionibacteraceae

Propionibacterium, Luteococcus,

Microlunatus, Propioniferax

Pseudonocardineae

Pseudonocardiaceae

Pseudonocardia, Actinopolyspora, Actinosynnema,
Amycolatopsis, Kibdelosporium, Kutzneria, Lentzea,
Saccharomonospora, Saccharopolyspora,

Saccarothrix, Streptoalloteichus, Thermocrispum.

Streptomycineae

Streptomycetaceae

Streptomyces

Streptosporangineae

Streptosporangiaceae

Streptosporangium, Herbidospora,Microbispora,

Microtetraspora, Planobispora, Planomonospora

Thermomonosporaceae

Thermomonospora, Actinomadura,

Spirillospora

Nocardiopsaceae

Nocardiopsis

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax. cgi 2011
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2.1.1.2. Aktinomisetlerin Morfolojik Ozellikleri

Aktinomisetler; kiiresel goriiniime sahip Micrococcus'lardan, ¢ubuk ve kiiresel
sekilli Arthrobacter'lere, Nocardia tiirlerinde goriilen filamentéz forma ya da
Micromonospora ve Streptomyces tiirlerinde goriildigi gibi gegici ve yiiksek oranda
dallanan miselyumlara kadar ¢ok cesitli morfolojik karakterleri igeren genis bir
takimdir. Bu takim igerisinde yer alan bazi cinsler spor olustururken bazilar
olusturmamaktadir. Sporlar hareketli zoosporlardir. Kuraklifa ve sicakliga dayanikli

olup diger bakteriyel endosporlar gibi organizasyona sahip degildir .

Aktinomisetler bulunduklart dogal ortamlarinda metabolik olarak ya aktif ya da
inaktif durumdadirlar. Bazi tiirler igerisinde morfolojik 6zelliklere bakilarak metabolik
olarak aktif ya da dinlenme halinde (uyku) olduklar1 ayirt edilebilmektedir.
Actinoplanetes, Maduromycetes ve Streptomyces'larin igerisinde bulundugu bir ¢ok
grupta filamentler ve sporlar sirasiyla aktif form ve sonrasinda inaktif yayilma
asamasina gecebilirler. Diger gruplarda ise filament6z formunun goriildiigli asama ¢ok
cabuk gecmekte ve dinlenme formunun goriildiigii asamada ise morfolojik goriiniimdeki
farklilik aktif halde bulunulan asamaya gore ¢ok az olmaktadir (Goodfellow ve
Williams 1983).

2.1.1.3. Aktinomiset Ekolojisi

Aktinomisetler; toprakta, denizde, kaplicalarda (Barabote ve ark. 2009), gama
isilarinin bulundugu yiizeylerde (Phililips ve ark. 2002), bitki koklerinde (Normand ve
ark. 2007), aym zamanda 6nemli insan, hayvan ve bitki patojenleri gibi ¢ok genis
habitatlarda yayilim gostermektedirler (Goodfellow ve Williams 1983, Castillo ve ark.
2002, Tokala ve ark. 2002).

Aktinomisetlerin ¢ogu saprofittir. Bunun yaninda bazi formlar parazitik ve
mutualist olarak bitki ve hayvanlarla birlikte yasamaktadir. Aktinomisetlerin besin
dongiisiinde 6nemli rol oynadigi yaygin olarak bilinmekle birlikte yayilislari,
populasyon dinamigi, bliyiime oranlari, degredasyon ozellikleri, uyku halinden aktif
bliyiime durumuna gegisleri hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir (Goodfellow ve
Williams 1983).

Aktinomisetler toprak mikrobiyal populasyonunun oOnemli bir kismini

olusturmaktadir. Lignoseliiloz ve kitin gibi kompleks polimerlerin ayrismasinda énemli
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toprak bilesenleridir (Goodfellow ve Williams, 1983). Ayrica funguslara kars1 ¢esitli
etkiler gosteren sekonder metabolit sentezleyebilmektedirler. Toprak aktinomisetleri
spesifik funguslara karsi1 degisken oranlarda inhibisyon etkisi gosterirler (Keast ve
Tonkin 1983, Friedman ve ark. 1989, , Pedziwilk 1995, Valois ve ark. 1996, de Boer ve
ark. 1998, El-Tarabily ve ark. 2000). Toprak aktinomisetleri bulunduklar1 cografyada;
topragin sicakligi, nemi, pH'si, organik madde icerigi, toprak cesidi, oksijene ulagma
yeterliligi gibi gevresel etkenlerden 6nemli oranlarda etkilenmektedir (Arifuzzaman ve
ark. 2010). Laboratuvar kosullarinda tiiretilen aktinomisetlerin sicaklik istekleri 25 -
30°C, termofil aktinomisetler igin ise 45 - 55 °C 'dir (Nonomura ve Ohara 1969, Okami
ve Okazaki 1972).

2.1.1.4. Aktinomisetlerin Endiistriyel Onemi

Aktinomisetler bakteriler igerisinde sekonder metabolit iireticisi olarak bilinen
en baskin gruptur. Grup iyeleri bu Ozelliklerinden dolayr genis endiistriyel
uygulamalara sahiptir (Goodfellow ve Williams 1986). Biyolojik olarak aktif, ticari
oneme sahip; antibiyotik, vitamin ve enzim gibi 6nemli bilesiklerin {ireticisi olarak
bilinmektedirler (de Boar ve ark. 2005). Ayrica, farkli antimikrobiyal metabolitlerin de
kaynagidirlar. Aktinomisetler igerisinde biyolojik olarak aktif bilesiklerin en Oonemli
tireticileri Streptomyces ve Micromonospora tiirleridir (Terkina ve ark. 2006). 23000’in
tizerinde bilinen mikrobiyal sekonder metabolitin % 42’si aktinomisetler, % 42’si
funguslar ve % 16’s1 da diger bakterilerce tiretilmektedir (Berdy 2005). Cizelge 2.2 de
aktinomiset takimina ait mikroorganizmalar ve {rettikleri biyolojik olarak aktif

mikrobiyal metabolitlerin sayis1 gosterilmektedir.

Cizelge 2.2. Aktinomiset tiirlerinin iirettigi biyolojik olarak aktif olan bilesik sayilari.

Aile Cins Uretilen Bilesik Sayisi
Streptomyces 8000
Streptoverticillium 258
Kitasatosporia 37
Streptomycetaceae Chainia 31
Microellobosporia 11
Nocardioides 9
Micromonospora 740
Micromonosporaceae Actinoplanes 248
(Actinoplanetes) Dactylosporangium 58
Ampullariella 9
Glycomyces 2
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Cizelge 2.2. Aktinomiset tiirlerinin iirettigi biyolojik olarak aktif olan bilesik sayilar1 (devami).

Catenuloplanes 3
Catellatospora 1
Saccharopolyspora 131
Amycalotopsis/Nocardia 120/357
Kibdellosporangium 34
Pseudonocardiaceae Pseudonocardia 27
Amycolata 12
Saccharomonospora 2
Actinopolyspora 1
Streptosporangium 79
Streptoalloteichus 48
Streptosporangiaceae Spirillospora 11
(Maduromycetes) Planobispora 10
Kutzneria 4
Planomonospora 2
Actinomadura 345
Saccharothrix 68
Microbispora 54
Thermomonosporaceae Actinosynnema 51
Nocardiopsis 41
Microtetraspora/Nonomuria 26/21
Thermomonospora 19
Micropolyspora/Faenia 13/3
Thermoactinomyces 14
Thermopolyspora 1
Thermoactinopolyspora 1
Nocardia 357
Mycobacteriaceae Mycobacterium 57
(Actinobacteria) Arthrobacter 25
Brevibacterium 17
Proactinomyces 14
Rhodococcus 13
Actinosporangium 30
Microellobosporia 11
Frankia 7
Siiflandirilmams Tiirler Westerdykella 6
Kitasatoa 5
Synnenomyces 4
Sebekia 3
Elaktomyces 3
Excelsospora 3
Waksmania 3
Alkalomyces 1
Catellatospora 1
Erythrosporangium 1
Streptoplanospora 1
Microechinospora 1
Salinospora 1
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2.1.1.5.Aktinomiset Genomu

Aktinomisetler igerisinde en kiigiik genom uzunluguna 1.93 Mb ile
Bifidobacterium animalis subsp. lactis sahip iken en biiyiik genom uzunluguna ise 10.15
Mb ile Streptomyces scabies'e aittir. Mycobacterium leprae 1605 ve S. scabies ise 8983
protein kodlayan gen igermektedir. Aktinomiset tlirlerinin ¢ogu sirkiiler kromozoma
sahip iken, uzun genom biiyiikliigiine sahip aktinomisetler (Rhodococcus jostii,
Rhodococcus opacus B4 ve biitiin Streptomyces tiirleri) lineer kromozoma sahiptir.
Lineer kromozoma sahip aktinomisetler digerlerinden ayri olarak kromozomlarinin

sonunda terminal proteinlerin baglandig: ters tekrar bolgeleri igerirler (Bao ve Cohen

2001, Hopwood 2006, Mcleod ve ark. 2006).

Sekonder metabolitleri ve bilinen proteinleri kodlayan genlerin arasindaki
homoloji incelendiginde, aktinomiset {iyelerinin genis oranda ¢esitli sekonder metabolit
biyosentetik gen kiimelerine sahip oldugu ve bu biyosentetik gen kiimelerini
sentezleyen 30'un iizerinde metabolik yol oldugu ortaya c¢ikmstir. Ozellikle
Streptomycetaceae (Streptomyces ve Kitasatospora tiirleri), Micromonosporaceae
(Salinispora ve Micromonospora) ve Pseudonocardiaceae (Saccharopolyspora), gibi
bazi familyalar sekonder metabolitleri diizenli sentezleyen 20'den fazla gen kiimesine
sahiptir. Bu familyalarin sekonder metabolit iiretiminde potansiyellerinin sadece % 5'ini
kullanmakta olduklar1 bilinmektedir. Dogal iriinlerce zengin olan aktinomisetlerin
genomu genellikle 5 Mb'dan biiyiiktiir ve sekonder metabolit genleri merkezden uzaktir
(Takarada ve ark. 2008).

2.1.2. Streptomyces Tiirlerinin Genel Ozellikleri

Streptomyces'lar; Gram pozitif toprak bakterileri olup Actinomycetales takimina
dahildirler. Bu cinsin 900'den fazla tanimlanmis tiirii mevcuttur. Kompleks bir yasam
dongiisiine sahip olan bu organizmalar uygun kosullar altinda funguslara benzer genis

misel formlar1 olustururlar (Chater 2001).

2.1.2.1. Streptomyces'larin Hayat Dongiisii

Streptomyces kolonileri ¢ogu bakteri tiirii iginde alisilmadik hiicresel bir forma
sahiptir. Bu bakteriler farklilasmis "dokular" (miselyum)'dan olugmaktadirlar. Dinlenme

halinde olan spor tarafindan, heniiz bilinmeyen bir sinyal araciligi ile (Chater 2001), bir

10
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yada birden fazla germ tiipii olusturulur (Flardh 2003). Bu tiiplerin u¢larindan uzama
gerceklesir. Araliklarla ¢apraz duvarlar olusur. Yan dallanmalar baslar ve yeni miseller
olusur. Yan dallanmalar ayn1 zamanda koloni biokiitlesinin yaridan fazla artisina yol
acar (Chater ve Losick 1997). Koloni biyokiitlesinin artmasi ve topraktaki besinin
azalmasiyla vejetatif yada substrat miselleri toprakta hava bosluguna dogru genisleyen
dallanmalar olusturur. Dallanmalar kisa bir uzama siiresinden sonra merkezden
uzaklasan hava miselleri tarafindan bdliimlere ayrilarak 6zel sporulasyon septalarini,
septalar da sporlar1 meydana getirir (Hopwood 2006). Bu farklilasma islemi siki bir
sekilde, cok basamakli bir iletisim agi ile diizenlenmektedir (Chater 2001). Sekil 2.1'de
Streptomyces lividans'in dort asamadan olusan koloni gelisiminin taramali elektron

mikroskobu ile goriintiilenmesi gosterilmistir.

11
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Sekil 2.1. S. lividans'in dort asamadan olusan koloni gelisiminin taramali elektron mikroskobu ile

goriintiilenmesi. (a) Koloni etrafindaki geng vejatatif hiicreler; (b) Olgun vejetatif misellerin hava
misellerine doniistimii; (¢) Hava misellerinin septalar1 (spor dnciilleri) olusturmasi. (Bu organizmada spor

zincirleri spiral seklindedir); (d) Olgun spor zincirleri ( Jeremy Burgess, John Innes Centre).

2.1.2.2. Streptomyces'larin Ekolojisi

Streptomyces'lar hem karasal ortamlarda hem de sucul ortamlarda yaygin
olarak bulunmaktadir. Cogu Streptomyces tam saprofit olup bir kismi bitki ve
hayvanlarla parazitik iliski igerisindedir (Sembiring ve Goodfellow 2008).
Streptomyces'larin dogadaki rolii ile ilgili ¢ok kisitl bilgiler olmasina ragmen toprak
ekosisteminde  Ozellikle seliilloz, nisasta, Kkitin gibi organik  maddelerin

degredasyonundan sorumlu ekstraselliiler enzimleri tiretmeleri ve madde dongiisiinde
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rol aldiklar1 bilinmektedir (Lechevalier 1981, Crawford 1988, Peczynska-Czoch ve
Mordarski 1988, Semédo ve ark 2004, Cao ve ark 2004). Toprak aktinomisetleri tizerine
yogunlasan caligmalarda, genis bir yayilim gosteren ve sikilikla izole edilen
Streptomyces tiirleri  dikkat c¢ekmektedir. Bircok Streptomyces tiirliniin toprak
funguslarin1 parcaladigi ya da inhibe ettigi yapilan caligmalarda ortaya g¢ikmuistir.
Funguslari inhibe etme yeteneklerinin kitinaz iiretimi ile ilgili oldugu diigiiniilmektedir
(de Boer ve ark. 1998). Streptomyces tiirlerinin kitinaz iirettigi ve kitinazin bazi bitki
patojen funguslarmin hiflerini parc¢aladigi gosterilmistir (Lyod ve ark. 1965). Ayrica
antifungal bilesik olan baflomisin B1 ve C1 Streptomyces halstedii tarafindan
sentezlenmektedir (Frandberg ve ark. 2000).

Streptomyces'larin  toprak igerisinde dagilimini, gelisimini ve aktivitesini
etkileyen bircok faktér bulunmaktadir. Bu faktorler; besine ulasilabilirlik, nem, sicaklik,
pH, toprak tipi ve mevsimsel degisimlerdir (Williams ve ark. 1972, Williams 1978,
Atalan 1993, Upton 1994).

Streptomyces tiirleri toprak igerisinde diisilk oksijen konsantrasyonunda da
geligebilmektedir. Fakat karbondioksit orant % 10'u astiginda mikrooorganizmalarin
gelisimini inhibe etmektedir. Kurak topraklarda nem gerilimi (pF) 4.0in iistiine
ciktiginda belirli bir oranda Streptomyces' larda azalma goriilmektedir. Streptomyces
sporlar1 kurakliga dayanikli oldugu icin diger bakterilerin toprakta bulunan vejetatif
formdaki iiyelerine oranla Streptomyces sayisi daha fazladir. Streptomyces sayisinin
optimum oldugu nétral steril toprak nem geriliminin (pF) 1.5 ile 2.0 arasindaki degerdir.
Bu kosullarda toprak yeterli su ile doludur ve aerobik mikroorganizmalarin gelismesi

icin yeterli havay1 icermektedir (Sembiring ve Goodfellow 2008).

2.1.2.3. Streptomyces'lar Tarafindan Sentezlenen Dogal Uriinler

Streptomyces'larin  biyolojik olarak aktif dogal iiriin sentezleme yetenegi,
mikroorganizmalar igersinde essiz bir konuma sahiptir. Dogal iiriin sentezleme
yeteneklerinden dolay1 bu organizmalar ilag endiistrisinde ¢ok 6nemli bir yere sahiptir
(Berdy 2005). Giiniimiize kadar bilinen antibiyotiklerin yaklasik tigte ikisi
aktinomisetler tarafindan ve bunlarin da yaklasik olarak % 75'1 Streptomyces'lar

tarafindan tretilmistir (Newman ve ark 2003, Jimenez-Esquilin ve Roane 2005).
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Streptomyces tiirleri tarafindan iiretilen dogal bilesikler ve bu dogal bilesiklerin

ozellikleri Cizelge 2.3'de verilmistir.

Cizelge 2.3. Streptomyces kokenli bazi antibiyotikler ve biyolojik aktiviteleri (Oskay ve Tamer 2009).

Biyolojik Aktivite

Antibiyotik

Kaynag

Streptomisin

Streptomyces griseus

Kanamisin A, B

Streptomyces kanamyceticus

Higromisin B Streptomyces hygroscopicus
Sefamisin A, B Streptomyces chartreusis
Tienamisin Streptomyces cattleya

Klavulanik asit

Streptomyces clavligerus

Oleandomisin Streptomyces antibioticus
Antibakteriyel Lankasidin Streptomyces violaceoniger
Pristinamisin Streptomyces pristinaespiralis
Oksitetrasiklin Streptomyces rimosus
Linkomisin Streptomyces lincolnensis
Spiramisin Streptomyces ambofaciens
Eritromisin A Streptomyces erythreus
Kloramfenikol Streptomyces venezuelae
Valinomisin Streptomyces griseus
2-OH-metilklavam Streptomyces clavuligerus
Nistatin Streptomyces noursei
Amfoterisin B Streptomyces nodosus
Antifungal Candisin/Levorin Streptomyces griseus
Rapamicin Streptomyces hygroscopicus
Ara-A Streptomyces antibioticus
Tunikamisin Streptomyces chartreusis
Antiviral Daunorubisin Streptomyces peuceticus
Streptomyces coeruleorubidus
Doxorubisin Streptomyces peuceticus var.
Streptomyces caesius
Ditrisarubisin Streptomyces cyaneus
Mitomisin C Streptomyces caespitosus
Antitiiméral Aktinomisin Streptomyces antibioticus
Sarkomisin Streptomyces erythrochromogenes
Higromisin B Streptomyces hygroscopicus
Avermektin Streptomyces avermitilis
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Cizelge 2.3. Streptomyces kokenli bazi antibiyotikler ve biyolojik aktiviteleri (Oskay ve Tamer 2009)

(devamu).
Milbemisin Streptomyces hygroscopicus sp.
Antiparazitik Streptomyces aureolacrimosus
Monensin Streptomyces cinnamomensis
Salinomisin Streptomyces albus
Insektisidal Avermektin Streptomyces avermitilis
Milbemisin Streptomyces hygroscopicus sp.
Streptomyces aureolacrimosus
Herbisidal Bialafos Streptomyces hygrocopicus
Fosfinotirisin Streptomyces viridochromogenes
ATPase inhibitorleri Bafilomisin Streptomyces griseus
Streptomyces halstedii
Diyabetik Streptozotosin Streptomyces achromogenes
Lasalosid Sodyum Streptomyces sp.
Monensin Sodyum Streptomyces cinnamonensis
Biiyiime Promotorii Salinomisin Streptomyces albus
Tilosin Fosfat Streptomyces cirratus

2.1.2.4. Streptomyces Genomu ve Ozellikleri

Streptomyces kromozomuna ait bilgilerin birgogu Streptomyces coelicolor A3(2)
(Bentley ve ark. 2002), Streptomyces avermitilis MA-4680 (Omura ve ark. 2001, lkeda
ve ark. 2003), ve Streptomyces griseus IFO 13350 (Ohnishi ve ark 2008) genom

dizilislerinin belirlenmesiyle elde edilmistir.

Streptomyces coelicolor A3(2)

Streptomyces coelicolor A3(2) genetiksel ozellikleri ¢ok iyi tanimlanmuistir.
Aktinomisetlerin biyolojik ve kimyasal 6zelliklerinin aydinlatilmasinda kullanilan
model mikroorganizmadir. S. coelicolor A3(2)'nin prototipi olan M145 tiirliniin 2002
yilinda tiim genom haritas1 ortaya c¢ikarilmis ve yaymlanmistir. M145 tirii S.
coelicolor'm prototipi olup SCP1 ve SCP2 plazmidlerini i¢cermemektedir. Genom
haritas1 ¢ikarilan bu organizma 8.667.507 b¢ (% 69.1 G+C baz igerine sahiptir)
uzunlugunda, 7769 gen kodlanmakta ve 56 pseudogen icermektedir. Lineer SCP1
plazmidi ( 356.023 bg; % 69.1 G+C baz igerigine sahiptir ve 351 gen kodlamaktadir)
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(Bentley ve ark. 2004) ve sirkiiler SCP2 plazmidi ( 31.317 bg; % 72.1 G+C baz igerigi
ve 34 gen kodlamaktadir), (Haug ve ark. 2003) sonradan sekanslanmaistir.

Genetik  ¢alismalarda S. coelicolor A3(2)1in  kullanilmasinin - ya da
gelistirilmesinin en 6nemli nedeni difiizlenebilir pigment iiretmesidir. Uretilen bu
pigment genetik isaretleyici olarak uygun bir bi¢imde kullanilmaktadir (Hoopwod,
1999). S. coelicolor'in genomunun tamami sekanslandiginda; mavi, aromatik bir
poliketid olan aktinohordin (Malpartida ve Hoopwod 1984); kirmizi, oligopirol olan
prodiginin antibiyotik (Cerdeno ve ark. 2001, Williamson ve ark. 2006) ve kalsiyum
bagimli asidik lipopeptid antibiyotiklerinin (Hojati ve ark. 2002) yapist ve sentezini
gerceklestiren biyosentetik gen kiimeleri bilinmekteydi. S. coelicolor'm genom projesi
baslangicinda, kromozomunda 17 sekonder metabolit gen kiimesinin oldugu bilinirken
kromozomun gen haritasi ortaya ¢ikarildiginda ise sekonder metabolit biyosentezinden
sorumlu spesifik 29 gen kiimesinin oldugu ortaya ¢ikmistir. Genlerin subtelomerik
bolgede yani merkezden uzak bolgelerde yer aldigi tespit edildi (Bentley 2002). Bu
genlerden meydana gelen {iriinlerin, sayisiz enzimatik iglemlerden sonra olusmakta
oldugu tahmin edilmektedir. Poliketidler, nonribozomal peptidler, bakteriosinler,
terpenoidler ve diger sekonder metabolitler olusan iriinler igerisindedir. Bu firtinler
Streptomyces genomunun niteligini de belirtmektedir. Genomu tamamen sekanslanan S.
coelicolor, rasyonel yaklasimlar sonucunda bilinmeyen {irlinlerin metabolik yollarinin
ortaya ¢ikarilmasina olanak saglamistir (Challis 2000). Yapisal tahminlerle baslangigta
trimoduler NRPS olarak diisiiniilen ve SCO0492 gen kiimesi tarafindan sentezlendigi
diistiniilen tripeptid sideroforun (Challis 2008), sonraki izolasyon g¢alismalarinda yeni
bir tetrapeptid olan demir selatorii coelichelin oldugu ortaya ¢ikarilmigtir (Lautru ve ark.
2005). Genomdan yola ¢ikilarak, gergeklestirilen yapisal tahminle yeni dogal {irtinlerin
kesfine yol acacak olan "genome mining" (genomun taranmasi) yeni kimyasal {irlinlerin

eldesine katki sunacak yeni bir yaklasimdir (Nett ve ark. 2009).

Streptomyces avermitilis MA-4680

Endiistriyel bir mikroorganizma olan Streptomyces avermitilis'in genom sekansi
taslak olarak 2001'de yayinland:. ilk defa Streptomyces'larin genis sekonder metabolit
tiretme becerileri genomik diizeyde ortaya ¢ikarildi (Omura ve ark. 2001). Genomun

tam olarak tamamlanmis niikleotid sekansi, taslaktan iki yil sonra yayinlandi. Lineer
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genom 9.025.608 bg (% 70.7 G+C baz icerigine sahiptir) ve 7582 protein kodlayan gen
icermektedir (lkeda ve ark., 2003). Bunun yaninda iki lineer plazmid igermektedir. Bu
plazmitler; SAP1 (94.287 bg; % 69.2 G+C igerigine sahiptir; 96 kodlanan sekans) ve
SPA2 (ca 200 kb)'dir.

S. avermitilis 1977 'de Japonya'da topraktan izole edilmis olup, bir poliketid
makrolid olan avermektini sentezlemektedir. Avermektin giiglii bir antihelmintik ajan
olup, nematot, bocek ve oriimeekler izerinde etkilidir. Avermektinin semisentetik tiirevi
olan ivermektin 1980'lerden bugiine kadar insan ve hayvanlarda sagaltim amach
kullanilmaktadir (Omura ve Crump 2004, Omura 2008). Bu organizmanin genomuna
cok c¢abuk ulagilabilinir olmasi, avermektinin yapisina ve biyosentezine kolay
ulasilabilirligi saglamistir. Ayn1 zamanda diger bir makrolid poliketid olan oligomisine
(Ikeda 1993) ulasilabilirligi kolaylastirmis olup bu molekiillerin tekrar elde edilmesi
saglanmigtir. Genom sekansinin ortaya ¢ikarilmasiyla 11 PKS gen kiimesi daha ortaya
cikarilmigtir. Bu gen kiimelerinden 3 grup makrolid (Lamb ve ark. 2003) daha izole
edilmis ve bunlardan birinin S. filipinensis'ten (Rochet ve ark. 1997) énceden izole
edilen filipins odugu bulunmustur. Bu bilesik polien olup antifungal ajan olarak

kullanilmaktadir.

S. avermitilis'te ¢ok biiyiik ¢esitlilikte PKS yollar1t mevcuttur (Jenke-Kodama ve
ark., 2006). Genom bir¢cok sekonder metabolit gen kiimesi igermektedir. En az 8
nonribozomal peptit, 6 terpenoid, gesitli pigmentler, ozmolit bilesikler, sidereforlar ve
bakteriosinleri (Severinov ve ark. 2007) igerir. Ayrica toplamda 37 sekonder metabolit
gen kiimesi igerir ve bunlar genomun % 6.6'sin1 olusturur. Sekonder metabolit gen
kiimelerinin ¢ogu kromozomun merkezinde degil de kromozomun kollarinda

bulunmaktadir (Nett ve ark. 2009).

Streptomyces griseus 1FO 13350

Streptomyces griseus IFO 13350, S.A. Waksman laboratuvar1 tarafindan
yaklasik 60 yil once kesfedildi. S. griseus ¢ok iyi bilinen uzun zamandir insanlari
tiiberkiiloz hastaligina karsi koruyan, aminoglikosid antibiyotik olan streptomisin
tireticisidir (Waksman 1953).

S. griseus IFO 13350 genomunun sekansi tam olarak 2008'de tamamlandi.

Lineer kromozoma sahiptir. Kromozom 8.546.929 b¢ uzunlugundadir. Genomunda
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plazmid bulunmamaktadir. Kromozomun sonunda 132.910 bg¢ uzunlugunda, uzun ters
tekrar bolgeleri icermektedir (Ohnishi ve ark., 2008). Endiistriyel olarak dnem arz eden
streptomisine ek olarak S. griseus 6nemli bir bakteriyel modeldir. Diflizlenebilir, diisiik
molekiiler yogunluktaki bilesik olan y-butyrolactone A faktoriin ekstraselliiler sinyal

olusturmasina yonelik ¢alismalarda kullanilmaktadir (Takano 2006, Hara ve ark 2009).

Genom analizi yapildiginda ve diger sekanslanan Streptomyces tiirleriyle
karsilagtirildiginda en az 36 gen kiimesinin sekonder metabolit biyosenteziyle iliskili
oldugu belirtilmistir. S. coelicolor A3(2) ve S. avermitilis gibi sekonder metabolit

biyosentezi ile ilgili genler merkezden uzak boélgelerde konumlanmistir (Nett ve ark
2009).

2.1.3. Sekonder Metabolitler

Sekonder metabolitler; proteinler, karbonhidratlar, lipitler ve niikleik asitler gibi
canlilik faaliyetleri i¢in birinci dereceden metabolik islemlerde ve biiylimede gerekli
olmayan, organizmanin bulundugu ortama daha iyi adapte olmasini saglayan
molekiillerdir. Canli sistemlerdeki birgok biyolojik olayin gerceklesmesini saglarlar. Bu
acidan biyolojik kontrol ajanlaridir. Sekonder metabolitler savunma, farklilagma,
diizenlenme, morfogenez, tasima, hiicresel haberlesme gibi olaylarin gerceklesmesinde

etkin rol oynayan bilesiklerdir (Cannel 1998).

Sekonder metabolitler primer metabolizma sonucu olusan ara metabolitlerden
sentezlenirler. Bundan dolayr sekonder metabolitler primer metabolizma orjinli
bilesiklerdir.  Genel olarak sckonder  metabolitler  ekstraselliler  olarak
sentezlenmektedir. Cesitli hiicresel stres kosullar1 sekonder metabolit sentezinin
baslamasinda onemli sinyallerdir. Sekonder metabolizmanin sentezi kromozomal DNA
tizerindeki gen kiimeleri tarafindan ve kismen de olsa plazmidler tarafindan kontrol
edilmektedir (Demain 1998).

Sekonder metabolitlerin ¢ok eski zamanlardan beri bitkiler tarafindan
sentezlendigi bilinmektedir. Mikrobiyal kaynakli ilk sekonder metabolit olarak
degerlendirilen mikofenolikasitin, bir fungus olan Penicillium glaucoma tarafindan
sentezlendigi, 1896 da Gosio tarafindan rapor edilmistir (Berdy 2005). Ilk gercek
mikrobiyal sekonder metabolit ise 1928'de Fleming tarafindan kesfedilen penisilindir.

1940’lara gelindiginde penisilinin ilag 6ncii molekiilii olarak kullanilmasi mikrobiyal
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sekonder bilesikler i¢in doniim noktasidir. Penisilinin hastaliklar iyilestirmedeki
bagsaris1  karasal ~mikroorganizmalarin  potansiyellerinin  arastirilmasina  zemin
hazirlamistir. Karasal mikroorganizmalarin degerlendirilmesiyle penisilin gibi 6nemli
biyolojik aktiviteye sahip sefalosporin, aminoglikozit, tetrasiklin ve poliketidleri i¢eren

onemli antibakteriyel ajanlar kesfedilmistir (Dewick 2002).

Mikrobiyal sekonder metabolitler arasinda; antibiyotikler, pigmentler, toksinler
ve simbiyozda de etkili maddeler, enzim inhibitérleri, feromonlar, bagisiklik sistemine
etki yapan bilesikler, reseptor antagonist ve agonistleri, pestisitler, antitiimoral ajanlar
ile bitki ve hayvan biiyiime promotdrleri bulunmaktadir. Uretimlerini; biiyiime
ortamindaki besinler, biiyiime orani, geri-besleme kontrolii (feed-back control), enzim

inaktivasyonu ya da aktivasyonu etkileyebilmektedir.

Mikroorganizmalardan izole edilen sekonder metabolitler antimikrobiyal
(antibakteriyel, antifungal, antiprotozoal), antitimdr veya antiviral aktivite
gostermektedir. Bu etkilere sahip molekiillerin hepsi birden antibiyotikler olarak
adlandirilmaktadir (Berdy 2005).

2.1.4. Ribozom Dis1 Yolla Sentezlenen Peptidler (NRP)

Ribozom dis1 yolla sentezlenen peptidler (NRP); biyolojik olarak aktif
bilesiklerin 6nemli bir grubunu olusturmaktadir. NRP'ler genis klinik uygulamalara
sahiptir. Ornegin, (sekil 2.2'de gosterilen) antibiyotik olarak (daptomisin), antitiimor
olarak (bleomisin), antifungal ila¢ ya da immiinbaskilayict olarak (siklosporin)
kullanilmaktadir (Walsh 2008). Cesitli biyolojik aktiviteye sahip olan bu molekiillerin
dogal olarak nasil sentezlendigi bilinmektedir. NRP'ler funguslardan ve bakterilerinden

sekonder metabolizma sonucu sentezlenmektedir.

NRP'ler; ribozomal olmayan peptid sentetaz (NRPS) adi verilen ¢ok biiyiik
multimodiiler enzim sistemleri tarafindan bir dizi aminoasitin biraraya getirilmesiyle
olusturulmaktadir (Walsh 2008, Finking ve Marahiel 2004). Enzim sistemi tarafindan
sentezlenen NRP molekiillerinin yapisi bilinen 20 aminoasit ile simnirli degildir.
Icerisinde modifiye aminoasitler, yag asitleri ve a-hidroksi asitleri igeren yaklasik 500
farkli mononomer tanimlanmistir (Caboche ve ark 2008). Modifiye aminoasitler,
NRP'lerin hem yapisal olarak cesitlilik olusturmasina hem de peptidlerin ¢cok yonli

biyolojik aktivite gdstermesine katkida bulunmaktadir.
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Sekil 2.2. Klinik uygulamalarda kullanilan NRP'ler (Current Opinion in Structural Biology 2010,
20:234-240).

2.1.4.1. Ribozomal Olmayan Peptid Sentetazlar (NRPS)
Ribozomal olmayan peptid sentetaz (NRPS) mekanizmasi ilk olarak 1971
yilinda, yag asiti sentez mekanizmasini da aydinlatan Fritz Lipmann tarafindan ortaya

atilmig ve "tiyotemplet mekanizmasi" olarak adlandirilmistir (Lipmann 1971).

NRPS enzim sistemi tekrarlanan modiillerden meydana gelmistir (Morris 1996,
Stein ve ark 1996). Her bir modiil farkli domainler icermekte ve bu domainlerde gesitli
katalitik aktiviteye sahiptir (Mootz ve ark. 1999, Stachelhaus ve ark. 1999). Tipik bir
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modiil yaklagik 1000 aminoasitten olusmaktadir (Morris 1996, Stein ve ark 1996). Bir
modiil peptid sentezi sirasinda substrat se¢iminden peptid bagi olusumuna kadar
gerceklesen reaksiyonlardan sorumludur. Bu reaksiyonlar; segilen substratin taninmasi,
substratin aktivasyonu, aktive olmus substratin tiyoester olusturmasi ve sonrasinda
peptid baginin olusmasidir. Gergeklesen reaksiyonlar, 6zellesmis domainlerin uyumlu

koordinasyonu sonucu meydana gelmektedir (Weber ve Marahiel 2001).

Gen

J

y
A
Y

m Modiil

|
CAUDD  vomar

HS HS

Sekil 2.3. Gen-Modiil, Modiil-Domain iligkisi ( Finking ve Marahiel 2004).

Bir minimal uzama modiilii; substrati segen ve ATP hidrolizi ile substratin
aktivasyonunu gergeklestiren 55 kDa molekiiler agirliktaki adenilasyon domaininden (A
domaini) (Turgay ve ark. 1992, Stachelhaus ve ark. 1995), tiyoester olusturan 10 kDa
molekiiler agirliktaki peptidil tasiyict protein domaininden (PCP domaini) (Stachelhaus
ve ark.1996) ve kondensasyonu (substrat ekleyerek peptid bagimmin olusumu)
gerceklestiren 50 kDa agirliktaki kondensasyon domaininden (C domaini) olusmaktadir.
C domaini peptid bagi olusumunu katalizlemektedir. Bunun sonucunda zincir uzamasi
gerceklesir. Bu modiillere ek olarak epimerizasyon, N-metilasyon ve heterosiklik
modifikasyonu saglayan domainler de modiiller igerisinde yer almaktadir (Konz ve
Marahiel 1999). Bu modifikasyonlar sentezlenecek olan iiriinlerin gesitliligine katki

saglamaktadir.
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Sekil 2.4. NRPS enzim sisteminin mekanizmasinin gosterimi. 1- A domaini tarafindan
aminoasitin aktivasyonu. 2- Aminoasitin PCP'ye aktarilmasi. 3- PCP'ye aminoasit eklenmesi. 4-
Aminoasit modifikasyonu; 6rnegin, epimerizasyon domaini tarafindan modifiye edilmesi. 5- Terminal
PCP domainin peptid bagini esterifikasyonla tasimasi. 6- Olusan iiriiniin TE domaini tarafindan hidroliz
ile saliverilmesi (Current Opinion in Structural Biology 2010, 20:234-240).

2.1.5. Poliketidler (PK)

Poliketidler; biyolojik olarak aktif molekiillerdir. Bitkiler, funguslar ve bakteriler
tarafindan sentezlenmektedir. Poliketidler; sekonder metabolitler igerisinde yapisal
cesitlilige (makrolidler, polieterler, aromatik bilesikler) sahiptir ve 6nemli farmakolojik
aktiviteye sahip molekiilleri kapsayan genis bir grubu temsil etmektedir (Hopwood
1997, Komaki ve ark 2009). Poliketidler; antibakteriyel (rifampisin), antifungal
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(eritromisin), Kolesterol diisiiriicii aktivite (lovastin), immiinbaskilayict (FK506) ve
antitiimor (deksorubisin) 6zellik gosteren 6nemli dogal tiriinlerdir (Strohl ve ark 1997)
(sekil 2.5). Agil CoA onciillerinin kullanilmasiyla poliketid sentazlar (PKS) tarafindan

sentezlenirler.

Poliketidler farmakolojik endiistride ¢ok Onemli ekonomik degere sahip ilag
grubunu olusturmaktadir. Poliketid yapisindaki ilaglarin yillik piyasa degerleri 15
milyar dolar1 asmaktadir (Borchardt 1999).

Rifampisin FK-506

HgC\N _CH;
HsC OH H
HsC ‘ l I OH
CONH,
OH
HO o] HO o
Lovastatin Tetrasiklin
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Sekil 2.5. Klinik Uygulamalarda kullanilan poliketidler.
2.1.5.1. Poliketid Sentetazlar (PKS)

Bakteriyel PKS-I'lerle ilgili ilk bilgiler 1990'da (Cortes ve ark. 1990, Donadio ve
ark. 1991), PKS Il'lerle ilgili bilgiler 1984'te (Malpartida ve Hopwood 1984, Motamedi
ve Hutchinson 1987), PKS-1II'lerle ilgili bilgiler ise 1999'da (Funa ve ark. 1999) elde
edilmistir. PKS paradigmasi i¢in bilim diinyas1 tarafindan ilk elde edilen bilgilerden
bugiine, PKS'lerin dogal iiriin sentezleme kapasitelerini, genis yapisal ¢esitliliklerini
ortaya ¢ikarabilmek icin ¢aligmaktadir. Poliketid dogal iirlinlerden yola ¢ikilarak dogal
olmayan (sentetik) bilesiklerin kombinatoryal biyosentezi gergeklestirilmistir. Bu da

biyoteknolojik agidan PKS'lerin islenilebilirligini ortaya ¢ikarmistir (Shen 2003).

NRPS genlerine analog olan PKS genleri de ‘temel” ve ‘yardimci’ katalitik
domainleri igeren modiillerden olusmuslardir. PKS modiillerinin temel organizasyonu
domain sirasina gore; ketosentaz (KS) domaini, agil transferaz (AT) domaini ve agil
tasiyici protein (ACP) domaininden olusmaktadir. NRPS’lerde oldugu gibi, final PKS
modiiliinde iirlin sentezi bir tiyoesteraz (T) domaini ile sonlanir. Bilinen yardimc1 PKS
domainleri; ketorediiktaz, dehidrataz, metiltransferaz ve enolrediiktaz domainleridir.
Biitin bu domainler yeni bir poliketid zincirinin programlanmis sentezinde
gereklidirler. Uzayan herbir karbon iinitesinin substrat spesifitesi AT domaini tarafindan
tanimlanir ki burada agil transferazlarin iki temel grubu olan, malonil-CoA transferaz ve
metil-malonil-transferazlar, DNA dizilimi diizeyinde agikg¢a ayirt edilebilir. (Ayuso-
Sacido ve Genilloud 2005). Global 6l¢ekte biiyiik siklikta kullanilan antibiyotiklerin bir
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¢ogu (Ornegin; Eritromisin A) PKS’ler tarafindan iretilmektedir (Ehrenreich ve ark.
2005).

Bilinen bakteriyel poliketidlerden; PKS-I'ler ¢ok fonksiyonlu enzimler olup,
modiiller seklinde organize olmuslardir. Modiillerden her biri tekrarli (iterative)
olmayan aktiviteye sahip olup bir poliketid zincir uzamasindan sorumludur. Sekil
2.6.'da (a) gosterilen, 6-deoksieritromisin B sentaz (DEBS) tarafindan gergeklestirilen
indirgenmis poliketid (yani makrolidler, polieterler ve polienler) sentezinde yani
eritromisin A sentezinde oldugu gibi zincir uzamasindan sorumludur (Staunton ve
Weissman, 2001). PKS-II siklik multienzim kompleksleri olup tipik olarak aromatik
antibiyotiklerin biyosentezinde rol alirlar. Sekil 2.6.'da (b) gosterilen tetrasenomisin C
orneginde oldugu gibi aromatik PK biyosentezinde rol alirlar (Shen 2000). PKS-111 ise
homodimerik kondensasyon enzimleri olup miistesna flavonoid ve kalkon (chalcone)
bilesiklerinin sentezinden sorumludurlar. Sekil 2.6.'da (c) gosterilen RppA sentaz
tarafindan aromatik poliketidlerin (monosiklik ve bisiklik) sentezlenmesinde yani
flavolin sentezinde oldugu gibi isleve sahiptir (Moore ve Hopke, 2001). PKS-I ve PKS-
Il'de agil tastyict proteinin gorevi (ACP), acil CoA substratlarini aktive etmek ve
baglanacak olan {initeleri poliketid zincirlerine eklemek iken, PKS-Ill'de ise bu
reaksiyonlar ACP'den bagimsiz olup agil CoA substratlar1 tizerinden etkisini gosterir.
PKS tiplerinde poliketid biyosentezinde yapisal ve mekanistik farkliliklar olmasina
ragmen acil CoA onciillerinin sirali dekarboksilatif kondensasyonu ve ketoagil sentaz
(KS) domaini (PKS-I i¢in) ya da alt tiniteler (PKS-Il ve PKS-111 igin) C-C bag olusumu
asamasini katalizlemektedir (Shen 2003).
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Sekil 2.6. Bakteriyel poliketidlerin yapisi ve mekanizmasi. (a) PKS-I domainlerden olusumu ve
DEBS'in eritromisindeki rolii (b) PKS-II alt iiniteleri gdsterilmis ve tetrasenomisinde rol alan TcmKLM
(c) ACP bagimisiz PKS-1II

Poliketid biyosentezinin aragtirmacilar tarafindan ilgi odagi haline gelmesinin
nedenlerini, 3 ana baslik altinda toplamak mimkiindiir. Birincisi; poliketidlerin essiz
biyolojik aktiviteye sahip olmasi ve yeni ilag adaylar1 olmalarindan dolayr onemli
oranda ticari degere sahip olmalarindandir. ikincisi; PKS'lerin siradis1 yapilari,
mekanizmalar1 ve Kkatalitik aktivitelerinden dolay1 protein-protein etkilesimleri,
molekiiler tanima ve enzim katalizinin molekiiler mekanizmasinin arastirilmasinda
onemli firsatlar sunmaktadir. Ugiinciisii; kombinatoryal biyosentezle elde edilemeyecek
bilesiklerin, yani, yeni bilesiklerin elde edilmesinde PKS'lerin ¢ok yonliiliiklerinden

yararlanilmasidir (Shen 2003).
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2.2. Onceki Cahsmalar

Metsa-Ketala ve ark. (1999) topraktan izole ettikleri aktinomiset tiirlerinden ve
poliketid ireticisi olduklar1 bilinen Streptomyces'lardan PKS-II gen kiimesinin
korunmus ketosentaz domainini (KSa) hedef alarak dizayn ettikleri primerler araciligyla
genomda bu genin varligini tespit etmek i¢in PCR ile tarama yapmislardir. Sonug
olarak topraktan izole edilen 29 tiirden 22'sinde amplifikasyon elde etmislerdir.
Amplifiye edilen fragmentler klonlanip sekans analizleri yapilmistir. Aminoasit
dizilimlerinin simdiye kadar bulunmus PKS-II genleriyle karsilastirilmasi sonucunda %

60 ile % 99 arasinda akrabalik tespit edilmistir.

Metsa-Ketala (2002) topraktan izole edilen 99 aktinomiset tiiriinde PKS-II
geninin KSo domaini primerler kullanilarak PCR ile taranmistir. 87 Ornekte
amplifikasyon elde edilmis ve bunlardan 17 KSa domainin daha 6nce bildirilen PKS -11
genleriyle yiiksek homoloji gosterdigi belirtilmistir. Geri kalaninin ise yeni PKS-II gen

kiimesi olabilecegi One siirilmiistiir.

Ayuso-Sacido ve Genilloud 2004 yilinda yapilan bir ¢alismada, aragtirmacilar
aktinomistlerde NRPS ve PKS-I genlerini amplifiye etmek icin spesifik primerler
dizayn etmisler ve PCR’a dayali tarama yontemi ile taradiklari 210 tiiriin % 79.9' unda
NRPS ve % 56.7' sinde ise PKS-1 genlerinden amplifikasyon elde edilmistir.

Gonzalez ve arkadaglarinin (2005) likenlerden izole ettikleri aktinomisetlerin
biyosentetik gen kiimelerini ortaya ¢ikarmayr amagcladiklart ¢alismalarinda
arastirmacilar PKS-I, PKS-II ve NRPS genlerini dejenere PCR primerleriyle
taramislardir. Izolatlarin; % 62.6’sinda PKS-I, % 64.7’sinde PKS-II ve % 58.5’inde
NRPS biyosentetik genlerini amplifiye etmislerdir. Kullandiklar1 aktinomiset cinsleri
arasinda, PKS-I amplifikasyonu acisindan en yiiksek deger (% 70) Streptomyces
cinsinin iiyelerine aittir. Bu rakamlara ragmen, klasik kiiltiir kosullarinda tiim izolatlarin

antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri % 27 olarak tespit edilmistir.

Ehrenreich ve ark. (2005) deniz ve tatli sulardan izole edilen 24 siyonabakteri
tirtiniin NRPS ve PKS-| genlerinin potansiyellerini ortaya ¢ikarmak amaciyla dizayn
edilen primerlerle sirasiyla NRPS geninin A domaini ve PKS-I geninin KS domainini
PCR ile taramiglardir. Bakterilerin 13'inde NRPS geninin A domaini ve 22'sinde PKS-I

geninin KS domaini amplifiye edilmistir.
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Wawrik ve ark. (2005) New Jersey' de (ABD) farkli toprak oOrneklerinden
toplanan 21 aktinomiset tiiriiniin PKS-Il geninin korunmus KSa domaini primerler
araciligiyla PCR ile taranmustir. Tiim tiirler igersinde yapilan analizler 1s18inda yedi
yeni KSa geni tespit etmislerdir. Ayrica diger 6rneklerin bilinen KSa genleriyle % 74

ile % 81 arasinda homoloji gosterdigi rapor edilmistir.

Pathom-aree ve ark. (2005) deniz aktinomisetlerinin gesitliligi ve biyosentetik
sekonder metabolitlerinin tarandigi bir ¢alismada, incelenen 38 aktinomisetten % 70’
inde NRPS ve % 13° iinde PKS-I genleri tespit edilmistir. Tek bir izolatta
(Micromonospora tiiriinde) ise PKS-II genine rastlanmistir. Arastirmacilar, ¢ok az
calisilmig siradigi habitatlarin sekonder metabolit sentezleme yetenegi olan tiirler

acisindan zengin kaynaklar olabilecegini bildirmislerdir.

Savic ve Vasilevic (2006) aktinomisetlerin PKS-I genlerini hedef almak i¢in
dizayn edilen dejenere primerler yardimiyla tespit edilen iki yeni PKS geninin,
immiinbaskilayic1 benzeri bir metabolitin biyosentezinde gorevli oldugu bulunmustur.
Uretilen bilesiklerin Ince Tabaka Kromatografisi (TLC) ile incelenmesi sonucu, bu
bilesiklerin, ticari olarak kullanilan immiinbaskilayicilar olan FK506, FK520 ve

rapamisin ile kiyasandiginda farkli 6zellikte bilesikler oldugu bulunmustur.

Barrios ve ark. (2007) 21 yeni siyanobakteri tiiriinde sekonder metabolitlerle
ilgili genleri tespit etmek amaciyla PCR ile tarama yapmislardir. 18'inde NRPS ve
19'unda PKS-I genlerinin varhgm tespit etmislerdir. Amplikonlar klonlanarak sekans
analizi yapilmigtir. Amplikonlarin BLAST sonuglarina gore ¢ogaltilan genlerin bilinen

siyanobakteri dogal tirlinleriyle benzerlik gosterdigi goriilmustiir.

Jiang ve ark. (2007) Giiney Cin Denizinde bulunan Haliclona sp. siingerinden
izole edilen 54 bakteri tiirinden 24'0 PKS-I, PKS-II ve NRPS genleri i¢in {i¢ ayri
dejenere primer kullanilarak PCR ile taranmistir. Orneklerin % 54' {inde PKS-1, % 71'
inde PKS-11 ve % 92' sinde NRPS amplifikasyonu elde edilmistir.

Jiang ve ark. (2007) Giiney Cin Denizinde bulunan lotrochota sp. siingerinden
elde edilen 30 aktinomiset tiirinde NRPS, PKS-1 ve PKS-II genleri ii¢ primer gifti
aracilifiyla PCR dayal1 olarak taranmistir. Tiirlerin % 80 'inde PKS-I, % 73" iinde PKS-

Il ve % 87' sinde NRPS genlerine ait irtinler elde edilmistir.
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Komaki ve ark. (2008) Myxobakterilerde PKS-1 gen kiimesinin ketosentaz (KS)
ve agil tranferaz (AT) domainleri PCR ile taranmistir. Amplikonlar klonlanmis, elde
edilen sekanslar BLAST programinda incelenmistir. Sekans sonuglarini aminoasit
benzerlik oranlarna gore iki grupta toplayan arastirmacilar, % 70" in {istlinde homoloji
gosterenlerin daha 6nceden bulunan genler, % 70" in altinda homoloji gosterenlerin ise

yeni genler olabilecegini dnceki ¢alismalarina dayanarak one siirmiislerdir.

Zhang ve ark. (2008) Giiney Cin Denizindeki siingerlerden izole edilen 109
bakteri, NRPS gen kiimesinin korunmus A domainini PCR ile taramiglardir. 15
bakteride amplifikasyon gozlemleyip rapor etmislerdir. Klonlanip sekans analizi yapilan
organizmalar BLAST programinda incelenmis ve 15'ten 11'inin simdiye kadar

bulunmus genlerle % 70" in altinda homoloji gosterdigi belirtilmistir.

Zhang ve ark. (2008) deniz siingerlerinden izole edilen, aktinomisetlerinde
aralarinda bulundugu 98 bakteri tiirlinde PKS-1 genini PCR yontemiyle tarandigi bir
calismada izolatlarin 18'inde PKS-1 geninin varligini KS domainini ¢ogaltarak tespit
etmislerdir. Amino asit dizililmine gore yapilan BLAST analizlerinde 18 izolattan
12'sinin Bacillus tiirlerinde elde edilen PKS-1 genleriyle % 97 homoloji gosterdikleri

rapor edilmistir.

Komaki ve ark. (2009) S. bicolor 12746 den tespit ettikleri bir PKS-I gen
dizilimini referans alarak, bu genin pimarisine benzer bir polien bilesik iiretiminde
gorevli olabilecegini ongérmiislerdir. Bu bakteriyi kiiltiire ettikleri 6rneklerde polien
bilesik taramalar1 yaparak, bakterinin antifungal bir bilesik iirettigini bunun da “tetraen
makrolid” oldugunu UV spektrumlar1 ile tespit etmislerdir. Saflastirilan bilesigin
spektroskopik analizlere dayali yaprt aydinlatma caligmalar1 sonucunda yeni bir
pimarisin analogu olan JBIR-13 bilesigini bulmuslardir. Calismalarinin bulgularindan
yola ¢ikarak, PKS genlerinin (6zellikle PKS-I), yeni biyoaktif bilesik arastirmalarinda

degerli bilgiler sagladigi sonucuna varmiglardir ().

Zhao ve ark. (2009) sedimentlerden izole ettikleri 3 aktinomisetin PKS-I genini
taradiklar1 ¢alismada 3 izolatta da amplifikasyon elde etmislerdir. Amplifiye edilen
tiirlerden birinde meridiamisin biyosentezinden sorumlu gen kiimesinin KS domaini ile

yiiksek homoloji gosterdigini tespit etmislerdir.
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Myronovskyy ve ark. (2009) S. sioyaensis'de dejenere primerler kulllanarak
NRPS geninin adenilasyon domaininin amplifiye edildigi ¢alismada; amplikonlarin

sekans analizlerinin yapilmasi sonucunda dokuz farklit A domaini tespit edilmistir.

Janso ve Carter (2010) tropikal bitkilerden izole edilen 123 endofitik bakteriden
29'unun; NRPS, PKS-1 ve PKS-II gen kiimelerinin primerler araciligiyla PCR dayali
yapilan c¢aligmalarinda; 6rneklerin % 66 'sinda PKS-I, % 79' unda PKS-II ve % 100’

tinde NRPS gen kiimelerinin varligi rapor edilmistir.

Schneemann ve ark. (2010) Almanya'da bulunan Baltik Denizinden toplanan
stingerlerden izole edilen 46 aktinobakteri tiirinde NRPS ve PKS-II geni molekiiler
olarak taranmistir. Arastirmacilarin analizleri sonucu 46 tiiriin 24 ( % 52 )' iinde NRPS
ve 13 ( % 28)' iinde PKS-II iiriinii elde edilmistir. Bu tiirlerin 16'sinda NRPS ve PKS-1I
geni tespit edilememistir. NRPS ve PKS-II amplikonlarinin simdiye kadar bulunmus
olan genlerle karsilastirilmasi sonucunda, sirastyla; % 40 - % 96 arasinda ve % 47 - %

100 arasinda homoloji gosterdigini belirtmislerdir.

Zhao ve ark. (2011) Giiney Cin Denizinde 10 siinger tiiriinden elde edilen 177
fungusta PKS-I gen kiimesinin korunmus KS domainini ve NRPS gen kiimesinin
korunmus A domainini primerler araciligiyla PCR taramasi yapmislardir. 15 tiirde PKS

ve 4 tiirde NRPS gen kiimesinin varligini tespit etmislerdir.

Xin ve ark. (2011) Antartikteki derin deniz siingerlerinden izole edilen 46
bakterinin genomlar1 PKS-1 ve PKS-II gen kiimelerinin potansiyellerini ortaya ¢ikarmak
icin PCR ile taranmustir. Orneklerin % 70'inde PKS-1 ve % 85' inde PKS-II gen

kiimeleri tespit edilmistir.

Silva-Stenico ve ark. (2011) tathh sulardan ve topraktan izole edilen 24
siyanobakterinin  NRPS ve PKS-I genlerini PCR ile taradigi ¢alismada; 24
siyanobakteriden % 92' sinde NRPS ve % 80' inde PKS-I gen kiimelerinin varlig1 rapor

edilmistir.
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3.1 MATERYAL

3.1.1 Biyolojik Materyal

Bu calismada kullanilan bakterilerin daha Once izolasyonlar1 ve molekiiler

teshisleri yapilmis, ayn1 zamanda antimikrobiyal aktiviteleri tespit edilmistir (Yi1lmaz ve
ark. 2008).

Bu izolatlar; Streptomyces sp. AA59, Streptomyces sp. AAH67, Streptomyces
sp. AR4, Streptomyces sp. AR17, Streptomyces sp. AS29, Streptomyces sp. AS37,
Streptomyces sp. BA1, Streptomyces sp. BA12, Streptomyces sp. BAH28, Streptomyces
sp. BS32 ,Streptomyces sp. BSH50, Streptomyces sp. CA13, Streptomyces sp. CA1S,
Streptomyces sp. CA28, Streptomyces sp. CS42'dir.

3.1.2 Kullamilan Kimyasal Maddeler

Kloroform (Riedel-de Haen), isoamilalkol (Sigma Aldrich), fenol kloroform
isoamilalkol (25:24:1) (Sigma), ethylenediaminotetraacetic asit (EDTA) (AppliChem) ,
tris-baz (AppliChem), gliserol (Merck), agaroz (AppliChem), asetik asit (Sigma
aldrich), sodyum asetat, etidyum bromiir (AppliChem), brom fenol blue (Fermentase),
n-n dimetilformamid (DMF), 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactopyranoside (X-
Gal) (Roche), isopropil-B-D-thiogalactoside (IPTG) (Roche), ampisilin (Roche),
kalsiyum kloriir (Merck), magnezyum kloriir, sodium dodecyl sulfate (SDS) (Merck),
glisin (Sigma), etil alkol (Sigma Aldrich), maya 6ziitii (Oxoid), glukoz (Merck), tripton
(Difco), agar (Labosis), siikroz (Merck), malt oziitii (Merck), sodyum asetat, DNA

marker (Roche),
3.1.3. Kullanilan Cozeltiler

TSE (Tris-HCI Siikroz EDTA)

Final konsantrasyonlari; Tris HCI1 25 mM (pH 8.0), siikroz 0.3 M, EDTA 25 mM
(pH 8.0) olacak sekilde hazirlandi.

TAE, 50x (Tris-Asetik Asit-EDTA)

Final konsantrasyonu 0.05 M EDTA (pH=8), % 5.71 asetik asit, 242 g tris baz
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olacak sekilde saf su ile hacim 1 L’ye tamamlandi.

IPTG (Isopropil-p-D-thiogalactoside)

23.83 mg maddenin Iml saf suda ¢oziilmesiyle 100 mM’lik stok ¢ozelti
hazirlandi. Cozelti por ¢ap1 0.2 um olan filtre yardimiyla steril edildi ve -20 °C’de

saklandi.
X-Gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-g-D-galactopyranoside)
Stok ¢ozelti 100 mg X-Gal/2 ml N-N-Dimetilformamid (DMF) olarak

hazirlandi. Cozelti por ¢apt 0.2 um olan filtre yardimiyla steril edildi ve -20 °C’de

saklandu.

3.1.4. Kullanmilan Besiyerleri

Triptik Soya Broth (TSB, Oxoid); 30 g TSB tartilarak saf su ile hacmi 1 L’ye

tamamlandi. Bakterilerin DNA izolasyonu i¢in tiretimde kullanildi.

Maya oziitii-Malt 6ziitii (YEME) besiyeri; 3 g maya oziitii, 3 g malt oziiti, 5 g
baktopepton, 10 g glukoz, 340 g sukroz tartildi ve hacmi saf su ile 1 L’ye tamamlandi
otoklavda steril edildi. Sterilizasyon sonrasinda filtre ile steril edilmis 2,5 M
magnezyum klortirden (MgCl,.6H,0) 2 ml ve % 20’lik glisinden de 25 ml eklenerek
hazirlandi. DNA izolasyonu i¢in kullanilda.

M2 besiyeri; 10 g malt 6ziitii, 4 g maya ozitii ve 3 g glukoz, tartilarak hacmi
cesme suyu ile 1 L’ye tamamlandi ve steril edildi. Katt M2 hazirlamak i¢in sivi M2
besiyerine 15 g agar eklendikten sonra otoklavda steril edildi. Organizmalarin tiretimi

ve stoklarinin hazirlanmasi i¢in kullanildi.

Lurient Broth (LB) ; 5 g maya o6ziitii, 10 g tripton, 5 g sodyum kloriir tartilarak
hacmi saf su ile 1 L’ye tamamlandi1 ve otoklav ile steril edildi. Hazirlanan 1 L LB
besiyerine 15 g agar eklendi ve otoklavda steril edildi. Sterilizasyon sonrasinda
sogutulmaya birakilan besiyeri yaklasik 50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra final
konsantrasyonu 100 pl/ml olacak sekilde ampisilin eklendi ve petriye dokiildii.

Transformatlarin se¢imi i¢in kullanildi.
Tiim besiyerleri 121 °C’de 15 dakika 1,2 atm basinci altinda otoklavda steril

edildi.
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3.1.5. Kullanilan Enzimler

Taq polimeraz (Roche ve Fermentas), RNaz (Fermentas), Lizozim (Roche)

enzimleri kullanildi.

3.1.6. Polimerizasyon Zincir Reaksiyonu (PCR)

NRPS geni A domaininin PCR ile amplifikasyonu i¢in A domainini hedef alan
ileri; A3F (5-GCSTACSYSATSTACACSTCSGG-3) ve geri; A7R (5-
SASGTCVCCSGTSCGGTAS-3), (S:G+C, Y:C+T, V:G+A+C), primerleri (Ayuso ve
Genniloud 2005), iontek (Istanbul) sirketine sentezlettirildi. Bu primerlerin hedef aldig:
bolge yaklasik olarak 700 bg¢ uzunlugundadir.

Tip | PKS geni KS domaininin PCR ile ¢ogaltilmasi i¢cin KS domeinini hedef
alan, ileri; KI1F (5-TSAAGTCSAACATCGGBCA-3), ve geri; M6R (5-
CGCAGGTTSCSGTACCAGTA-3), (S:G+C, B: G+T+C) primerleri (Ayuso ve
Genniloud 2005), fontek (istanbul) sirketine sentezlettirildi. Bu primer ¢iftlerinin hedef
aldig1 bolge ortalama 1200-1400 bg uzunlugundadir.

3.1.7. DNA’nin Jelden Geri Kazanilmasi

PCR diriinlerini jelden geri kazanmak igin MiniElute Jel Ekstraksiyon Kiti
(Qiagene) ve Jel Elusyon Kiti (GeneMark) kullanild:.

3.1.8. PCR Uriinlerinin Klonlanmasi

PGEM-T (Sekil 3.1.) klonlama Kiti Promega sirketinden temin edildi.

3.1.9. Plazmit Izolasyonu

Bakterilerden plazmit izolasyonu igin Plazmit Mini Kit (Omega Bio-Tek) ve
Plazmit Mini Izolasyon (GeneMark) kitleri kullanilds.
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3.2. Metod

Bu calismada kullanilan 15 Streptomyces tiirii 3 farkli bitkinin kok c¢evresi
topraklarindan izole edilmis ve molekiiler teshisleri yapilmistir (Y1lmaz ve ark. 2008).
Izolatlar morfolojik goriiniimlerinin incelenmesi, stok yapilmasi ve taze kiiltiirlerinin
hazirlanmast amaciyla M2 besiyerinde tretildi. TSB (Triptik Soya Broth)’de firetilen
izolatlar, icerisinde % 20 gliserol olacak sekilde stok yapildi.

3.2.1. Kromozomal DNA izolasyonu

Izolatlar % 0.5 maltoz eklenmis TSB besiyerinde orbital ¢alkalamali inkiibatdrde
230 rpm'de, 28 °C’de 48 saat iiretildi. TSB’de iireyen kiiltiiriin 2 ml’si 2:3 oraninda
TSB-YEME igeren 50 ml sivi besiyerine aktarilip orbital ¢alkalamali inkiibatorde
28°C’de 24 saat inkiibasyona birakild:. Inkiibasyon siiresi sonunda 1,5 mI’lik ependorf
tiiplere kiiltiir 6rnegi alinip, mikrofiijde 2 dk maksimum rpm’de santrifiijlendi. Pelet
kismi1 izolasyon i¢in kullanildi. Pelet iki kez % 10.3 siikroz ¢ozeltisi ile yikandiktan
sonra 6 mg/ml lizozim ve 75 pg/ml RNaz igeren 500 pl TSE tamponunda ¢oziildii. 37
°C’de 45 dk inkiibasyondan sonra, 300 ul % 2 SDS eklenerek 20 sn vortekslendi. Ilk
olarak fenol:kloroform:izoamiloalkol (25:24:1) ve sonrasinda da
kloroform:izoamiloalkol (24:1) ile ekstraksiyon yapildi. Ekstraksiyon sonrast 10 dk
maksimum rpm’de santrifiijleme ile supernatant kismi alindi. Ust faz temizleninceye
kadar ekstraksiyona devam edildi. Sonug olarak temiz iist faz alinarak 3 M sodium
asetat (pH 5.2) ve mutlak etanol eklenmesiyle DNA’nin ¢ékmesi i¢in -20°C’de 30 dk
inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda 16000 rpm’de 15 dk santriijlendi. Siipernatant
dikkatli bir sekilde alindiktan sonra peletin lizerine % 70'lik etanol ilave edildi. Pelet
¢ozildiikten sonra 10 dk maksimum rpm’de santrifiijlendi. Siipernatant dikkatlice
dokiildiikten sonra pelet etiivde 37 °C’de kurutuldu. Kromozomal DNA’nin tamamen

¢oziilmesi icin pelete uygun miktarda saf su eklenerek 37°C’de bir gece inkiibe edildi.

3.2.2. PCR

3.2.2.1. NRPS Geninin Adenilasyon (A) Domainin PCR ile Cogaltilmasi

Izolasyonu yapilmis genomik DNA’lar agaroz jelde incelendikten sonra kalip
olarak kullamldi. Ileri A3F ve geri A7R primerleri kullanilarak A domaininin

cogaltilmasi hedeflendi. Taq DNA polimeraz Kit (Fermentas) kullanilarak yapilan PCR
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reaksiyonu i¢in standart kosullar, kromozomal DNA 100 ng, her bir primer 0.4 uM,
niikleotid karisimi1 0.2 uM, Taq polimeraz 1 U , tampon % 10 ve MgCl, 2 mM olarak
kullanildr final hacim distile su ile 50 ul’ye tamamlandi. Termal déngii; 95 °C 5 dk
(baslangig denatiirasyonu, 1 dongii) ve daha sonrasinda 95 °C 30 sn, 59 °C 2 dk, 72 °C 4
dk olarak 35 dongii uygulandi. Final polimerizasyon 72 °C 10 dk 1 dongii yapilds.

Fast Start Taq DNA polimeraz Kit (Roche) kullanilarak yapilan PCR reaksiyonu
icin standart kosullar; kromozomal DNA 100 ng, her bir primer 0.4 uM, niikleotit
karisimi 0.2 uM, Taq polimeraz 1 U , tampon % 10, GC tamponu % 10 ve MgCl, 2
mM olarak kullanildi final hacim steril distile su ile 50 pl’ye tamamlandi. Termal
dongii; 95 °C 5 dk (baslangi¢ denatiirasyonu, 1 dongii) ve daha sonrasinda 95 °C 30 sn,
59 °C 2 dk, 72 °C 4 dk olarak 35 déngii uygulandi. Final polimerizasyon 72 °C 10 dk 1
dongii yapildi.

Standart  kosullarda iiriin elde edilemeyen organizmalarda, MgCl;
konsantrasyonu, kalip DNA konsantrasyonu, enzim miktar1 ve termal dongli kosullari

degistirilerek optimizasyonlar yapildu.

3.2.2.2. PKS-1 Geninin Ketosentaz Domainin (KS) PCR Ile Amplifikasyonu

Izolasyonu yapilmis genomik DNA’lar agaroz jelde incelendikten sonra kalip
olarak kullanildi. ileri KIF ve geri M6R primerleri kullanilarak KS domaini
cogaltilmaya calisildi. Taq DNA polimeraz Kit (Fermentas) i¢in standart PCR reaksiyon
kosullari; kromozomal DNA 100 ng, her bir primer 0.4 pM, niikleotit karigim 0.2 pM,
Tag polimeraz 1 U, Tampon % 10, GC tamponu % 10 ve MgCl, 2 mM olarak kullanildi
final hacim steril distile su ile 50 ul’ye tamamlandi.

Fast Start Tag DNA polimeraz Kit (Roche) icin standart PCR reaksiyon
kosullari; kromozomal DNA 100 ng, her bir primer 0.4 uM, niikleotit mix 0.2 uM, Taq
polimeraz 1 U, tampon % 10, GC tamponu % 10 ve MgCl; 1.5 mM olarak kullanild:
final hacim saf su ile 50 pl’ye tamamlandi. Termal dongii; 95 °C 5 dk (baslangic
denatiirasyonu, 1 déngii) ve daha sonrasinda 95 °C 30 sn, 55 °C 2 dk, 72 °C 4 dk olarak
35 dongii uygulandi. 72 °C 10 dk 1 dongii yapilds.
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Standart  kosullarda iiriin elde edilemeyen organizmalarda, MgCl,
konsantrasyonu, kalip DNA konsantrasyonu, enzim miktar1 ve termal dongii kosullari

degistirilerek optimizasyonlar yapildi.

3.2.3. Agaroz Jel Elektroforezi

Saflastirilmis genomik DNA’nin tespiti i¢in % 0.7°lik, PCR iriinlerinin
goriintiilenmesi i¢in ise % 1’lik agaroz jel hazirlandi. TAE tamponu ile hazirlanan
agaroz jele % 1’lik etidyum bromiirden 5 pl eklendi. DNA’lar jele yiiklemek i¢in 1:5
oraninda BFB:PCR {iriinii karisim yapilarak kuyucuklara yiiklendi. DNA’larin yiiriimesi
i¢in giic kaynagindan 90 voltluk akim verildi. Ornekler 45 dk. yiiriitiildi.

3.2.4. Agaroz Jelden DNA’nin Geri Kazanilmasi

Biiytikliikleri NRPS i¢in 700 bg, PKS-I icin ise yaklasik 1200-1400 bg
biiyiikliigiinde olan PCR {riinleri agaroz jelden kesilerek alindi Sonrasinda iiriinlerin

jelden ekstraksiyonu yapildi.

3.2.5. Kompetent Hiicrelerin Hazirlanmasi

E. coli DH5-0, LB besiyerine 6n inkiibasyon i¢in ekildi ve 250 rpm’de 37 °C’de
orbital ¢alkalamali inkiibatdrde bir gece iiretildi. Uretilen kiiltiirden 1ml almarak taze
LB besiyerine ekilerek 2 saat 250 rpm 37 °C’de iiretildi. Kiiltiiriin optik dansitesi
O.Dssp= 0.3-0.4'e geldigi zaman santrifiij tiiplerine alindi ve 10 dakika buzda bekletildi.
4000 rpm’de +4°C’de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatant atild1 ve hiicrelerin iizerine
sogutulmus 10 mM kalsiyum kloriirden 5ml eklendi. 3000 rpm’de +4 °C’de 10 dakika
santrifiij edildi. Ust siv1 atildr hiicrelerin iizerine 2 ml 75 mM kalsiyum kloriir eklendi.
Homojen karisim elde ettikten sonra 192:108 oraninda, kompetent hiicre: % 50 oraninda

seyreltilmis gliserol karistirilarak -20 °C’de muhafaza edildi.
3.2.6. Klonlama

3.2.6.1. Ligasyon

Ligasyon karisiminin total hacimi 10 ul olacak sekilde; 5 pl 2x ligasyon
tamponu, 1 pul pGEM-T plazmit, 300-400 ng PCR friinii ve 1 ul DNA ligaz enzimi
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eklendi, hacim steril distile su ile tamamlanarak verimli bir ligasyon igin bir gece 16
°C’de inkiibe edildi.

3.2.6.2. Transformasyon

Inkiibasyon siireleri dolan ligasyon iiriinleri kompetent hiicrelerle bir araya
getirilerek 30 dakika buzda bekletildi, bu siirenin sonunda hiicreler 70 saniye 42 °C’deki
su banyosuna birakildi ve tekrar buza almip 5 dakika buzda bekletildi. Biitiin bu
islemlerden sonra hiicrelere 1 ml LB besi yeri ilave edildi ve 2 saat boyunca 150 rpm’de
37 °C’de orbital ¢alkalamali inkiibatérde inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda
onceden IPTG ve X-Gal yayilmis 100 pg/ul ampisilin igeren kati LB besiyerine yayma
yapildi ve bir gece 37 °C’de inkiibe edildi.

3.2.6.3. Mavi Beyaz Koloni Secimi
Bir gecelik inkiibasyon siiresi sonunda beyaz renkli ampisiline direngli piitatif
rekombinant koloniler mavi renkli kolonilerden segilerek ayrildi.

3.2.6.4. Bakteriden Plazmit DNA’nin izolasyonu

Ampisilin igeren LB besiyerlerine aktarilan beyaz koloniler orbital ¢alkalayici
inkiibatorde 230 rpm, 37°C’de bir gece iiretildi. Inkiibasyon siiresi sonunda kiiltiirden 2
ml 6rnek alinarak 2 dakika 16000 rpm’de santrifiij edildi ve st sivi atildi. Elde edilen
peletlerden plazmid izolasyonlar1 yapildi.

3.2.7. DNA Dizilieme

Saflagtirilan rekombinant plazmitlerin icerdigi fragmentlerin DNA dizi analizi
fontek sirketine (Istanbul) yaptirildi. Dizilemede NRPS genleri i¢in A3F, PKS-I genleri

icin ise K1F primerleri kullanildi.

3.2.8. Biyoinformatik incelemeler

NRPS ve PKS-1 genlerinin sirasiyla adenilasyon ve ketosentaz domeinlerinin
sekanslart NCBI web sitesinde (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) farkli Blast

programlarinda incelendi.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. BULGULAR

4.1.1. Organizmalarin Uretilmesi

Ug farkli endemik bitkinin kok cevresindeki topraktan izolasyonu ve molekiiler

teshisi yapilmis (Yilmaz ve ark. 2008) 15 Streptomyces izolati, M2 kat1 besiyerinde

28°C'de 5 giin iiretildi. Organizmalarin morfolojik 6zellikleri Cizelge 4.1. de ve kati

besiyerindeki goriiniimleri Sekil 4.2- 4.15'te gésterilmistir.

Cizelge 4.1. Organizmalarin morfolojik &zellikleri.

Organizma Koloni yapisi Substrat miseli Difiizlenebilir Hava miseli rengi
rengi Pigment

Streptomyces sp Dairemsi Krem Kahverengi Makroskobik

AA59 olarak
g6zlenemedi

Streptomyces sp Dairemsi Krem Yok Beyaz

AAHG7

Streptomyces sp Dairemsi Kahverengi Yok Beyaz

AR4

Streptomyces sp Dairemsi Krem Yok Beyaz

AR17

Streptomyces sp Dairemsi Krem Yok Beyaz

AS29

Streptomyces sp Piirtiikli Krem Yok Krem

AS37

Streptomyces sp Dairemsi Turuncu Yok Beyaz

BA1l

Streptomyces sp Dairemsi Mor Yok Gri

BA12

Streptomyces sp Dairemsi Krem Yok Beyaz

BAH28

Streptomyces sp Kadifemsi Krem Yok Gri

BS32

Streptomyces sp Dairemsi- Kahverengi Acik kahverengi Gri

BSH50 kubbemsi

Streptomyces sp Dairemsi Kahverengi Acik kahverengi Gri

CA13

Streptomyces sp Dairemsi Kahverengi Yok Koyu kahverengi

CA18

Streptomyces sp Likenimsi Kahverengi Kahverengi Makroskobik

CA28 olarak
g6zlenemedi

Streptomyces sp Dairemsi Krem Acik kahverengi Beyaz

CS42
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N. umidischolae AY036001

S. rimosus EF371440
S. albus AJ697941

S. lydicus AB184281

BS39

S. violaceusniger DQ334782
CAH35

BSH46

S. hygroscopicus EF408736

S. phaeochromogenes DQ442538
S. lavendulae EF469608

A. mediterranei EF017716

=

AAHE3

S. halstedii EF178695
S. atroolivaceus AB184113
BRS7

64! S. microflaws EF178673
AAS0

1>

90 albidoflaws DQ826593
S. cyaneus AB184872
BS33
711BS44
AR6
S. fuhissimus AB184787
S. griseoviridis AB184210

Cs38
S. olivaceoviridis AB184288
S. \iolaceus AB184315

CAH33
gliseoflawis AB184274

S. chromofuscus AB184194
S. antibioticus AB184108
S. rochei AB184237

99 | CA24

30|
BAL

Sekil 4.1. 16S rRNA genleri baz alinarak neighbor-joining yontemiyle ¢izilen filogenetik agag
(Y1lmaz ve ark. 2008). Bu calismada kullanilan izolatlar aga¢ {izerinde daire i¢ine alinmustir.
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Sekil 4.2. Streptomyces sp. AA59 Sekil 4.3. Streptomyces sp. AAHG67

Sekil 4.4. Streptomyces sp. AR4 Sekil 4.5. Streptomyces sp. AR17

Sekil 4.6. Streptomyces sp. AS29 Sekil 4.7. Streptomyces sp. AS37
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Sekil 4.8. Streptomyces sp. BA1 Sekil 4.9. Streptomyces sp. BA12

Sekil 4.10. Streptomyces sp. BAH28 Sekil 4.11. Streptomyces sp. BS32

Sekil 4.12. Streptomyces sp. BSH50 Sekil 4.13. Streptomyces sp. CA13
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Sekil 4.14. Streptomyces sp. CA18 Sekil 4.15. Streptomyces sp. CA28

Sekil 4.16. Streptomyces sp. CS42
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4.1.2. Kromozomal DNA izolasyonu

15 farkli Streptomyces tiirlinden kromozomal DNA izolasyonlar1 yapildi.

‘ p B B Ve cs83H i
Kromozomal '
. ' ) AL
DNA'lar ‘

Sekil 4.17. izole edilen kromozomal DNA’lar. 1. Streptomyces sp. AA59, 2. Streptomyces sp.
AAHG67, 3.Streptomyces sp. AR4, 4.Streptomyces sp. AR17, 5. Streptomyces sp. AS29, 6. Streptomyces
sp. AS37, 7. Streptomyces sp. BAL, 8. Streptomyces sp. BA12, 9. Streptomyces sp. BAH28, 10.
Streptomyces sp. BS32, 11. Streptomyces sp. BSH50, 12. Streptomyces sp. CA13, 13. Streptomyces sp.
CA18, 14. Streptomyces sp. CA28, 15. Streptomyces sp. CS42.

4.1.3. NRPS ve PKS-I Genlerinin izolatlarin Genomlarinda Taranmasi

4.1.3.1. NRPS Genlerinin Taranmasi

Lokal Streptomyces izolatlarindan saflagtirllan kromozomal DNA’lar
kullanilarak PCR ile NRPS gen kiimesinin piitatif adenilasyon domaini c¢ogaltildu.
Lokal izolatlarin tiimiinde ilgili gende amplifikasyon elde edildi. Primerlerin segildigi

bolgeye gore beklenen amplikonun uzunlugu, ortalama 700 b¢ uzunlugundadir.

Saflagtirilan DNA’lardan elde edilen NRPS amplifikasyonu materyal ve metodta
detayli verilen standart kosullardan baslanarak; magnezyum kloriir, annealing sicaklig1

ve kullanilan polimeraz degistirilerek farkli optimizasyonlar yapildi.

Fast Start Taq DNA polimeraz Kit (Fermentase) kullanilarak standart PCR
kosullarinda {irin elde edilemeyen izolatlardan, MgCl, konsantrasyonu 2.5 mM'a
cikarildiginda Streptomyces sp. BS32 ve Streptomyces sp. CA18 lokal izolatlarinda
Sekil 4.18de goruldiugi gibi tirtin elde edildi.
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—

BS32 CA18 M

1018 bg
517 be

NRPS

Sekil 4.18. Streptomyces sp. BS32 ve Streptomyces sp. CAl18 izolatlarindan elde edilen

trtinler.

MgClI; konsantrasyonu 3.5 mM'a ¢ikarildiginda, Streptomyces sp CA3 izolatinda
Sekil 4.19°da goriildiigi gibi tiriin elde edildi.

1018 bg
517 bg

NRPS

Sekil 4.19. Streptomyces sp. CA13 izolatindan elde edilen iiriin.

MgCl; konsantrasyonun 2.5 mM, primerin baglanma sicakliginin 57 °C oldugu
kosullarda, Streptomyces sp. CA28 ve Streptomyces sp. AS29 izolatlarinda Sekil
4.20’de goriildigi gibi iiriin elde edildi.
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CA28 AS29

1018 bg

517 be NRPS

Sekil 4.20. Streptomyces sp. CA28 ve Streptomyces sp. AS29 izolatlarindan elde edilen
tirtinler.
MgCl; konsantrasyonun 2.5 mM, primerin baglanma sicakliginin 55 °C oldugu
kosullarda, Streptomyces sp. BA1 izolatinda Sekil 4.21’de goriildiigii gibi tiriin elde
edildi.

1018 be

NRPS
517 be

Sekil 4.21. Streptomyces sp. BA1 izolatindan elde edilen {iriin.
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MgCI; konsantrasyonun 2.5 mM, primerin baglanma sicakliginin 50 °C oldugu
kosullarda, Streptomyces sp. AR17 izolatinda Sekil 4.22’de goriildiigii gibi iiriin elde
edildi.

1018 be

NRPS
517 be

Sekil 4.22. Streptomyces sp. AR17 izolatindan elde edilen tiriin.

MgCl; konsantrasyonun 3.5 mM, primerin baglanma sicakliginin 50 °C oldugu
kosullarda, Streptomyces sp. CS42 izolatinda Sekil 4.23’de goriildiigii gibi {irtin elde
edildi.

1018 be

517 be NRPS

Sekil 4.23. Streptomyces sp. CS42 izolatindan elde edilen iiriin.
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Fast Start Taq DNA polimeraz Kit (Roche) kullanilarak standart PCR
kosullarinda  lokal izolatlardan; Streptomyces sp. AA59, Streptomyces sp. AS37,
Streptomyces sp. AR4, Streptomyces sp. BAH28, Streptomyces sp. BSH50,
Streptomyces sp. BA12, Streptomyces sp. AAH67'den Sekil 4.24’de gorildigi gibi
tirtin elde edildi.

" AAS59 AS37 AR4 BAH28 BSH50 AAH67 BA12

1018 be

517 be NRPS

Sekil 4.24. Streptomyces sp AA59, Streptomyces sp AS37, Streptomyces sp AR4, Streptomyces
sp. BAH28, Streptomyces sp BSH50, Streptomyces sp BA12, Streptomyces sp AAHG67 izolatlarindan

elde edilen triinler.

4.1.3.2 PKS-I Genlerinin Taranmasi
Lokal Streptomyces izolatlarindan saflastirilan  kromozomal DNA’lar
kullanilarak PCR ile PKS-I gen kiimesinin ketosentaz domaini amplifiye edildi. Lokal
izolatlarin  tiimiinde ilgili gende amplifikasyon elde edildi. Primerlerin secildigi gen

bolgesine gore amplikonun uzunlugu, ortama 1200-1400 b¢ uzunlugundadir.

Saflastirilan DNA’lardan elde edilen NRPS amplifikasyonu materyal ve metodta
detayli verilen standart kosullardan baslanarak; magnezyum kloriir, annealing sicaklig

ve kullanilan polimeraz degistirilerek farkli optimizasyonlar yapild.

Tag DNA polimeraz Kit (Fermentas) kullanildigi standart PCR kosullarinda
hi¢cbir izolatta iiriin elde edilmedi. Primerin baglanma sicakligmmin 53 °C , MgCl,
konsantrasyonunun 2 mM oldugu PCR kosullarinda Sekil 4.25'te goriilen Streptomyces
sp. CA13, Streptomyces sp. CA18, Streptomyces sp. CA28, ve Sekil 4.26 'da goriilen
Streptomyces sp. CS42 izolatlarindan iiriin elde edildi.
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CA13 CA18 CA28 M

1636 bg

PKS-I - " 4
s ' ww 1018 be

Sekil 4.25. Streptomyces sp. CAL3, Streptomyces sp. CAL8, Streptomyces sp. CA28

izolatlarindan elde edilen triinler.

1636 bg

1018 be PKS-|

Sekil 4.26. Streptomyces sp. CS42 izolatindan elde edilen tirtin.

MgCl; konsantrasyonun 3 mM, primerin baglanma sicakliginin 53 °C oldugu
kosullarda, Streptomyces sp. AS29 ve Streptomyces sp. BA12 izolatlarindan Sekil
4.27°de goriildiigl gibi iiriin elde edildi.
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1636 b

1018 be PKS-

Sekil 4.27. Streptomyces sp. AS29 ve Streptomyces sp. BA12 izolatlarindan elde edilen
iiriinler.

Fast Start Taqg DNA polimeraz Kit (Roche) kullanildiginda standart PCR
kosullarinda; Streptomyces sp. AA59, Streptomyces sp. AAHG67, Streptomyces sp. AR4,
Streptomyces sp. AR17, Streptomyces sp. AS37, Streptomyces sp. BS32, Streptomyces
sp. BSH50 izolatlarinda sekil 4.28'de goriildiigii gibi {iriin elde edildi.

M, AA59 AAH67 AR4 AR17 AS37 BS32 BSH50

1636 bg

1018 be PKS-I

Sekil 4.28. Streptomyces sp. AAS9, Streptomyces sp. AAHG67, Streptomyces sp. AR4,
Streptomyces sp. AR17, Streptomyces sp. AS37, Streptomyces sp. BS32, Streptomyces sp. BSH50

izolatlarindan elde edilen iriinler.
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Termal dongii; 95 °C 5 dk (baslangic denatiirasyonu, 1 déngii) ve daha sonra
95°C 45 sn, 55 °C 1.5 dk, 72 °C 3 dk olarak 35 déngii uygulandi. 72 °C 10 dk (final
polimerizasyon, 1 dongii) uygulanarak, denatiirasyon, baglanma ve polimerizasyon
siireleri tlizerinde degisiklik denemelerinin  yapilmasiyla iiriin elde edilemeyen
Streptomyces sp. BA1 ve Streptomyces sp. BAH28 izolatlarindan sirasiyla Sekil 4.29 ve
4.30'da goriildiigi gibi iiriin elde edildi.

1636 b

PKS-I
1018 bg

Sekil 4.29. Streptomyces sp. BAL izolatindan elde edilen iiriin.
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1636 be

1018 be PKS-|

Sekil 4.30. Streptomyces sp. BAH28 izolatindan elde edilen iiriin..

4.1.3.3. PCR Uriinlerinin Jelden Ekstraksiyonu

PCR sonrasinda yaklagik 700 b¢ uzunlugunda olan NRPS gen kiimesinin piitatif
A domaini ile, 1200-1400 bg¢ uzunlugunda olan PKS-I gen kiimesinin piitatif KS
domaini jelden kesilerek ekstraksiyonlart yapildi. Ekstraksiyon sonrasi jel goriintiileri
Sekil 4.31 ve Sekil 4.32°de goriilmektedir.

1018 be
517 be NRPS
Sekil 4.31. Jel ekstraksiyonusonunda elde edilen NRPS fragmentleri
1636 bg
PKS-I
1018 bg

Sekil 4.32 Jel ekstraksiyonu sonunda elde edilen PKS-I fragmentleri
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4.1.4. PCR ile Elde Edilen Uriinlerin Klonlanmasi

4.1.4.1. NRPS Gen Kiimesinin Adenilasyon Domaininin Klonlanmasi

Streptomyces sp. BSH50 izolatindan elde edilen NRPS genlerine ait piitatif
adenilasyon domainleri pGEM-T vektorlere klonlandi. E.coli DH5-a kompetent
hiicrelerine transformasyon yapilarak ilgili gen ve organizma i¢in mini gen
kiitiiphaneleri olusturuldu. Transformantlar ampisilin direngliligi ve mavi-beyaz
seleksiyon sistemine gore secildi. Beyaz renkli ampisiline direngli kolonilerin
rekombinant plazmid i¢cermesinden dolayi, bu koloniler yeniden {iretilerek hiicrelerden
plazmid izolasyonlar: yapildi. izolasyonu yapilan rekombinant plazmitlerin agaroz jel

elektroforez goriintiileri Sekil 4.33'te goriilmektedir.

Rekombinant

Plazmitler = iihandiuiandundandaniand b L1

Sekil 4.33. Streptomyces sp. BSH50 izolat1 adenilasyon domaini gen kiitiiphanesinden elde

edilen rekombinat plazmitler.

4.1.4.2. PKS-1 Gen Kiimesinin Ketosentaz Domaininin Klonlanmasi

Streptomyces sp. AS29 izolatindan elde edilen PKS-I genlerine ait piitatif
ketosentaz domainleri jelden geri kazanilarak pGEM-T lineer vektorlerine klonlandi. E.
coli DH5-a kompetent hiicrelerine transformasyon yapilarak ilgili gen ve organizma
icin mini gen kiitiiphaneleri olusturuldu. Transformantlar ampisilin direncliligi ve mavi-
beyaz seleksiyon sistemine gore secildi. Beyaz renkli ampisiline direngli kolonilerin
putatif rekombinant plazmid icermesinden dolayi, bu koloniler yeniden iiretilerek
hiicrelerden plazmid izolasyonlar1 yapildi. Izolasyonu yapilan rekombinant plazmitlerin

agaroz jel elektroforez goriintiileri Sekil 4.34'de goriilmektedir.

55



4. BULGULAR ve TARTISMA

Rekombinant

PGEM-T Plazmit

Sekil 4.34. Streptomyces sp. AS29 izolat1 ketosentaz domaini gen kiitiiphanesinden elde edilen

rekombinat plazmitler.

4.1.5. Biyoinformatik Incelemeler

Streptomyces sp. BSH50 izolatinin NRPS ve Streptomyces sp. AS29 izolatinin
PKS I genlerinin mini gen kiitliiphaneleri olusturuldu. Bu kiitiiphanelerden secilen
klonlarin DNA dizilimleri NCBI web sitesinde BLASTn ve BLASTx programlarinda

homoloji incelemelerine tabi tutuldu.

4.1.5.1. Streptomyces sp. BSH50'nin NRPS Genlerinin Incelenmesi

Kurulan mini kiitiiphaneden secilen 48 klonun sekanslanmasi sonucunda
Streptomyces sp. BSH50 izolatinin NRPS genlerine ait 11 farkli A domaini igerdigi
tespit edildi. Cizelge 4.1 ve 4.2'de gosterildigi gibi grupladigimiz bu klonlarin
Genbankasinda sirasiyla BLASTn ve BLASTX incelemeleri yapildi. Bu analizlere gore
incelenen domainlerin gerek Streptomyces tiirlerinin gerekse diger aktinomiset
cinslerine dahil tiirlerin NRPS genleri ile homolojilere rastlandi. Ozellikle BLASTX
analizlerine bakildiginda; ; I. grubun S. roseosporus NRRL 11379 organizmasinin
NRPS geni ile % 69 oraninda, II. grubun S. flavogriseus ATCC 33331 organizmasinin
NRPS geni ile % 68 oraninda, VI. grubun Chitinophaga pinensis DSM 2588
organizmasinin NRPS geni ile % 45 oraninda, XI. grubun S. cf. griseus XylebKG-1
organizmasinin NRPS geni ile % 65 oraninda amino asit homolojisi gosterdigi

belirlendi. Ozellikle VI. grupta smmiflandirilan A domainin simdiye kadar bulunmus
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diger NRPS A domainleri ile ¢ok diisiik bir homolojisinin saptanmasi bunun yeni bir

gen kiimesine olabilecegini diisiindiirmektedir.

Cizelge 4.2. Streptomyces sp. BSH50 izolatinin NRPS gen kiitiiphanesi klonlarinin BLASTn sonuglari

Grup Gen bankasindaki en yakin Organizma/Gen Bankasi Giris No % Secilen
No Homoloji Klon

Sayisi
I Streptomyces scabiei 87.22 (emb|FN554889.1|) 73 1
Il Streptomyces avermitilis MA-4680 DNA(dbj|BA000030.3|) 76 9
1l Frankia alni str. ACN14A (emb|CT573213.2|) 85 3
\Y; Streptomyces macromomyceticus (dbj|AB432517.1]) 88 9
Vv Actinosynnema mirum DSM 43827 (gh|CP001630.1]) 74 7
VI Myxococcus xanthus (gb|U24657.1|MXU24657) 68 12
Vi Streptomyces ambofaciens ATCC 23877 (emb|AM238664.2)) 90 2
Vil Streptomyces flavogriseus ATCC 33331 (gh|CP002475.1]) 74 2
IX Actinosynnema mirum DSM 43827 (gb|CP001630.1|) 77 1
X Streptomyces flavogriseus ATCC 33331 (gh|CP002475.1]) 79 2
Xl Streptomyces griseus subsp. griseus NBRC 13350 DNA 73 1

(dbjlAP009493.1])

Cizelge 4.3. Streptomyces sp. BSH50 izolatinin NRPS gen kiitiiphanesi klonlarinin BLASTx sonuglari

Grup Gen bankasindaki en yakin Organizma/Gen Bankasi Giris No % Secilen

No Homoloji | Klon

Sayisi

| Streptomyces roseosporus NRRL 11379 (ref|ZP_04713303.1|) 69 1
Il Streptomyces sp. el4(ref|ZP_06710581.1|) 86 9
11 Frankia alni ACN14a (ref|[YP_712765.1|) 80 3
v Streptomyces macromomyceticus (dbj|BAH68554.1|) 83 9
\Y; Streptomyces flavogriseus ATCC 33331 (gh|ADW01559.1|) 68 6
\Yi| Chitinophaga pinensis DSM 2588 (ref|YP_003123086.1|) 45 12
\Yili Streptomyces viridochromogenes DSM 40736 94 2

(ref|ZP_07301718.1))

VI Micromonospora sp. ATCC 39149 (ref|ZP_04608967.1|) 85 2
IX Actinosynnema mirum DSM 43827 (ref|YP_003101337.1]) 74 1
X Salinispora arenicola CNS-205 (gh|ABV96291.1)) 80 2
Xl Streptomyces cf. griseus XylebKG-1(ref|ZP_08236937.1|) 65 1

4.1.5.2. Streptomyces sp. AS29'un PKS-1 Genlerinin Incelenmesi

Kurulan mini kiitiphaneden segilen 32 klonun sekanslanmasi sonucunda

Streptomyces sp. AS29, izolatinin PKS-1 genlerine ait 3 farkli KS domaini igerdigi

tespit edildi. Cizelge 4.3 ve 4.4'de gosterildigi gibi grupladigimiz bu klonlarin

Genbankasinda sirasiyla BLASTNn ve BLASTX incelemeleri yapildi. Bu analizlere gore
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Streptomyces sp. AS29'un sahip oldugu PKS-I geni KS domainleri Streptomyces basta
olmak iizere diger aktinomisetlerle yiiksek homoloji gosterdigi saptandi. BLASTX
analizlerinde Il. grupta bulunan klonlar S. avermitilis MA-4680 organizmasinin PKS-I
genleriyle % 61 ve Ill. grupta bulunan klonlar ise Streptomyces sp. 1D05-A0098
organizmasinin PKS-I genleri ile % 63 gibi diisiik amino asit homolojileri tespit edildi.
Bununla beraber grup 1l ve grup Ill'teki domainlerin yeni bir PKS-I genine ait olma

ihtimalleri vardir.

Cizelge 4.4. Streptomyces sp. AS29 izolatinin PKS-I gen kiitiiphanesi klonlarinin BLASTn sonuglari.

Grup Gen bankasindaki en yakin Organizma/Gen Bankasi Giris No % Secilen
No Homoloji Klon
Sayis1
[ Streptomyces sp. ID05-A0098 (gi|238767403|dbj|AB431656.1) 75 22
1 Actinosynnema mirum DSM 43827 (gi|255918463|gh|CP001630.1]) 73 8
Il Streptomyces aureofaciens (gi|238766643|dbj|AB431274.1|) 74 2

Cizelge 4.5. Streptomyces sp. AS29 izolatinin PKS-I gen kiitiiphanesi klonlarinin BLASTx sonuglari

Grup Gen bankasindaki en yakin Organizma/Gen Bankasi Giris No % Secilen
No Homoloji Klon
Sayis1
| Streptomyces hygroscopicus subsp. ossamyceticus 72 22
(0i|238766124|dbj|BAH67053.1|)
1 Streptomyces avermitilis MA-4680 (gi|29829440|ref|[NP_824074.1]) 61 8
" Streptomyces sp. ID05-A0098 (gi|238767404|dbj|BAH67693.1|) 63 2
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4.2. Tartisma

Biyosentetik potansiyeli ortaya ¢ikarmak i¢in sekonder metabolitlerin sentezinde
gorevli olan gen dizilerinin arastirilmasi hem aktinomisetlerde hemde farkli taksonomik
gruplarda uygulanmistir (Sosio ve ark., 2000; Christiansen ve ark., 2001; Anderson ve
ark., 2002; Ayuso-Sacido ve Geniloud, 2005). Sekonder metabolizma ile baglantili
genlerin PCR ile taranmasi aktinomisetlerin biyosentetik potansiyellerini ortaya
¢ikarmak i¢in kullanilan yeni bir yaklasimdir (Metsa-Ketela ve ark. 1999, Anderson ve
ark. 2002, Sigmund ve ark. 2003, Ritacco ve ark. 2003, Ayuso ve Genilloud 2005,
Ayuso ve ark. 2005).

Calismamizda 15 farkli Streptomyces tiiriiniin genomunda NRPS gen bolgesinin
A domaini ve PKS-I gen bolgesinin KS domainini hedef alan primerler kullanilarak
(Ayuso-Sacido ve Genilloud 2005) PCR yontemine dayali yapilan taramada, izolatlarin
timiinde NRPS ve PKS-I genlerinin {riinleri elde edildi. 2005 yilinda ayni primer
ciftlerinin kullanildig1 bir ¢alismada (K1F/M6R ve A3F/A7R) aktinomisetlere ait 210
tirden, 168'inde (% 79) NRPS genleri, 111'inde ise (% 56.7) PKS-I genleri tespit
edilmistir. Tarama yapilan aktinomisetler igerisinde en biiylik amplifikasyon oraninin
(% 97 NRPS ve % 79 PKS-1) Streptomyces'larda oldugu rapor edilmistir (Ayusu-Sacido
ve Genilloud 2005). Bu calismada denenen 15 Streptomyces tiiriiniin tiimiinde ilgili
genlerin saptanmis olmasi, bu izolatlarin metabolik potansiyellerinin ¢ok yiiksek
oldugunu gostermektedir. izolatlarin bitki kok ¢evresi topraklarindan izole edilmis
olmasi, bitkinin koklerini her tiirlii istilaya kars1 korumak i¢in aktinomisetlerin yiiksek

biyoaktiviteye sahip oldugu goriislinii destekler niteliktedir.

Sekonder metabolitlerin sentezi igin gerekli dncii bilesikler primer metabolizma
sonucu olustugundan dolay1 sekonder metabolit sentezi primer metabolizma ile
yakindan iligkilidir. Bu nedenden dolay: kiiltlir ortaminin temel bilesenleri, sekonder
metabolit sentezinde 6nemli rol oynamaktadir. Primer metabolizma sonucu sentezlenen
sekonder metabolit Onciilii bilesikler belli bir metabolik yolda bulunan enzimlerin
aktivitesine bagli olarak sentezlenmektedir. Calismamizda kullanilan lokal izolatlarin
antimikrobiyal aktiviteleri, daha once farkli besiyerlerinde arastirilmis ve 15 izolatin
sadece 5'inde (Streptomyces sp. BSH50, Streptomyces sp. AR4, Streptomyces sp. BA12,
Streptomyces sp. BS32 Streptomyces sp. CS42) antimikrobiyal aktivite tespit edilmistir
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(Yilmaz ve ark. 2005, Ozakin 2010). Kiiltiir ortam1 bilesenlerinin sekonder metabolit
iiretimini etkiledigi, bu nedenle diger izolatlarda herhangi bir antimikrobiyal aktivitenin
elde edilememis olmasi, iiretilme potansiyeli olabilecek bilesiklerin kiiltiir ortaminda
ifade sanst bulamamasindan kaynaklanmis olabilecegini diisiindiirmektedir. Oysa
yaptigimiz PCR taramasinda izolatlarin tiimiinde NRPS ve PKS-I genlerinin tespit
edilmis olmasi, bu mikroorganizmalarin sekonder metabolitlerin sentezinden sorumlu
genlere sahip oldugunu ve bu genlerin kriptik olabilecegi diislincesini de
desteklemektedir. S. coelicolor'in kiiltiir ortaminda yalnizca 3 bilesigi sentezledigi ve
sekonder metabolit sentezinden sorumlu 17 gen kiimesinin oldugu bilinirken genom
projesinin ortaya ¢ikarilmasiyla bu saymin 29' a ¢iktigi rapor edilmistir. (Bentley 2002).
Dolayisiyla kriptik genlerin aciga ¢ikarilmasi acisindan genetik taramanin oldukca
kullanighh bir yontem oldugu goriilmektedir. Janso ve Carter (2010) yaptiklart bir
caligmada; taradiklar1 91 endofitik aktinomiset tiiriiniin % 60' i antimikrobiyal
aktiviteye sahip oldugunu, bunlarin icerisinde antimikrobiyal aktivite gdstermeyen ve
Streptomyces olmayan 29 izolatin yapilan genetik taramasinda ise tiimiinde NRPS ve %
66' sinda PKS-I genlerini tespit etmislerdir (Janso ve Carter 2010). Bu sonuclar
degerlendirildiginde, genetik taramanin; klasik kiiltiir kosullarinda sentezlenemeyen
veya kimyasal tarama metodlar ile tespit edilemeyecek kadar az iiretilen bilesiklerin
kesfedilmesine yol agtigi goriilmektedir. Ote yandan stres veya tehdit kosullari
olmaksizin ekspresyonu olmayan kriptik genlerin varliginin ortaya ¢ikarilmasi agisindan
da genetik tarama oldukca 6nem tagimaktadir.

Calismalarimiz sonucunda elde ettigimiz klonlarimiz igerisinde, Genbankasinda
simdiye kadar bulunmus olan bilesiklerin genleri ile anlamli oranda bir homolojiye
rastlanmayan Orneklerimizin mevcut olmasi, bu genlerin yeni bilesikler iireten gen
kiimelerine ait olabilecegi sonucunu dogurmaktadir. Streptomyces sp. BSH50'nin
yapilan biyoinformatik incelemelerinde; BLASTX analizleri amino asit homolojisine
dayali oldugu icin homoloji, BLASTn analizlerine gore daha diisiikk olup sonuglarin
protein-protein benzerligini ortaya koymasi agisindan 6nemlidir. BLASTx sonuglarina
dikkat edilirse 11 grup igerisinde homoloji oran1 % 45-94 arasinda degismektedir ve I,
I, VI, ve XI. gruplarin % 70" in altinda homolojiye sahip olduklar1 goriilmektedir.
Streptomyces sp. AS29 'un PKS-I mini gen kiitiiphanesinden segilen klonlarin BLASTn

ve BLASTx analizleri sonucunda, Streptomyces'lara ait PKS-1 genleri ile degisik
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oranlarda homoloji gosterdigi tespit edilmis olup, II. ve III. gruplarin homoloji oranlari
oldukca diisiiktiir. Bununla birlikte gruptaki klonlarin homoloji gosterdigi NRPS
genlerinin hangi bilesigin sentezinden sorumlu oldugu rapor edilmemistir. BLASTX
sonuglarinda diisiik homolojilerin olmasi elimizdeki bu domainlerin ait oldugu NRPS
gen kiimelerinin yeni olma ihtimalini olduk¢a giiclendirmektedir. Biyosentetik gen
kiimelerine ait domainlerde % 70’in altinda olan BLASTx homolojilerinde, incelenen
dizilimin yeni bir gene ait oldugu diistiniilmektedir (Zhang 2009, Komaki ve ark. 2008).
Diisiik homoloji gosteren genlerin yeni bilesiklerin sentezinden sorumlu genler

olabilecegi diisliniilmektedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Biyosentetik potansiyelin degerlendirilmesi i¢in sekonder metabolitlerin
sentezinde gerekli olan genlerin tespiti, farkli taksonomik gruplarda ve aktinomisetlerde
uygulanmistir (Sosio ve ark. 2000, Christiansen ve ark. 2001, Anderson ve ark. 2002,
Ayuso-Sacido ve Geniloud 2005). Bu yaklasim, yiiksek metabolik potansiyele sahip
yabanil tip izolatlarin taranmasinda dnemli bir strateji olarak goriinmektedir. Ribozomal
olmayan peptid sentetazlar (NRPS) ve poliketid sentazlar (PKS), mikroorganizmalar
tarafindan tretilen 6nemli biyoaktif bilesiklerin biiyiik bir kisminin sentezinde gerekli
biyosentetik sistemlerdir (Ayuso-Sacido ve Geniloud 2005). Calismamizda dejenere
PCR primerlerinin kullanilmasiyla lokal Streptomyces tiirlerin NRPS ve PKS-I genleri

molekiiler olarak taranmustir.
1. 15 lokal izolatin tiimiinde NRPS ve PKS-I genleri elde edildi.
2. Bir izolattan NRPS ve bir izolattan PKS mini gen kiitiiphanesi kuruldu.

3. Streptomyces sp. BSH50 izolatinin mini gen kiitiphanesinden NRPS genlerine ait 11
farklt A domaini tespit edildi.

4. Bunlarn igerisinde I, V, VI, XI nolu klonlarin yeni NRPS genlerine ait olabilecegi

diistiniilmektedir.

5. Streptomyces sp. AS29 mini gen kiitiiphanesinden PKS-I genlerine ait 3 farkli KS
domaini tespit edildi.

6. Bunlar igerisinde 11 ve I11 nolu klonlarin yeni PKS-I genlerine ait olabilecegi

diistiniilmektedir.

Yeni olmaya aday fragmentler homolog prob olarak kullanilip Southern
hibridizasyonu ile izolatlarin genomlar1 taranacaktir. Bu da yeni biyoaktif bilesiklerin

genlerinin aydinlatilmasina yol agacaktir.

63



64



Biilent BALI

6. KAYNAKLAR

Atalan, E. 1993. Selective Isolation, Characterisation and Identification of some
Streptomyces species [Thesis]. Newcastle upon Tyne UK: Univ of Newcastle.

Ayuso, A., Clark, D., Gonzalez, 1., Salazar, O., Anderson, A., Genilloud, O. 2005. A
novel actinomycetes strain de-replication approach based on the diversity of poliketide synthase
and nonribosomal peptide synthetase biosynthetic patways. Appl. Microbiol Biotechnol, 67:
795-806.

Ayuso-Sacido, A. and Genilloud, O. 2005. New PCR primers fort he screening of
NRPS and PKS-1 systems in actinomycetes: Detection and distribution of these biosynthetic

gene sequences in major taxonomic groups. Microbial Ecology, 49:10-24.

Bao, K., Cohen, SN. 2001. Terminal proteins essential for the replication of linear

plasmids and chromosomes in Streptomyces. Genes Dev., 15:1518-27.

Barabote, R. D., G. Xie, D. H. Leu, P. Normand, A. Necsulea, V. Daubin, C. Me'digue,
W. S. Adney, X. C. Xu, A. Lapidus, R. E. Parales, C. Detter, P. Pujic, D. Bruce, C. Lavire, J. F.
Challacombe, T. S. Brettin, and A. M. Berry. 2009. Complete genome of the cellulolytic
thermophile Acidothermus cellulolyticus 11B provides insights into its ecophysiological and
evolutionary adaptations. Genome Res., 19:1033-1043.

Barrios-Llerena, M.E., Burja, A.M., Wright, P.C. 2007. Genetic analysis of polyketide
synthase and peptide synthetase genes in cyanobacteria as a mining tool for secondary
metabolites. J. Ind. Microbiol Biotechnol, 34: 443-456.

Basilio, A., Gonzalez, 1., Vicente, M. F., Gorrochategui, J., Cabello, A., Gonzalez, A. &
Genilloud, O. 2003. Patterns of antimicrobial activities from soil actinomycetes isolated under

different conditions of pH and salinity. Journal of Applied Microbiology, 95: 814-823.

Bentley, S. D., S. Brown, L. D. Murphy, D. E. Harris, M. A. Quail, J. Parkhill, B. G.
Barrell, J. R. McCormick, R. I. Santamaria, R. Losick, M. Yamasaki, H. Kinashi, C. W. Chen,
G. Chandra, D. Jakimowicz, H. M. Kieser, T. Kieser, and K. F. Chater. 2004. SCP1, a 356,023
bp linear plasmid adapted to the ecology and developmental biology of its host, Streptomyces
coelicolor A3(2). Mol. Microbiol., 51:1615-1628.

Bentley, SD., Chater, KF., Cerden™ o-Ta'rraga, AM., Challis, GL., Thomson, NR., et
al.2002. Complete genome sequence of the model actinomycete Streptomyces coelicolorA3(2).
Nature, 417:141-47.

65



6. KAYNAKLAR

Borchardt, J.K. 1999. Combinatorial Biosynthesis Panning for Pharmaceutical gold.
Modern Drug Discovery , 2, 22-29.

Bérdy, J. 2005. Bioactive microbial metabolites. J. Antibiot., 58(1):1-26.

Caboche S, Pupin M, Leclere V, Fontaine A, Jacques P, Kucherov G. 2008. Norine: a
database of nonribosomal peptides. Nucleic Acids Res., 36: D326-331.

Cannell, R.J.P. 1998. How to Approach the Isolation of a Natural Product. Humana
Press, 1-51, Totowa.

Cao, L., Qiu, Z., You, J., Tan, H. & Zhou, S. 2004. Isolation and characterization of
endophytic Streptomyces strains from surface-sterilized tomato (Lycopersicon esculentum)
roots. Letters in Applied Microbiology, 39, 425-430.

Cerdefio, AM., Bibb, MJ., Challis, GL. 2001. Analysis of the prodiginine biosynthesis
gene cluster of Streptomyces coelicolor A3(2): new mechanisms for chain initiation and
termination in modular multienzymes. Chem. Biol., 8:817-829.

Chater, KF., Losick, R. 1997. Mycelial life style of Streptomyces coelicolor A3(2) and
its relatives. In Bacteria as Multicellular Organisms, ed. JA Shapiro, M Dworkin. New York:
Oxford Univ. Press, pp. 149-82.

Challis, GL., Ravel, J. 2000.. Coelichelin, a new peptide siderophore encoded by the
Streptomyces coelicolor genome: structure prediction from the sequence of its non-ribosomal
peptide synthetase. FEMS Microbiol. Lett., 187:111-114.

Challis, GL. 2008. Mining microbial genomes for new natural products and biosynthetic
pathways. Microbiology, 154:1555-1569.

Challis, GL. 2008. Genome mining for novel natural product discovery. J. Med. Chem.,
51:2618-2628.

Crawford, D. L. 1988. Biodegradation of agricultural and urban wastes. In: M.
Goodfellow, S. T. Williams, and M. Mordarski (ed.), Actinomycetes in biotechnology.
Academic Press, pp. 433-459, London.

Demain, A.L., 1998. Induction of microbial secondary metabolites of microorganisms.
Appl. Microbiol. Biotechnol., 52: 455-463

De Boer, W., Folman, L.B., Summerbell, R.C., Boddy, L. 2005. Living in a fungal
world: impact of fungi on soil bacterial niche development. FEMS Microbiol. Rev. 29: 795—
811.

66



Biilent BALI

De Boer, W., Gunnewiek, P.J.A.K., Lafeber, P., Janse, J.D., Spit, B.E., Woldendorp,
J.W. 1998. Anti-fungal properties of chitinolytic dune soil bacteria. Soil Biol. Biochem, 30,
193-203.

Del Castillo, 1., Villamar, M., Moreno-Pelayo, MA., del Castillo, FJ., Alvarez, A.,
Telleria, D., Menéndez, 1., Moreno, F. 2002. A deletion involving the connexin 30 gene in
nonsyndromic hearing impairment. N. Engl. J. Med., 24;346(4):243-9.

Donadio, S., Monciardini, P., Alduina, R., Mazza, P., Chiocchini, C., Cavaletti, L.,
Sosio, M., Puglia, A.M. 2002. Microbial technologies for the discovery of novel bioactive
metabolites. J Biotechnol, 99: 187-198

Drews, J. 1999. In quest for tomorrow's medicine. chapter 2

El-Tarabily, K.A., Soliman, M.H., Nassar, A.H., Al-Hassani, H.A., Sivasithamparam,
K., McKenna, F., St. J. Hardy, G.E. 2000. Biological control of Sclerotinia minor using a
chitinolytic bacterium and actinomycetes. Plant Pathol. (Oxf.), 49, 573-583.

Ehrenreich, 1. M., Waterbury, J. B. and Webb, E. A. 2005. Distribution and diversity of
natural product genes in marine freshwater cyanobacterial cultures and genomes. Applied and
Environmental Microbiology, 71 (11): 7401-7413.

Embley, T. M., and E, Stackebrandt. 1994. The molecular phylogeny and systematics of
the actinomycetes. Annu. Rev. Microbiol., 48:257-289.

Friedman, J., Hutchins, A., Li, C.Y., Perry, D.A. 1989. Actinomycetes inducing
phytotoxic or fungistatic activity in a Douglas-fir forest and in an adjacent area of repeated

regeneration failure in Southwest Oregon. Biologia Plantarum, 31, 487-495.

Funa, N., Ohnishi, Y., Fujii, I., Shibuya, M., Ebizuka, Y., Horinouchi, S. 1999. A new
pathway for polyketide synthesis in microorganisms. Nature, 400:897-899.

Friandberg, E., Petersson, C., Lundgern, L.N., Schniirer, J. 2000. Streptomyces halstedii
K122 produces the antifungal compounds bafilomycin B1 and C1. Can. J. Microbiol, 46, 753—
758.

Flardh, K. 2003. Essential role of DivIVA in polar growth and morphogenesis in
Streptomyces coelicolor A3(2). Mol. Microbiol., 49:1523-36.

Gonzalez, 1., Ayuso-Sacido, A., Anderson, A., Genilloud, O. 2005. Actinomycetes
isolated from lichenes: Evaluation of their diversity and detection of biosynthetic gene
sequences. FEMS Microbiology, 54: 401-415.

67


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22del%20Castillo%20I%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Villamar%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Moreno-Pelayo%20MA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22del%20Castillo%20FJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Alvarez%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Teller%C3%ADa%20D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Men%C3%A9ndez%20I%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Moreno%20F%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11807148

6. KAYNAKLAR

Goodfellow, M., Williams, S.T. 1983. Ecology of Actinomycetes. Annu. Rev.
Microbiol., 37, 189-216.

Goodfellow, M., Williams, E. 1986. New strategies for the selective isolation of
industrially important bacteria. Biotechnol Genet Eng Rev., 4:213-262.

Gross, H. 2009. Genomic mining - a concept for the discovery of new bioactive natural
products. Curr. Opin. Drug Discov. Devel., 12:207-2109.

Hara, H., Ohnishi, Y., Horinouchi, S. 2009. DNA microarray analysis of global gene
regulation by A-factor in Streptomyces griseus. Microbiology. 155:2197-2210.

Haug, ., Weissenborn, A., Brolle, D., Bentley, SD., Kieser, T. 2003. Streptomyces
coelicolor A3(2) plasmid SCP2*: deductions from the complete sequence. Altenbuchner J.
Microbiology, 149:505-513.

Hopwood, DA.1997. Genetic contributions to understanding polyketide synthases.
Chem Rev., 97:2465-2497.

Hopwood, DA. 1999. Forty years of genetics with Streptomyces: from in vivo through
in vitro to in silico. J. Gen. Microbiol., 145:2183-202.

Hopwood, D. 2004. New Drugs by Manipulating Streptomyces genes Microbiology
Today, 34: 64-65.

Hopwood, DA. 2006. Soil to genomics: the Streptomyces chromosome. Annu Rev
Genet., 40: 1-23.

Hojati, Z., Milne, C., Harvey, B., Gordon, L., Borg, M., Flett, F., Wilkinson, B.,
Sidebottom, PJ., Rudd, BAM., Hayes, MA., Smith, CP., Micklefield, J. 2002. Structure
biosynthetic origin, and engineered biosynthesis of calcium-dependent antibiotics from

Streptomyces coelicolor. Chem. Bio., 9:1175-1187.

Ikeda, H., Ishikawa, J., Hanamoto, A., Shinose, M., Kikuchi, H., et al. 2003.
Completegenome sequence and comparative analysis of the industrial microorganism

Streptomyces avermitilis. Nat. Biotechnol., 21:526-31.

Ikeda, H., Takada, Y., Pang, CH., Tanaka, Y., Omura, S. 1993. transposon mutagenesis
by Tn4560 and applications with avermectin-producing Streptomyces avermitilis. J.Bacteriol.,
175:2077-2082.

68


http://www.biomedcentral.com/1367-6733/12/207
http://www.biomedcentral.com/1367-6733/12/207

Biilent BALI

Janso, J. E. and Carter, G. T. 2010. Biosynthetic Potential of Phylogenetically Unique
Endophytic Actinomycetes from Tropical Plants. Applied and Environmental Microbiology, 76
(13): 4377-4386.

Jenke-Kodama, H., Borner, T., Dittmann, E. 2006. Natural biocombinatorics in the
polyketide synthase genes of the actinobacterium Streptomyces avermitilis. PLoS Comput.
Biol., 2:€132.

Jiang, S., Sun, W., Chen, M., Dai, S., Zhang, L., Liu, Y., Lee, K. J., Li, X. 2007.
Diversity of culturable actinobacteria isolated from marine sponge Haliclona sp. Antonie van
Leeuwenhoek, 92: 405-416.

Jiang, S., Li, X., Zhang, L., Sun, W., Dai, S., Xie, L., Liu, Y., Lee ,K. J. 2008.

Culturable actinobacteria isolated from marine sponge lotrochota sp. Mar Biol., 153: 945-952.

Jimenez-Esquilin, A.E., Roane, E.T.M. 2005. Antifungal activities of actinomycete
strains associated with high-altitude sagebrush rhizosphere. J. Ind. Microbiol. Biotechnol., 32,
378-381.

Keast, D., Tonkin, C., 1983. Antifungal activity of Western Australian soil
actinomycetes against Phytopthora and Pythium species and a mycorrhizal fungus, Laccaria
laccata. Aust. J.Biol. Sci. 36, 191-203.

Konz, D., and Marahiel, M.A. 1999. Production of a polyketide natural product in
nonpolytases generate structural diversity? Chem. Biol., 6, R39-R48.

Komaki, H. and Harayama, S. 2006. Sequence Diversity of Type Il Polyketide
Synthase Genes in Streptomyces. Actinomycetologica, 20: 42-48.

Komaki, H., Fudou, R., Lizuka, T., Nakajima, D., Okazaki, K., Shibata, D., Ojika, M.,
Haryama, S. 2008. Applied and Environmental Microbiology, 74 (17): 5571-5574.

Komaki, H., lzumikawa, M., Ueda, J., Nakashima, T., Khan, S. T., Takagi, M. 2009.
Discovery of pimaricin analog JBIR-13, from Streptomyces bicolor NBRC 12746 as predicted
by sequence analysis of type | polyketide synthase gene Appl. Microbiol. Biotechnol., 83:127—
133.

Kuster, E. 1968. Taxonomy of soil Actinomycetes & related organisms. In: " Ecology of

soil bacteria”, eds. Gray TRG Parkinson (D.) Liverpool University Press, 322-336., Liverpool.

Lamb, DC., Ikeda, H., Nelson, DR., Ishikawa, J., Skaug, T., Jackson, C., Omura, S.,
Waterman, MR., Kelly, SL. 2003. Cytochrome p450 complement (CYPome) of the avermectin-

69



6. KAYNAKLAR

producer Streptomyces avermitilis and comparison to that of Streptomyces coelicolor A3(2).
Biochem. Biophys. Res. Commun., 307:610-619.

Lautru, S., Deeth, RJ., Bailey, LM., Challis, GL. 2005. Discovery of a new peptide
natural product by Streptomyces coelicolor genome mining. Nat. Chem. Biol., 1:265-269.

Lechevalier, H. A. 1981. Ecological associations involving actinomycetes. In: K. P.
Schaal, and G. Pulverer (ed.), Actinomycetes. Proc. 4th Int. Symp. on actinomycete biology,
Cologne, 1979. Gustav Fischer Verlag, pp. 159- 166, Stuttgart.

Levy, S.B. 1992. The antibiotic paradox: how miracle drugs are destroying the miracle.
New York Plenum Press, 324(24), pp:279.

Lipmann, F. 1971. Attempts to map a process evolution of peptide biosynthesis.
Science, 173; 875-84.

Lloyd, A.B., Noveroske, R.L., Lockwood, J.L. 1965. Lysis of fungal mycelium by
Streptomyces spp. and their chitinase systems. Phytopathology, 55, 871-875.

Lockwood, J.L. 1959. Streptomyces spp. as a cause of natural fungitoxicity in soils.
Phytopathology, 49, 327-331.

Luscombbe , M. & GRAYT, R. G. 1974. Characteristics of Arthrobacter grown in
continuous culture. Journal of General Microbiology, 82,213-222.

Malpartida, F., Hopwood, DA. 1984. Molecular cloning of the whole biosynthetic
pathway of a Streptomyces antibiotic and its expression in a heterologous host. Nature, 309:462-
464.

Markus Nett, Haruo lkeda, and Bradley S. Moore. 2009. Genomic basis for natural
product biosynthetic diversity in the actinomycetes. Nat. Prod. Rep., 26(11): 1362-1384.

McLeod, MP., Warren, RL., Hsiao, WWL., et al. 2006. The complete genome of
Rhodococcus sp. RHAL provides insights into a catabolic powerhouse. P. Natl .Acad. Sci. 103:
15582-15587. USA.

Metsa-Ketela, M., Salo, V., Halo, L., Hautala, A., Hakala, J., Mantsala, P., Ylihonko, K.
1999. An efficient approach for screening minimal PKS genes from streptomyces. FEMS
Microbiolgy Letters, 180: 1-6.

Metsa-Ketela, M., Halo, L., Munukka, E., Hakala, J., Matsala, P. and Ylihonko, K.
2002. Molecular evolation of aromatic poliketides and comparative ribosomal DNA genes from
various. Applied and Environmental Microbiology, 68 (9): 4472-4479. 6

70



Biilent BALI

Motamedi, H., Hutchinson, CR. 1987. Cloning and heterologous expression of a gene
cluster for the biosynthesis of tetracenomycin C, the anthracycline antitumor antibiotic of
Streptomyces glaucescens. Proc. Natl. Acad. Sci., 84:4445-4449, USA.

Moore, B.S. and Hopke, J.N. 2001. Discovery of a new bacterial polyketide
biosynthetic pathway. Chembiochem. 2. 35-38.

Mootz, H.D., and Marahiel, M.A. 1999. Design and application of multimodular peptide
synthetases. Curr. Opin. Biotechnol., 10, 341-348.

Moffitt, M. C., Neilan, A. B. 2002. Evolutionary affiliations within the superfamily of

ketosynthases reflect complex pathway associations. J. Mol Evol., 56: 446-457.

Myronovskyy, M. L., Ostash, B. E. and Fedorenko, V. A. 2010. Diversity of Genes
Encoding Nonribosomal Peptide Synthetases in the Streptomyces sioyaensis Genome. Russian
Journal of Genetics, 46 (7): 794-800.

Newman, D.J., Cragg, G.M., Snader, K.M. 2003. Natural Products as sources of new
drugs over the period 1981-2002. J. Nat. Prod., 66, 1022-1037.

Nonomura, H., Ohara, Y. 1969. Distribution of actinomycetes in soil. (VI). A culture
method effective for both preferential isolation and enumeration of Microbispora and

Streptosporangium strains in soil (part 1). J. Ferment. Tech., 47, 463-469.

Ohnishi, Y., Ishikawa, J., Hara, H., Suzuki, H., Ikenoya, M., Ikeda, H., Yamashita, A.,
Hattori, M. & Horinouchi, S. 2008. Genome sequence of the streptomycin-producing
microorganism Streptomyces griseus IFO 13350. J Bacteriol., 190: 4050—4060.

Okami, Y. & Okazaki, T. 1972. Studies on marine microorganisms. I. Actinomycetes in
Sagami Bay and their antibiotic substances. Journal of Antibiotics, 25, 456-460.

Omura, S. 2008. Ivermectin: 25 years and still going strong. Int. J. Antimicrob. Agents,
31:91-98.

Omura, S., Crump, A. 2004. he life and times of ivermectin - a success story. Nat. Rev.
Microbio., 2:984-989.

Omura, S., lkeda, H., Ishikawa, J., Hanamoto, A., Takahashi, C., Shinose, M.,
Takahashi, Y., Horikawa, H., Nakazawa, H., Osonoe, T., Kikuchi, H., Shiba, T., Sakaki, Y.,
Hattori. M. 2001. Genome sequence of an industrial microorganism Streptomyces avermitilis:
deducing the ability of producing secondary metabolites. Proc. Natl. Acad. Sci, 98:12215-
12220. U. S. A.

71



6. KAYNAKLAR

Oskay, M., Tamer, A. 2009 Streptomyces Kokenli Antibiyotiklerin Diinii, Bugiinii ve
Yarin., Journal of New World Science Academy, 4, 48-60.

Ostash, B. E., Ogonyan, S .V., Luzhetskyy, A. N., Bechthold, A., and Fedorenko, V. A.
2005. The Use of PCR for Detecting Genes That Encode Ttype | polyketide Synhases in
Genomes of Actinomycetes. Russian jornal of Genetics, 41 (5): 473-478.

Pathom-aree, W., Stach, J .E. M., Ward, A. C., Horikoshi, K., Bull, A.T., Goodfellow,
M. 2006. Diversity of actinomycetes isolated from Challenger Deep sediment (10,898 m) from
the Mariana Trench. Extremophiles, 10: 181-189.

Paul, M. Dewick. 2009. Medicinal natural products: a biosynthetic approach. John
Wiley and Sons, - 539 .

Pedziwilk, Z. 1995. The numbers and the fungistatic activity of actinomycetes in

different soils supplemented with pesticides and organic substances. Pol. J. Soil Sci., 28, 45-52.

Peczynska-Czoch, W. & Mordarski, M. 1988. Actinomycete enzymes, pp. 219-283. In:
M, Goodfellow, S. T. Williams, and M. Mordarski (ed.), Actinomycetes in biotechnology.

Academic Press, San Diego.

Phillips, O.L., Malhi, Y., Vinceti, B., Baker, T., Lewis, S.L., Higuchi, N., Laurance,
W.F., Vargas, P.N., Martinez, R.V., Laurance, S., Ferreira, L.V., Stern, M., Brown, S. and
Grace, J. 2002. Changes in growth of tropical forests: Evaluating potential biases. Ecological
Applications, 12: 576-587.

Philippe, Normand., Clothilde, Queiroux., Louis, S. Tisa., David, R. Benson., Zoé
Rouy., Stéphane, Cruveiller., Claudine, Médigue. 2007. Exploring the genomes of Frankia.
Physiologia Plantarum Volume 130, Issue 3, pages 331-343.

Robert Finking and Mohamed A. Marahiel. 2004. Annu. Rev. Microbiol., 58:453-88.

Roberts, M.A. and Crawford, D.L. 2000. Use of randomly amplified polymorphic DNA
as a means of developing genus- and strain-specific Streptomyces DNA probes. Applied
Enviromental Microbiology, 66:2555-2564.

Savic, M., Vasiljevic, B. 2006. Targeting polyketide synthase gene pool within

actinomycetes: new degenerate primers. J. Ind. Microbiol Biotechnol., 33: 423-430.

Sembiring, L. and  Goodfellow, M. 2008. Ecological Approach to Unravel
Streptomycete Diversity as an Unsurpassed Sources of Natural Bioactive Products. Microbiol
Indones. Volume 2, Number 2, p 49-56.

72


http://www.google.com/search?hl=tr&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Paul+M.+Dewick%22
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/ppl.2007.130.issue-3/issuetoc

Biilent BALI

Severinov, K., Semenova E., Kazakov, A., Kazakov, T., Gelfand, MS. 2007. Low-
molecular-weight post-translationally modified microcins. Mol. Microbiol., 65:1380-1394.

Spiewack, R., Gora, A. and Dutkiewitz, J. 2001. Work-related skin symptoms and type |
allergy among eastern-Polish farmers growing hops and other crops. Annals of Agricultural and
Environmental Medicine, 8: 51-56.

Shen, B. 2000. Biosynthesis of aromatic polyketides. Curr. Top. Chem., 209:1-51

Shen, B., Du, L., Sanchez, C., Edwards, D. J., Chen, M., Murrell, J. M. 2001. The
biosynthetic gene cluster for the anticancer drug bleomycin from Streptomyces verticillus
ATCC15003 as a model for hybrid peptide-polyketide natural product biosynthesis. J. Ind.
Microbiol Biotechnol., 27: 378-385.

Shen, B. 2003. Polyketide biosynthesis beyond the type I, Il and 111 polyketide synthase
paradigms. Curr. Opin. Chem. Biol., 7, 285-295.

Silva-Stenico, E.M., Silva, C.S.P., Lorenzi, A.S., Shishido, T.K., Etchegaray, A., Lira,
S.P., Moraes, L.A.B., Fiore, M.F. 2011. Non-ribosomal peptides produced by Brazilian

cyanobacterial isolates with antimicrobial activity. Microbiological Research, 166: 161-175.

Sosio, M., Bossi, E., Bianchi, A., Donadio, S. 2000. Multiple Peptide Synthetase Gene
Clusters in Actinomycetes. Molecular and General Genetics, 264: 213-221

Staunton, J., Weissman, KJ., 2001. Polyketide biosynthesis: a millennium review. Nat
Prod Rep., 18:380-416.

Stachelhaus, T., and Marahiel, M.A. 1995. Modular structure of peptide synthetases
revealed by dissection of the multifunctional enzyme GrsA. J. Biol. Chem. 270, 6163-6169.

Stein, T., et al., and Morris, H.R. 1996. The multiple carrier model of non-ribosomal
peptide biosynthesis at modular multi enzymatic templates. J. Biol. Chem., 271, 15428-15435.

Stachelhaus, T., Hiiser, A., and Marahiel, M.A. 1996. Biochemical characterization of
peptidyl carrier protein (PCP), the thiolation domain of multifunctional peptide synthetases.
Chem. Biol., 3, 913-921.

Stachelhaus, T., Mootz, H.D., and Marahiel, M.A. 1999. The specificity-conferring

code of adenylation domains in nonribosomal peptide synthetases. Chem. Biol., 6, 493-505.
Staunton, J.,Weissman, K. J. 2001. Nat. Prod. Rep., 18: 380-416.

Staunton, J., Wilkinson, B. 2001. Combinatorial biosynthesis of polyketides and
nonribosomal peptides. Curr Opin Chem Biol., 5: 159-164.

73



6. KAYNAKLAR

Takano, E. Curr. 2006 . Gamma-butyrolactones: Streptomyces signalling molecules
regulating antibiotic production and differentiation. Opin. Microbiol., 9:287-294.

Takarada, H., Sekine, M., Kosugi, H., Matsuo, Y., Fujisawa, T., Omata, S., Kishi, E.,
Shimizu, A., Tsukatani, N., Tanikawa, S., Fujita, N., Harayama, S. J. 2008. Complete genome
sequence of the soil actinomycete Kocuria rhizophila. Bacteriol, 190:4139-4146.

Terkina, I.A., Parfenova, V.V., Ahn, T.S. 2006. Antagonistic activity of actinomycetes.

Tokala, R. K., J. L. Strap, C. M. Jung, D. L. Crawford, M. H. Salove, L. A. Deobald, J.
F. Bailey, and M. J. Morra. 2002. Novel plant-microbe rhizosphere interaction involving
Streptomyces lydicus WYEC108 and the pea plant (Pisum sativum). Appl. Environ. Microbiol.,
68:2161-2171. of Lake Baikal. Appl. Biochem. Microbiol., 42 (2), 173-176.

Turgay, K., Krause, M., and Marahiel, M.A. 1992. Four homologous domains in the
primary structure of GrsB are related to domains in a superfamily of adenylate-forming
enzymes. Mol. Microbiol., 6, 2743-2744.

Upton, M. 1994. Ecological Approaches to Selective Isolation of Actinomycetes for

Bioactivity Screening [Thesis]. Newcastle upon Tyne UK: Univ of Newcastle

Valois, D., Fayad, K., Barasubiye, T., Garon, M., Dery, C., Brzezinski, R., Beaulieu, C.
1996. Glucanolytic actinomycetes antagonistic to Phytopthora fragariae var. rubi, the causal
agent of raspberry root rot. Appl. Environ. Microbiol., 62, 1630-1635.

Ventura, M., Canchaya, C., Tauch, A., Chandra, G., Fitzgerald, GF., Chater, KF., &
van Sinderen, D. 2007. Genomics of Actinobacteria: tracing the evolutionary history of an
ancient phylum. Microbiol Mol Biol., R 71: 495-548.

Waksman, SA. 1953. Streptomycin: background, isolation, properties, and utilization.
Science. 118:259-266.

Walsh, CT. 2008. The Chemical Versatility of Natural-Product Assembly Lines. Acc.
Chem Res., 41:4-10.

Weber, T., Marahie,] M.A., 2001. Exploring the domain structure of modular

nonribosomal peptide synthetases. Structure, 9:3-9.

Williams, S.T. 1976. Streptomycetes in the soil ecosystem. Nocardia and
Streptomycetes. In: Modarski, M., Kurylowicz, W., Jeljaszewicz, J. (Eds.), Proceedings of the
International Symposium on Nocardia and Streptomycetes, 1978. Gustav Fischer Verlag, pp.
137-144. Stuttgart.

74



Biilent BALI

Williams, ST. 1978. Streptomycetes in the soil ecosystem. Zentral Bakteriol Parasiten
Infektion Hygiene. Abteilung 1. Suppl., 6:137-144.

Williams, ST., Shameemullah, M., Watson, ET., Mayfield, CI. 1972. Studies on the
ecology of actinomycetes in soil. VI The influence of moisture tension on growth and survival.
Soil Biol. Biochem., 4:215-225.

Williamson, NR., Fineran. PC., Leeper, FJ., Salmond, GPC. 2006. The biosynthesis and
regulation of bacterial prodiginines. Nat. Rev. Microbiol., 4:887—-899.

Williams, ST., Wellington, E.M.H &.Tipler, L.S. 1980. The taxonomic implications of

the reactions of representative Nocardia strains to actinophage. J.gen.Microbiol., 119: 173-178.

Xin, Y., Kanagasabhapathy, M., Janussen, D., Xue, S., Zhang, W. 2011. Phylogenetic
diversity of Gram-positive bacteria cultured from Antarctic deep-sea sponges. Polar Biol., DOI
10.1007/s00300-011-10009.

Yilmaz, E.I., Kizil, M., Yavuz, M., 2008. Molecular Characterization of Rhizospheric
Soil Streptomyecetes Isolated from Indigenous Turkish Plants and Their Antimicrobial Activity,
World Journal of Microbiology and Biotechnology, 24: 1461-1470.

Zhang, W., Li, Z., Miao, X., Zhang, F. 2009. The Screening of Antimicrobial Bacteria
with Diverse Novel Nonribosomal Peptide Synthetase (NRPS) Genes from South China Sea
Sponges. Mar. Biotechnol., 11:346-355.

Zhao, J., Yang, N., Zeng, R. 2008. Phylogenetic analysis of type | polyketide synthase
and nonribosomal peptide synthetase genes in Antarctic sediment. Extremophiles, 12: 97-105.

Zhao, X. Q., Jiao, W. C., Jiang, B., Yuan, W. J., Yang, T. H., Hao, S. 2009. Screening
and identification of actinobacteria from marine sediments: Investigation of potential producers

for antimicrobial agents and type | polyketides. World J Microbiol Biotechnol., 25: 859-866.

Zhou, K., Zhang, X., Zhang, F .and Li, Z. 2011. Phylogenetically Diverse Cultivable
Fungal Community and Polyketide Synthase (PKS), Non-ribosomal Peptide Synthase (NRPS)
Genes Associated with the South China Sea Sponges. Microb Ecol., DOI 10.1007/s00248-011-
9859-y.

Zheng, Z., Zeng, W., Huang, Y., Yang, Z., Li, J., Cai, H., and Su, W. 2000. Detection of
antitumor and antimicrobial activities in marine organism associated actinomycetes isolated
from the Taiwan strait, China. FEMS Microbiol. Lett., 188:; 87-91.

75



76



OZGECMIS

KISISEL BILGILER
Adr: Biilent

Soyadi: BALI

Dogum tarihi: 20/01/1986
Dogum yeri: Diyarbakir
Medeni hali: Bekar

Yabana dili: Ingilizce

EGITIM DURUMU

flkokul: Yahya Kemal Bayatl flkogretim Okulu (1996)
Ortaokul: Yunus Emre Ilkogretim Okulu (1999)

Lise: Ziya Gokalp Lisesi (Y.D.A) (2003)

Lisans: Dicle Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii (2009)

77



