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OZET

ENDEMIK BITKI RIZOSFERLERINDEN iZOLE EDILEN SEKONDER METABOLIT
URETICISI AKT'INOMisET_LERIN RIBOZOMAL OLMAYAN PEPTID SENTETAZ
(NRPS) VE POLIKETID SENTAZ (PKS-1) GENLERININ TARANMASI

YUKSEK LISANS TEZI

flknur PORSUK

DICLE UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BIYOLOJI ANABILIM DALI
2011

Biyolojik aktiviteye sahip olan dogal sekonder metabolitler giiniimiizde ilag kesfi i¢in
vazgecilmez kaynaklardir. Bilinen mikrobiyal metabolitlerin % 60’dan fazlas1 aktinomisetler
tarafindan {retilmekte olup Streptomyces cinsinin iiyeleri, en verimli sekonder metabolit
ureticisidirler. Bu yapisal gesitlilige sahip metabolitler arasinda antibiyotikler, antitimdr ajanlar,
antihelmintikler ve immiinbaskilayici ajanlar bulunmaktadir. Biyolojik aktiviteye sahip
poliketid ve peptid bilesiklerinin ¢ogu ribozomal olmayan peptid sentetazlar (NRPS) ve
poliketid sentazlar (PKS-1) tarafindan sentezlenmektedir. NRPS ve PKS-I’ler
mikroorganizmalar tarafindan iiretilen Onemli biyoaktif bilesiklerin biiyiikk bir kisminin
sentezinde gerekli olan biyosentetik sistemlerdir.

NRPS ve PKS-l genlerini PCR yontemiyle taramayi amagladigimiz projemizde 3
endemik bitkinin kok cevresi topraklarindan izole edilmis ve molekiiler teshisleri yapilip
antimikrobiyal 6zellikleri belirlenmis olan 15 Streptomyces tiiriiniin kromozomal DNA’lar1
izole edildi. NRPS ve PKS-I genleri, dejenere primerler kullanilarak PCR yoluyla ¢ogaltildi.
NRPS geni agisindan organizmalarin timiinde, PKS-1 geni agisindan ise 15 izolatin 12’sinde
amplifikasyon elde edildi. Elde edilen PCR iiriinleri uygun vektorlere klonlanarak
Streptomyces sp. CS41 ig¢in NRPS, Streptomyces sp. CALl7 igin PKS-I mini gen
kiitiiphaneleri  kuruldu. Kitiiphanelerden segilen klonlarin DNA dizi analizlerine gore
Streptomyces sp. CS41 izolatinin 6 farkli NRPS geni A domaini igerdigi , Streptomyces sp.
CA17 izolatinin ise 1 adet PKS-I geni KS domaini igerdigi tespit edildi. BLASTx analizinde,
Streptomyces sp. CS41 izolatindaki 6 gruptan 4’tiniin, simdiye kadar rapor edilen
Streptomyces tiirlerinin NRPS genleri ile % 70’in altinda homoloji gosterdigi tespit edildi. Bu
sebeple, bahsedilen klonlarin yeni antibiyotik gen kiimelerine ait olabilecegi diisliniildii.
Oniimiizdeki calismalarda; hibridizasyon caligmalari ile genom taranarak bu gen kiimelerine
ulasilmaya ¢alisilacaktir.

Anahtar Kelimeler: NRPS, PKS-I, Biyoaktif Sekonder Bilesik, PCR, Streptomyces.



ABSTRACT

SCREENING OF NRPS AND PKS-1 GENES FROM SECONDARY METABOLITE
PRODUCER ACTINOMYCETES WHICH WERE ISOLATED FROM RHIZOSFERIC
SOILS OF TURKISH ENDEMIC PLANTS

MsC THESIS
[lknur PORSUK

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

2011

Natural products are biological functionality and they are indispensible for drug
discovery. Over 60% of the known microbial metabolites are produced by members of the order
Actinomycetales, and the genus Streptomyces is reported as the most profilic producer of
secondary metabolites. These structurally diverse metabolites include among antibiotics,
antifungals, antitumor agents, antihelmintics and immunosuppresive agents. A broad range of
biologically active peptide and polyketide compounds are syntesized by nonribozomal peptide
synthetases (NRPS) and polyketide synthases (PKS-I), respectively. NRPS and PKS-I are
biosynthetic systems involved in the synthesis of a large number of important biologically
active compounds produced by actinomycetes.

15 Streptomyces strains were previously isolated from rhizospheric soils of three
Turkish endemic plants, identified, and antimicrobial activities were determined. In this study,
NRPS and PKS-I genes were screened by using PCR approach in these local isolates. NRPS and
PKS-I genes were amplified by degenerate PCR primers by using chromosomal DNAs from
these isolates as templates. NRPS sequences were detected in all of the isolates while PKS-I
sequences in 12 out of 15 the isolates. Putative NRPS and PKS-I fragments were cloned and
mini libraries were constituted for NRPS and PKS-I from Streptomyces sp. CS41 and
Streptomyces sp. CA17, respectively. According to BLAST analysis 6 different A domain
belong to NRPS genes were detected in Streptomyces sp. CS41. It was observed that four
domains of these have low homology below 70 % when compared to other NRPS genes
reported so far. It was also determined that Streptomyces sp. CAL17 has only one type PKS-I
gene. It can be concluded that genes obtained from this study may be candidate new genes that
are responsible for new bioactive compounds. This idea will be approved by hybridization
studies in the genome of isolates in future works.

Key Words: NRPS, PKS-I, Bioactive secondary metabolites, PCR, Streptomyces
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[Iknur PORSUK

1. GIRIS
Dogal {iriin terimi genel anlamda biyolojik molekiiller i¢in kullanilan bir
terimdir. Dogal iirtinlerin en 6nemli grubunu tegkil eden sekonder metabolitler kimyasal

yapilart ve biyolojik aktivitelerinden dolayr diger makromolekiillerden ayrilirlar
(Cannell 1998).

1983-1994 wyillar1 arasinda kesfedilen 520 yeni ilacin, yaklasik % 39’u
mikrobiyal kaynaklidir. 23.000’in {izerinde bilinen mikrobiyal sekonder metabolitin %
42’si aktinomisetler, % 42’si funguslar, % 16’s1 ise diger bakteri tiirlerince
tiretilmektedir (Oskay ve Tamer 2009). Mikrobiyal dogal iiriinlerden elde edilen ve
1981°den beri rapor edilen yeni kimyasal bilesiklerin % 40’mdan fazlas1 oncii ilag
bilesigi i¢in uygun kaynaklardir (Newman ve ark. 2003). Bu iiriinler ilag potansiyelleri

sebebiyle insan ve hayvan hastaliklarinin tedavisinde kullanilmaktadirlar.

Antimikrobiyallerin tedavi amagli asir1 miktarda ve gelisigiizel kullanim1 birgok
bakteri tlirtiniin mevcut ilaglara karsi direnglilik gelistirmesine yol agmaktadir (Sosio ve
ark. 2000). Son yillarda hizli bir sekilde antibiyotiklere direngli tiirlerin ortaya
cikmasindan dolayi, bakteriyel enfeksiyonlar diinya ¢apinda halk sagligini ciddi bir
sekilde tehdit etmektedir (Aghighi ve ark. 2004). Ozellikle hastane enfeksiyonlarinda,
Enterococcus faecalis’den Staphylococcus aureus’a kadar birgok patojenik bakterinin
su anda kullanilan tiim antibiyotiklere karsi direng gelistirdigi rapor edilmistir (Mehdi
ve ark. 2006). 1980 yilindan 6nce metisilin direngli S. aureus orant % 3’ten azken bu
oran son zamanlarda % 40’in {izerine ¢ikmistir. Amerika Birlesik Devleleri’nde
hastalardan izole edilen Streptococcus pneumoniae’larin % 34’iniin penisiline,
Hemophilus influenzae’larin % 32’sinin ampisiline, Moraxella catarrhais’lerin ise %

92’sinin penisilin ve eritromisine direngli oldugu bulunmustur (ikeda ve ark. 2003).

Bu nedenle son yilarda biyoaktif dogal {iriinlerle ilgili ¢alismalar yogunlasmistir.
Streptomyces cinsini de i¢eren aktinomisetler, biyolojik aktiviteye sahip dogal {iriinlerin
vazgecilmez kaynaklaridir (Omura ve ark. 2001). Herbir aktinomiset tiiriiniin genetiksel
olarak 10-20 arasinda sekonder metabolit liretme potansiyelinden dolayr (Donadio ve
ark. 2002) farkli habitatlardan izole edilen Streptomyces tiirlerinde yeni metabolitlerin

bulunma ihtimali artmaktadir.
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Mikrobiyal kiiltir 6rneklerinin aktiviteye dayali geleneksel yontemlerle
taranmasi, birgogu farmasotik olarak kullanilan yeni biyoaktif bilesiklerin kesfine yol
acmistir. Bununla beraber son yillarda, aktinomisetlerden yeni biyoaktif bilesiklerin
kesif hizinda diisiis goriilmektedir. Bu azalmanin sebeplerinden biri, klasik kiltiir
kosullarinda sentezlenemeyen veya kimyasal tarama metodlar ile tespit edilemeyecek
kadar az tretilen bilesiklerin bulunmasidir. Bu problemin iistesinden gelebilmek i¢in
tarama sistemlerinin yeni ve gelistirilmis yaklagimlara ihtiyac1 vardir (Komaki ve ark.
2009). Yeni antibiyotiklerin taranmasi dogrultusundaki c¢alismalar, farkli habitatlardan
yeni Streptomyces tiirlerinin biyoaktif sekonder metabolitlerin sentezinde gérevli olan
genlerinin taranmasi ile standart fermentasyon kosullarinda {tiretimi basarisizlikla
sonuclanmis olan biyoaktif metabolitlerin genom analizleri ile ortaya g¢ikarilmasi ve
dogrudan rasyonel yaklagimlarla yeni biyoaktif dogal bilesiklerin tespiti, ekspresyonu
ve saflagtirilmas1 gibi stratejileriler lokal tiirlerin genetiksel potansiyellerini ortaya

¢ikarmak acisindan 6nem arz etmektedir.

Sekonder metabolizma ile baglantili genlerin PCR ile taranmasi
aktinomisetlerin biyosentetik potansiyellerini ortaya c¢ikarmak i¢in kullanilan yeni bir
yaklagimdir. Bu genler; Ribozomal Olmayan Peptid Sentetazlar (NRPS), modiiler
(PKS-I) ve aromatik (PKS-II) Poliketid Sentazlar, hidroksimetilglutaril koenzimA
rediiktazlar ve aminoglikozit direnglilik genleri olup, 6zellikle PKS-I1 ve NRPS genleri
simdiye kadar aktinomisetlerden izole edilen biyoaktif metabolitlerin ¢ogunlugunun
yapisini olusturmaktadirlar (Barrios-Llerena ve ark. 2007). NRPS ve PKS’lerin;
antibiyotikler, toksinler, sideroforlar ve immiinbaskilayicilar gibi ¢ok cesitli biyolojik
aktivitelere sahip oldugu bulunmustur (Ehrenreich ve ark. 2005). PKS’ler, farmasotik ve
endiistriyel 6neme sahip biyoaktif bilesikleri iceren poliketid bilesiklerin biyosenteziyle
iligkili olan multienzim kompleksleridir (Moffitt ve Neilan. 2002). Global o&lgekte
biiyiik siklikta kullanilan antibiyotiklerin bir ¢ogu (6rnegin eritromisinA) PKS’ler
tarafindan tretilmektedir (Ehrenreich ve ark. 2005). Dejenere PCR primerleri ile NRPS,
PKS-1 ve PKS-II aktinomiset dizilerinin hedef alinmasi bu metabolitlerin tespiti i¢in
hizl1 bir yaklagimdir (Gonzales ve ark. 2005). Son molekiiler yaklasimlar, olduk¢a fazla
sayida kriptik PKS genlerinin bulundugunu géstermistir. Ornedin; genom projesi
tamamlanmig Streptomyces coelicolor tiirtintin, fonksiyonu bilinmeyen fazla sayida

PKS genlerine sahip oldugu gosterilmistir (Bentley ve ark. 2002). Bu ¢alismalarin
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yanisira, genom projeleri tamamlanmig Streptomyces’larn  kiiltiir ortaminda
irettiklerinden ¢ok daha fazla miktarda NRPS ve PKS genlerine sahip oldugu
saptanmistir (Ehrenreich ve ark., 2005). Bundan dolay1 Streptomyces’larin, simdiye
kadar tanmimlanmamis poliketid ve peptid bilesikleri iiretebilme olasiligi biiytiktiir.
Organizmalarda yeni PKS ve NRPS genlerinin varligi yeni poliketid ve peptidlerin
tiretimi igin iyi ipuglar1 verebilecegi i¢in, PKS ve NRPS genlerinin sekanslanmasi yeni
poliketid ve peptidlerin kesfi i¢in bir tarama metodu olarak kullanilir (Zazopoulus ve
ark. 2003, Ayuso ve ark. 2005, Komaki ve ark. 2009).
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2. KAYNAK OZETLERI
2.1. Genel Bilgiler

2.1.1 Aktinomisetler

Aktinomiset terimi aktis (1sin demeti) ve mykes (mantar) kelimelerinin
birlesmesiyle olusmustur ve bu terim organizmalarin morfojileri dikkate alinarak
verilmistir (Liman 2007). Aktinomisetler Gram (+) organizmalardir. Bununla birlikte
morfolojileri ve yiiksek G+C oranimna sahip olmalar1 onlar1 diger bakterilerden ayiran
onemli ozellikleridir. Onlarin tipik &zellikleri flamentli misellere sahip olmalaridir ve
aktinomisetlerin ¢cogu kolayca tespit edilebilen ve havaya kolayca dagilabilen sporlar
tiretirler (Lacey 1997). Aktinomisetlerin sivi ya da toprak ortamindaki biiyimesi koloni
seklindedir. Aktinomisetler, substrat (vejetatif) ve hava miselleri olmak tizere iki tip

misel Uretir.

Vejetatif miselin jel benzeri parlak bir goériiniimii vardir. Miselin rengi sari,
pembe, kirmizi, turuncu, yesil ve kahverenginin yani sira krem veya beyazimsi olabilir.
Buna ek olarak suda ¢oziinen pigmentler de iretilir. Bu pigmentlerin rengi kahverengi
veya daha koyudur.

Aktinomisetlerin ¢ogunda 6zelikle Streptomyces cinsinde vejetatif miseller
farklilasarak hava misellerini olusturur. Hava miselleri pamuksu ya da toz gibi goriinen

spor formuna doniisebilirler (Waksman 1950).

2.1.1.1 Aktinomisetlerin Dogadaki Yayilislar

Aktinomisetlerin yasama alanlar1 ile ilgili ekolojik ¢alismalar onlarin kesfi
acisindan Onemlidir. Aktinomisetlerin mevcudiyetleri, dagilislar1 ve ¢esitliliklerinin;
hayvanlar (Zheng ve ark. 2000), bitkiler (Wohl ve Mcarthur 1998), magaralar (Groth ve
ark. 1999), denizler (Takizawa ve ark. 1993), batakliklar (Suzuki ve ark. 1994), ¢eltik
tarlalar1 ve dag ormanlar1 (Hayakawa ve ark.1988) gibi onlarin bulunduklar: ¢esitli
ekolojik habitatlarla iliskili oldugu belirtilmistir. Bunlar arasinda aktinomisetler i¢in en

onemli habitat topraktir (Lee ve Hwang 2002).

Sicaklik, toprak bitki ortiisii, nem igerigi, tuzluluk, organik maddenin miktar

topraktaki aktinomiset populasyonunu etkileyen onemli faktorlerdir (Waksman 1967,
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McCarthy ve Williams 1990). Cogu toprak aktinomisetleri optimum biiylimeyi notral
pH’ya yakin pH araliklarinda gostermekle birlikte, pH 5.0-9.0 gibi genis bir aralikta
biliyiime gosterebilirler (Goodfellow ve Williams 1983). Bununla birlikte pH 3.5-6.5
gibi bir aralikta biiylime gosterebilen asidofilik Streptomyces’lar ise asidik topraklarda
yaygin olarak dagilis gostermektedirler (Kahn ve Williams 1975, Hagedorn 1976).
Organik maddece zengin topraklarda aktinomisetler yaygin bir biiyiime gosterirler.
Henis (1986) topraktaki organik madde diizeyi ile aktinomiset miktarinin pozitif yonde

uyumluluk gosterdigini belirtmistir.

2.1.1.2. Aktinomisetlerin Endiistriyel Onemleri

Aktinomisetler; antibiyotikler, enzimler, bitki biiyiime faktorleri, alkaloidler ve
vitaminler gibi yiiksek ticari degeri olan biyolojik aktiviteye sahip bilesiklerin en cazip
kaynaklaridir (Omura 1986). Dogada bulunan antibiyotiklerin yaklagik tigte ikisi
aktinomisetlerden izole edilmistir. Aktinomisetler farkli kimyasal siniflara ve biyolojik
aktiviteye sahip antibiyotikleri tiretme yetenegindedirler (Okami ve Hotta 1988). Cesitli
aktinomisetler tarafindan iretilen biyoaktif mikrobiyal metabolitler Cizelge 2.1°de
verilmistir (Berdy 2005).

2.1.1.3. Aktinomisetlerin Taksonomisi

Gram pozitif bakteriler iki 6nemli kola ayrilirlar: Bacillus, Staphylococcus,
Clostridium ve Streptococcus cinsleri gibi diisik oranda G+C igerigine sahip
organizmalar ile aktinomisetler gibi yiiksek oranda G+C igerigine sahip organizmalar
(Kieser ve ark. 2000). Aktinomisetleri tanimlamak i¢in kullanilan 6nemli yontemlerden
biri de 16S ribozomal RNA analizidir. 16S rRNA’lar1 dikkate alinarak yapilan

simiflandirmada aktinomisetler 13 alt takima ayrilmistir (Cizelge 2.2).
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Cizelge 2.1. Cesitli aktinomisetler tarafindan tiretilen biyoaktif mikrobiyal metabolitler (Berdy 2005).

Streptomycetaceae Miktar Thermomonosporaceae Miktar
Streptomyces ~ 8000 Actinomadura 345
Streptoverticillium 258 Saccharothrix 68
Microbiospora 54
Kitasatospora 37 Actinosynnema 51
Nocardiopsis 41
Chainia 30 Microtetraspora 21
Thermomonospora 19
Microellobosporia 11 Micropolyspora/Faenia 13/3
Thermoactinomyces 14
Nocardioides 9 Thermopolyspora 1
Thermoactinopolyspora 1
Micromonosporaceae Miktar Mycobacteriacae Miktar
Micromonospora 740 Nocardia 357
Actinoplanes 248 Mycobacterium 57
Dactylosporangium 58 Arthrobacter 25
Anpullariella 9 Brevibacterium 17
Glycomyces 2 Proactinomyces 14
Catenuloplanes 3 Rhodococcus 13
Catellatospora 1
Pseudonocardiaceae Miktar Diger tiirler Miktar
Saccharopolyspora 131 Actinosporangium 30
Amycalotopsis/Nocardia 120/357 Microellobosporia 11
Kibdellosporangium 34 Frankia 7
Pseudonocardia 27 Westerdykella 6
Amycolata 12 Kitasatoa 5
Saccharomonospora 2 Synnenomyces 4
Actinopolyspora 1 Sebekia 3
Streptosporangiaceae Miktar Elaktomyces 3
Excelsospora 3
Streptosporangium 79 Alkalomyces 1
Catellatospora 1
Streptoalloteichus 48 Erythrosporangium 1
Spirillospora 11 Streptoplanospora 1
Planobispora 10 Microechinospora 1
Kutzneria 4 Salinospora 1
Planomonospora 2 Waksmania 3
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Cizelge 2.2. Actinomycetales takiminin taksonomik siniflandirilmasi (http://www.ncbi.nlm.nih./ 2011).

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

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



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=85005&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=622450&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=622451&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=1849&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=414714&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=414713&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=414715&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=414877&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=414878&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=622452&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=83778&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=908626&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=33981&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=49184&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=317661&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
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Cizelge 2.2. Devami

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

2.1.2. Streptomyces Tiirlerinin Ozellikleri

Streptomyces cinsi Actinobacteria sinifi igerisinde Actinomycetales ordosuna ait
Gram pozitif aerobik bakterilerdir (Stackebrandt ve ark. 1997). DNA’lar1 % 67- 78
oraninda G+C igerigine sahiptir (Korn-Wendisch ve Kutzner, 1992). Peptidoglikan
tabakasinda diaminoasit olarak diaminopimelik asidin LL izomeri bulunur.
Streptomyces’lar dogada her yerde bulunabilirler. Toprakta koloniler halinde vejetatif
hifleri ile gelisirler ve sporlartyla yayilarak yasamlarini siirdiirebilirler. Sporlar yasam
dongiilerinde yart uyku (semi dormant) haldedir ve toprakta uzun siire bu sekilde
yasayabilirler (Mayfield ve ark. 1972, Ensign 1978). Hatta 70 willik toprak
orneklerinden kazanilmig kiiltiirler bulunmaktadir (Morita 1985). Sporlar diisiik besin
ve su kithigina karsi direngliyken misel olusturduklari asamada hiicre bu durumlara kars1
oldukca hassastir (Karagouni ve ark. 1993). Aktinomisetler birgok ekstraseliiler enzim
tiretirler. Bu sayade topraktaki 6lii bitki hayvan ve fungal materyallerdeki polimerlerin
ayrismasi saglanir (McCarthy 1987). Bu nedenle toprak biyodegredasyonunda
onemlidirler (McCarthy ve Williams 1992). Bunun yani sira saman gibi ¢ok kompleks
materyallerin yikiminda 6nemi olan; ksilanaz, amilaz, seliilaz, maltaz gibi. enzimler de
Streptomyces’lar tarafindan salgilanmaktadir (Kieser ve ark. 2000). Bu nedenle

Streptomyces’lar biyoteknolojik agidan 6nemli organizmalardir.

Streptomyces’lar kompleks bir yasam dongiisiine sahiptirler. Streptomyces’larm

yasam dongiisii Sekil 2.1°de gosterilmistir. Hayat dongiisii sporlarin uygun germinasyon
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kosulunda germ tiiplerini olusturmasiyla baglar.Bu tiiplerin dallanmasi sonucu substrat

miseli olusur (Chater ve Losick 1996). Besin yetersizligi ve diger fizyolojik stres

durumlarinda substrat miseli farkilasarak hava miselini meydana getirirler. Bu stres

kosularinda hava miselinin yani sira sekonder rmetabolitler de salgilanir. Farklilagmanin

bir sonraki adiminda ise hava misellerinden bdlmelerin olusmasiyla karakteristik uzun

artrospor zincirleri meydana gelir (Weber ve ark. 2003). Heniiz tanimlanmayan bir

sinyal yardimiyla sporlar yeniden germine olmaya baslarlar (McBride ve ark. 1987).

Serbest spnrlar spor
cimlenmesi

B, =

|'FA‘

YVejatatif Eah ortam yiizeyi
Spnrla.tm nazel nlu;u:rny/ . .
olgunlagmas: _— : Vejatatif misel
,]/ Havasal misel
‘¢
Havasal misellerden
spor olusumu Yejetatif misel

Sekil 2.1. Streptomyces’ larin Hayat Dongiisti

Streptomyces’lar lineer kromozoma sahip bakterilerdir (Paradkar ve ark. 2003).

Lineer kromozoma sahip olma durumu ilk kez genom projeleri biten Streptomyces

lividans’da (Lin ve ark. 1993, Huang ve ark. 1998) ve Streptomyces coelicolor’da

10
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goriilmistiir (Kieser ve ark. 1992). Streptomyces’larin genom biiyiikligii yaklasik
olarak 8 Mb’dir (Lin ve ark. 1993, Huang ve ark. 1998). Kromozomun sonunda
uzunlugu 20 ile 550 Kb arasinda degisen terminal ters tekrarlar bulunur. Bu ters
tekrarlara terminal proteinler olarak bilinen proteinler kovalent olarak baglanir (Lin ve
ark. 1993).

Streptomyces cinsi liyeleri en iyi bilinen antibiyotik ve biyoaktif sekonder
metabolit ireticisidirler. Bilinen mikrobiyal iriinlerin tgte ikisi aktinomisetler
tarafindan ve bunlarin yaklasik % 80’1 Streptomyces cinsinin {yeleri tarafindan
tiretilmektedir. Aktinomisetlerin dikkat cekici 6zelliklerinden biri de farklilagsmayla
koordineli bir sekilde diizenlenen ve es zamanli gergeklesen sekonder metabolit
tretimidir. Eritromisin, tetrasiklin gibi antibiyotikler, daunorubisin gibi antitimdr
ajanlar, rapamisin gibi immiin baskilayic1 ve avermektin gibi antihelmintikler bu

sekonder metabolitlerden sadece birkag tanesini olugturmaktadir (Chater 1993).

2.1.3. Sekonder Metabolitler

Sekonder metebolitler, organizma herhangi bir stres durumu ile karsilastigi
zaman faaliyete gecen Ozellemis metabolik yollar tarafindan {iretilirler. Bu f{riinlerin
0zelligi organizmanin biiyiimesi ve liremesi i¢in mutlak gerekli olmamalaridir. Bununla
birlikte savunma, hiicreler aras1 haberlesme, farklilasma gibi fonksiyonlar {iistlenirler.
(Vining 1990). Uretildikleri organizma igin iistlendikleri bu gesitli goérevlerin yani sira
sekonder metabolitler; antibiyotik, kemoterapotik, pestisid, immiinbaskilayici
antilipolitik ajan gibi ¢ok cesitli fonksiyonlara sahiptir ve bu etkileri nedeniyle yaygin
olarak kullanilmaktadirlar (Monaghan ve Tkacz 1990).

Sekonder metabolitler primer metabolizma sonucu olusan metabolik ara
tirlinlerden veya onlarin son iiriinlerinden sentezlenirler. Molekiil agirliklar1 3000 dalton
kiiglik olup kimyasal yapr olarak oldukga cesitlilik gosterirler. Sekonder metabolitler
cok cesitli tiirlerde farkli cinslerde veya familyalarda bulunabilir (Herbert 1989).
Bitkiler, bakteriler ve mantarlar 6nemli sekonder metabolit tireticisidirler. Bilinen
mikrobiyal sekonder metabolitlerin iicte ikisi aktinomisetler tarafindan ve bunlarin %
80’1 Streptomyces cinsinin iiyeleri tarafindan sentezlenmektedir (Kieser ve ark. 2000).
Poliketidler, peptid antibiyotikler, terpenler, steroidler, alkaloidler dogada yaygin olarak
bulunan sekonder metabolitlerdir (Herbert 1989).
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2.1.4. Ribozom Dis1 Yolla Sentezlenen Peptidler

Mikrobiyal peptidler biyolojik aktiviteye sahip bilinen bilesikler arasinda en
onemli grubu olusturmaktadir. Mikrobiyal peptidler arasinda dnemli yere sahip olan
peptid antibiyotikler son yillarda immiin baskilayici, sitotoksik, antimikrobiyal,
antitimor tedavisi gibi alanlarda kullanilmaktadirlar (Katz ve Demain 1977, Demain,
1980). Biyoaktif peptidlerin tiretimi ile ilgili iki ¢esit mekanizma Onerilmistir. Biyolojik
aktiviteye sahip oligo ve polipeptid yapisindaki sekonder metabolitlerden bir kismi
ribozomal protein sentez sistemi tarafindan iiretilir. Bu sistem diger biitiin proteinlerin
sentezinde kullanilan ribozomal mekanizma yardimiyla, biitiin diger proteinlerde
bulunan standart aminoasitlerden olusan yapilart iretir. Ribozomal mekanizmayla
olusan polipeptid translasyon sonrasinda modifiye edilir (Biiber ve Acan 2004).
Biyoaktif peptidlerin biiyiik ¢ogunlugunun sentezlenmesinde etkin olan “tiyotemplate
mekanizmas1” olarak bilinen ikinci mekanizmada ise biyoaktif peptidler ribozom disi
yolla sentezlenir (Weber ve Marahiel 2001). Ribozom dis1 yolla sentezlenen peptid
metabolitler onemli derecede aktivite gostermekte olup farmasotik alanda biiyiik 6neme
sahiptir. Ribozom dis1 yolla sentezlendigi gosterilen ilk peptidler gramisidin S ve
tirosidin’dir (Roskoski ve ark. 1970, Gevers ve ark. 1978). Bunu takip eden yillarda
degisik farmakolojik etkilere sahip olan ¢ok sayida peptidin bu yolla sentezlendigi
gosterilmistir. Cizelge 2.3’de ribozom dis1 yolla sentezlenen peptidlerin bir kismi

listelenmistir.
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Cizelge 2.3. Ribozom dis1 yolla sentezlendigi gosterilen bazi peptidler ve etkileri (Biiber ve Agan 2004).

Peptid Organizma Etki

ACV Bacillus subtilis Penisilin  ve  sefalosporin

(Sekil 2.2) onciili

Aktinomisin Streptomyces clavuligerus Antibiyotik

Basitrasin Bacillus licheniformis Antibiyotik

(Sekil 2.3)

Bialafos Streptomyces hygroscopius Herbisit

Bleomisin Streptomyces verticillus Antitiimoral

Daptomisin Streptomyces roseosporus Antibiyotik

Enniyatin Fusarium oxysporum Antihelmintik

Eksokelin Mycobacterium smegmatis Siderofor

Fengisin Bacillus subtilis 168 Biyosiirfaktan, antimikrobiyal
ve antiviral

Gramisidin S | Bacillus brevis Antibakteriyel

(Sekil 2.4)

Lovastatin Aspergillus terreus Antilipolitik

Pristinamisin | | Streptomyces pristinaespiralis Antibiyotik

Siklosporin Tolypocladium niveum Immiinsiipresif

Siringomisin Pseudomonas syringae Antifungal,
antimikobakteriyel

Surfaktin Bacillus subtilis Siirfaktan, antibakteriyel,
antitimoral

Tirozidin Bacillus brevis Antibiyotik

0
HO

o“‘“\/ﬁ(

NH, o)

Sekil 2.2. ACV (Penisilin 6nciisii)
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Sekil 2.3. Basitrasin
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Sekil 2.4. Gramisidin S

2.1.4.1. Ribozom Dis1 Peptid Sentezi

Ribozomal olmayan peptid sentetazlar (NRPS) modiil olarak adlandirilan alt
birimlerden olusurlar. Yaklagik 1000-1500 aminoasit iceren ve molekiil agirligt 120
kDa civarinda olan her bir modiil, belirli bir aminoasitin eklenmesi icin 6zgiildiir. Peptid
sentetazda bulunan modiil sayisi, genellikle olusan peptitteki yapi taslarinin sayisina
esittir. Peptid sentetazlar1 kodlayan genler 20 kb ve {istli biiylikliikte gen kiimeleri
halinde diizenlenmislerdir. Tek bir modiilii kodlayan gen 3 kb civarindadir. Modiillerin
siras1 genellikle sentezlenen peptitteki yap1 taslarinin dizilisini belirler. Bu sekilde,

modiiller, peptid sentezinde kalip islevi goriir. Bir modiil; adenilasyon domaini (A),
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peptidil tasiyici protein ya da tiyolasyon domaini (PCP/T) ve kondensasyon domaini (C)
olmak tiizere en az li¢ domain igerir (Biiber ve Acan 2004). Ayrica, olusacak iiriine gore;
epimerizasyon, N-metilasyon, siklizasyon, oksidorediiksiyon, rediiksiyon gibi
domainler de bulundurabilirler (Walsh ve ark. 2001). Final modiilii bir tiyoesteraz (TE)
domaini ile sonlanir. Bu, zincir uzamasmin bitisini katalizler. Peptid sentetazlar
tarafindan peptid bagi olusumu mekanizmasint agiklamak tizere gelistirilen modele
“multiple carrier model/ ¢oklu tasiyic1 model” ad1 verilmektedir (Biiber ve Acan 2004).
Bu mekanizmaya gore; adenilasyon domaininde substrat olan aminoasit, ATP hidrolizi
yoluyla aktive edilir. Adenilasyon yoluyla aktive olmus aminoasitler PCP domainindeki
4’fosfopantetein grubuna bagli stilfidril grubuna (SH) kovalent olarak baglanir
(Marahiel ve ark. 1997, Mootz ve ark. 2002, Sieber ve Marahiel 2005, Griinewald ve
Marahiel 2006). Bu asamadan sonra substrat; eger varsa epimerizasyon veya N-
metilasyon gibi degisiklikler gecirir (DShren ve ark. 1999). Bu degisiklikleri gecirdikten
sonra bir kondensasyon domainindeki alict (akseptor) konumuna tagmir. Bir onceki
modiiliin fosfopantetein tasiyicisi tarafindan verici (donér) konumuna yerlestirilmis olan
aminoasitin peptidil grubu ile kondensasyon meydana gelerek peptid bagi olusumu

gerceklesir (Sieber ve Marahiel 2005). Asamalar Sekil 2.5’de goriilmektedir.
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Sekil 2.5. Ribozom dis1 yolla gerceklesen peptid sentezinin agsamalari. A: adenilasyon agamasi, B: tiyolasyon agamasi
C: kondensasyon asamasi (Sieber ve Marahiel 2005).
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NRPS Temel Domainleri

Adenilasyon Domaini

Yaklasik 500 aminoasit igeren bu bdlge aminoasitleri taniyip aktive eder.
Adenilasyon bolgesinin biiyiik kismi ¢ok 1yi korunmus aminoasit dizilerinden olusur.
Ayrica, aminoasitin tanindig1 yaklasik 10 aminoasitlik 6zgiil bir diziye de sahiptir

(Biiber ve Acan 2004).

Peptidil Tasyici Protein Domaini

Bu bolge tiyolasyon bolgesi olarak da adlandirilir. 80 ile 100 civarinda aminoasit
icerir ve fonksiyon bakimindan yag asiti Sentetazlar ve poliketid sentazlardaki agil
tasiyic1 proteinle benzerlik gosterir. 4’-fosfopantetein grubu bu bélgedeki bir serinin
hidroksiline kovalent olarak baglanmigtir ve ileri geri hareket ederek, aminoasitleri

kondensasyon bolgesine tasiyan bir tasiyict gorevi gorir (Biiber ve Agan 2004).

Kondensasyon Domaini

Peptid bag1 olusumu 450 aminoasit i¢eren kondensasyon bolgesinde gergeklesir
(Biiber ve Agan 2004).

Tiyoesteraz Domaini

Peptid sentezinin sonlanmasi ve olusan peptidin sentetazdan ayrilmasi en sonda
yer alan tiyoesteraz bolgesi yardimiyla basarilir. Bu bolge 250 kadar aminoasitten
olusmustur. Sentez tamamlanip {riin serbest birakildiktan sonra da bazi yapi
modifikasyonlar1 gerceklesebilir. Bazen enniatinde ve gramisidin S’de oldugu gibi,
peptid sentetazin sentezledigi birkac iinite birleserek halkasal oligopeptid yapisini

olusturur (Biiber ve Acan 2004).

Ayrica, olusacak triine gore; epimerizasyon, N-metilasyon, siklizasyon,
oksidorediiksiyon, rediiksiyon gibi ek domainler de bulundurabilirler (Walsh ve ark.
2001).
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2.1.4.2. NRPS Biyosentetik Gen Kiimeleri

Su ana kadar peptid sentetazlardaki gen kodlar ile ilgili ¢ok sayida bakteri ve
fungus operonunun klonlama, sekanslama ve karakterizasyon calismalar1 yapilmistir
(Sosio ve ark. 2000). Bunladan biri olan halkasal peptid antibiyotik surfaktin (Cosmina
va ark. 1993) sentezinden sorumlu srfA gen kiimesinin 25 kb’in tistiinde bir uzunluga
sahip oldugu, srfA-A, srfA-B, srfA-C, srfA-Te olmak iizere 4 agik okuma gergevesi
(ORF, Open Reading Frame) igerdigi tespit edilmistir. SrfA-A, srfA-B, srfA-C genlerinin
strastyla 3, 3, 1 olmak iizere toplamda 7 modiil icerdigi goriilmiistiir (Roongsawang ve
ark. 2011).

2.1.5. Poliketidlerin Genel Ozellikleri

Poliketidler bitkilerden bakterilere kadar birbirinden farkli organizmalarda
poliketid sentaz (PKS) olarak adlandirilan multienzim kompleksleri tarafindan
sentezlenen bilesiklerdir (Staunton ve Weissman 2001). Cizelge 2.4’de goriildiigi gibi
cok c¢esitli etki mekanizmalarina sahiptir. Doksorubisin (adriyamisin) 1993’de
antitimor ilag olarak kullanildiginda 156 milyon dolarlik bir gelir saglamistir (Strohl

1997). Bu nedenle ekonomik olarak biiyiik 6neme sahiptir.

Cizelge 2.4. Aktinobakteriler tarafindan iiretilen bazi poliketid bilesikler.

Poliketid Organizma Etki

Eritromisin Saccharopolyspora erythraea . .

(Sekil 2.6) Antibakteriyel
Rapamisin Streptomyces hygroscopicus | Antifungal/ Antitimor
(Sekil 2.7) /Immunbaskilayici
Daunomisin Streptomyces sp. C5 .

(Sekil 2.8) Antikanser
Pradimisin Actinomadura hibisca Antifungal
Avermektin Streptomyces avermitilis Antiparazitik
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Sekil 2.8. Daunomisin

Poliketid sentazlar temel olarak ii¢ sinifa ayrilir. PKS-I’ler modiiler ve tekrarli

olmak iizere 2’ye ayrilirlar. Modiiler PKS-I"de her bir modiil zincir uzamasinin bir
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dongiistinden sorumludurlar. Tekrarli PKS-I’ler unimodiiler yani tek bir ¢esit modiil
icerir.  PKS-I'in bu ¢esidi genellikle fungal sistemlerde bulunmakla birlikte
Streptomyces viridochromogenes tarafindan sentezlenen avilamisin gibi, bakterilerde de
bazi Orneklere rastlanabilir (Moss ve ark. 2004). PKS-II’ler siklik multienzim
kompleksleri olup tipik olarak aromatik antibiyotiklerin biyosentezinde rol alirlar. PKS-
I1I’ler ise homodimerik kondensasyon enzimleri olup flavonoid ve kalkon (chalcone)
bilesiklerinin sentezinden sorumludurlar. PKS enzimlerinde modiillerin sirasi
biyosentetik olaylarin dizilimini belirler. Modiillerin i¢indeki domainlerin degiskenligi
olusan dogal iirlinde gozlenen yapisal cesitlilige isaret eder (Shen ve ark. 2001,

Staunton ve Wilkinson 2001, Barrios-Llerena ve ark. 2007).

PKS modiillerinin temel organizasyonu domain sirasina gore; ketosentaz (KS)
domaini, agil transferaz (AT) domaini ve agil tastyict protein (ACP) domaininden
olusmaktadir. NRPS’lerde oldugu gibi, final PKS modiiliinde iiriin sentezi bir
tiyoesteraz (TE) domaini ile sonlanir. Bilinen yardimci PKS domainleri; ketorediiktaz
(KR), dehidrataz (DH), metiltransferaz ve enoilrediiktaz (ER) domainleridir. Biitiin bu
domainler yeni bir poliketid zincirinin programlanmis sentezinde gereklidirler. Uzayan
herbir karbon iinitesinin substrat spesifitesi AT domaini tarafindan tanimlanir (Ayuso-

Sacido ve Genilloud 2005).

2.1.5.1. Poliketid Sentezi

Poliketid sentezi; bakteri, ilkel ve gelismis Okaryotlardaki yag asidi sentezine
benzemektedir (Jimenez ve ark. 2010). Sentez AT domaininde bir a¢il-CoA
monomerinin (genellikle malonil- CoA veya metil malonil- CoA) se¢imiyle baslar. Bir
sonraki asamada acil-CoOA ACP domainine transfer edilerek ACP domainindeki
fosfopantetein grubuna bagl siilfidril grubuna (SH) kovalent olarak baglanir (Sekil 2.9,
asama 1). Kondensasyon asamasinda KS domainine bagli bulunan sisteinin siilfidril
grubuna bagl asetil veya propionil grubu fosfopanteteinin siilfidril grubuna transfer
edilir. Bu durumda kondensasyon reaksiyonu meydana gelmekte ve malonil-CoA
icindeki karboksil grubu CO; seklinde ayrilmaktadir (Sekil 2.9, asama 2). Olusan iiriin
daha sonraki asamalarda olusacak poliketid iiriine gére KR domainindeki katalizle
rediiklenir, DH domaininde dehidratlanir, ER domaininde ise DH domainindeki

dehidratasyon sonucunda olusan ¢ift bag indirgenerek doygun hale getirilir (Sekil 2.9,
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asama 3). Kondensayon dongiisii bu sekilde devam ederek zincir uzamasi devam eder.
Sentezin son agamasida TE kataliziyle zincir uzamasi tamamlanir (sekil 2.9, asama 4)
(Hopwood ve Sherman 1990, Khosla 1997, Schwarzer ve ark. 2003, Jimenez ve ark.
2010).

O

5 Asama 2 )k/
ACP ——gH
2 . ° R
3 o) 0 Coj KS 5 S o !

e
ACPE—s ACPS__ < COOH

Rs O
AT k COOH
0

R2

)K/ Asama 1
R
8 1

° 2
Ro s
Asama 3 DH
ACPC;_SH
O

Poliketid

Sekil 2.9. Poliketid sentezinin asamalar1 (Khosla 1998).
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2.1.5.2. PKS-I’lerin Biyosentetik Gen Kiimeleri

Biiyiik (>3000 aminoasit) ve ¢ok fonksiyonlu proteinleri sifreleyen genis bir
ORF (open reading frame /a¢ik okuma cergevesi) icermeleri PKS-1 genlerinin tipik
ozellikleridir (Cortes ve ark. 1990). Bu ¢ok fonksiyonlu proteinler modiil olarak
adlandirilan katalitik bolgeler igerirler (Sekil 2.10).

SH ~

ZT

> 4' fosfopantetein

KS AT ACP

Sekil 2.10. PKS-I’in genel modiil yapis1 (Keating and Walsh 1999).

PKS-I’ler gen kiimesi seklinde organize olmuslardir. Bu gen kiimesi i¢inde KS
domainleri yiiksek oranda korunmustur. Eritromisin sentezinden sorumlu PKS geni
tipik bir PKS-1 6rnegidir. EryAl, eryAll, and eryAlll olarak adlandirilan 3 gen
tarafindan sifrelenir. Bu {i¢ gen DEBS (6-deoxyerythronolide B synthase) olarak
adlandirilan poliketidi sifreler. DEBS; KS, AT, KR, DH, ER, and ACP domainlerinin
kombinasyonunu igeren modiiller seklinde organize olmustur. Sekil 2.11°de DEBS

proteininin domain organizasyonu goriilmektedir.
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Sekil 2.11. DEBS (6-deoxyerythronolide B synthase) proteininin domain organizasyonu
Staunton ve.Weissman 2001).

2.1.6. Sekonder Metabolit Biyosentez Genlerinin  PCR Yontemiyle

Taranmasi

Sekonder metabolizma ile baglantili genlerin PCR ile taranmasi aktinomisetlerin
biyosentetik potansiyellerini ortaya ¢ikarmak icin kullanilan yeni bir yaklasimdir. . Bu
genler; NRPS, modiller (PKS-I) ve aromatik (PKS-1I) poliketid sentazlar,
hidroksimetilglutaril koenzimA rediiktazlar ve aminoglikozit direnglilik genleri olup,
ozellikle PKS-I ve NRPS genleri simdiye kadar aktinomisetlerden izole edilen biyoaktif
metabolitlerin gogunlugunun yapisini1 olusturmaktadirlar (Barrios-Llerena ve ark. 2007).
Sekonder metabolizmayla iliskili genlerin tespiti i¢in yapilan PCR temelli tarama
caligmalar1 aktinomisetlerin biyosentetik potansiyellerini degerlendirme agisindan

kullanighdir (Ayuso-Sacido ve Genilloud 2005, Ayuso ve ark. 2005).

Biyosentetik domainlerdeki korunmus diziler hedef alinarak dizayn edilen
dejenere PCR primerleri ile sekonder metabolit sentezinden sorumlu genlere ulasilmasi

bu metaboitlerin tespiti i¢in hizli bir yaklagimdir.
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2.2. Onceki Calismalar

Kuczeck ve arkadaslart (1997) Streptomyces coelicolor A3(2) genomik DNA
kiitiiphanesinden elde ettikleri kosmid DNA’y1 kalip olarak kullanip, PCR yoluyla AT
domainine denk gelen bolgeyi amplifiye edip klonlamislardir. Klonladiklar
fragmentlerin aminoasit sekanslarinin PKS-1 AT domainleriyle % 31- 44 arasinda
degisen oranlarda benzerlik gosterdigini saptamislardir. Bu gibi sentazlarin antibiyotik
veya immiinbaskilayict olarak biiyiik éneme sahip makrolid ve polieter bilesiklerin

aglikon kisimlarinin iiretimini katalizledigini belirtmislerdir.

Metsa-Ketela ve arkadaslar1 (1999), poliketid antibiyotik tireticisi olarak bilinen
Streptomyces tiirleri ile toprak Orneklerinden elde edilmis aktinomiset tiirlerinde
ketosentaz (KSa) domainini hedef alan dejenere PCR primerleri dizayn etmisler ve bu
primerlerle taradiklari tiirlerin ¢cogunda PKS-II amplifikasyonu gézlemislerdir. Amino
asit sekanslari bilinen KSa gen domainleri ile homoloji taramasi yaptiklarinda % 60- 99

arasinda benzerlik elde etmislerdir.

Moffitt ve Neilan (2002), siyanobakteri ve dinoflagellat organizmalarinda KS
domainlerini hedef alarak tasarladiklar1 dejenere PCR primerleri ile bu bolgeyi
amplifiye ederek klonlamislardir. Sekans analizi sonucunda sekanslarin filogenetik

analizlerinde hibrit PKS/NRPS genleriyle homoloji gosteren gruplar tespit etmislerdir.

Zazopoulus ve arkadaglar1 (2003), PKS ailesinden sentezlenen enedin antitimor
antibiyotiginin biyosentez genlerini, ellerindeki aktinomisetler icerisinde taramis ve
standart fermentasyon kosullarinda enedin elde edilemeyen aktinomisetlerin bu
bilesigin biyosentez genlerini tasidigini tespit etmislerdir. Kiiltiir kosullarinda

enedinlerin iiretimini indiikleyerek bunlari saflastirmay1 basarmiglardir.

Gonzalez ve arkadaslar1 (2005), likenlerden izole ettikleri 337 aktinomiset
izolatinin sekonder metabolit biyosentetik genlerini tespit etmeyi amagcladiklar
calismalarinda PKS-I, PKS-II ve NRPS genlerini dejenere PCR primerleriyle
taramislardir. izolatlarmin; % 62.6’sinda PKS-I, % 64.7’sinde PKS-II ve % 58.5’inde
NRPS biyosentetik genlerini amplifiye etmislerdir. Bu rakamlara ragmen, klasik kiiltiir
kosullarinda tiim izolatlarin antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri % 27 olarak tespit
edilmistir. Bununla; standard fermentasyon kosullarinda {iretimi basarisizlikla

sonuglanmis olan biyoaktif metabolitin, genom analizleri ile ortaya ¢ikarilmasi ve
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dogrudan rasyonel yaklagimlarla yeni biyoaktif dogal bilesiklerin tespiti, ekspresyonu

ve saflastirilmasinin miimkiin olabilecegi goriilmektedir.

Ayuso-Sacido ve Genilloud (2005), aktinomisetlerde NRPS ve PKS-1 genlerini
amplifiye etmek icin spesifik primerler dizayn etmisler ve PCR’a dayali tarama yontemi
ile taradiklar1 210 tiirlin biiyilk bir c¢ogunlugunda bu genlerin varligin1 ortaya
koymuslardir. Bu genlerin tarandigi tiirler arasinda Streptomyces tiirleri en iyi
potansiyeli gostermistir. Elde edilen domainlerin bilinen adenilasyon domainleri ile %

61- 99 degisen oranlarda benzerlik gosterdigini saptamislardir.

Ayuso ve arkadaslart (2005), tiirlerin biyosentetik genlerini hedef alarak
metabolik potansiyele dayali bir tiir karakterizasyon sistemi ortaya koymuslardir.
Amplifiye edilen PKS-I, PKS-1I ve NRPS dizilerini restriiksiyon analizlerine tabii
tutarak bir parmak izi yontemi gelistirmislerdir. Bu yontemin toprak drneklerinden izole
edilen aktinomisetlerde NRPS ve PKS biyosentetik sistemlerinin taranmasinda
kullanilabilecegini belirtmislerdir. Izolatlar arasinda dzellikle Streptomyces cinsinde ¢ok
aktif tiirlere rastlamislardir. Ozellikle bu cinste biyosentetik genlerin varligi ve

antimikrobiyal aktivite liretimi arasinda siki bir parallelige rastlanmistir.

Ehrenreich ve arkadaslar1 (2005), 24 deniz ve tatli su Siyanobakteri kiiltiirinde
dejenere PCR primerleri kullanarak NRPS ve PKS genlerinin varligimi arastirdiklari
calismada; organizmalarin % 54’tinde NRPS ve % 92’sinde PKS amplifikasyonu elde
etmislerdir. Amplifiye edilen genlerin gerek tamamlanmig gerekse devam etmekte olan
siyanobakteri genom  aragtirmalari ile karsilastirildiginda  ¢ogunun  diger
siyanobakterilerde tanimlanmadig1 ve bunlarin yeni dogal iiriinler olabilecegi thtimalini
vurgulamiglardir. Ayrica amplifiye ettikleri bu gen fragmentlerinin siyanobakterilerdeki
dogal {rlinlerin kesfi ile ilgili c¢aligmalarda prob olarak kullanilabilecegini

belirtmislerdir.

Ostash ve arkadaslar1. (2005), PCR stratejisini temel alarak antibiyotik {ireticisi
aktinomisetlerin genomunda PKS-I genlerini taramislardir. Streptomyces globisporus
1912 tiirtinde amplifiye ettikleri PKS-I amplikonlarini klonlayarak, sonrasinda yapilan
sekans analizinde BLASTX homolojilerinden yola ¢ikarak bu fragmentlerin pimarisin ve
nistatin gibi polien antibiyotik sentezinde rol oynayan PKS-1 genleri ile ile homoloji

gosterdigi belirlenmistir.
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Komaki ve Harayama (2006), 83 Streptomyces tiiriinde PKS-II geninin varligini
arastirdiklar1 ¢alismada 9 tiirde daha once rapor edilmis aromatik poliketidlerle iligkili
olan KSa genlerini tespit etmisledir. 55 tiirde ise daha once tespit edilmemis aromatik
poliketidlerle ilgili yeni KSa genlerini saptamislardir. Streptomyces tiirlerindeki bu yeni
kriptik KSo geninin varligi ile onlarin yeni aromatik poliketid sentezleme

potansiyellerinin bir gostergesi oldugunu belirtmislerdir.

Pathom-aree ve arkadaslarinin. (2006) deniz aktinomisetlerinin gesitliligi ve
biyosentetik metabolik yollarini taradiklari bir ¢alismada, incelenen 38 aktinomisetten
% 70’inde NRPS ve % 13’tiinde PKS-I genleri tespit edilmistir. Tek bir izolatta
(Micromonospora tiiriinde) ise PKS-1I genine rastlanmistir. Arastirmacilar, ¢ok az
calisilmis siradis1 habitatlarin sekonder metabolit sentezleme yetenegi olan tiirler

agisindan 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-I geninin,
immiinbaskilayic1 benzeri bir metabolitin biyosentezinde gorevli oldugunu
bulmuslardir. Uretilen bilesiklerin TLC (Thin Layer Chromatograpy/ince Tabaka
Kromatografisi) ile incelenmesi sonucu, bu bilesiklerin, ticari olarak kullanilan
immiinbaskilayicilar olan FK506, FK520 ve rapamisin ile kiyasandiginda farkli
ozellikte bilesikler oldugunu belirtmislerdir.

Barrios-Llerena ve arkadaslart (2007), 21 siyanobakteri tiiriinde sekonder
metabolit sentezinden sorumlu NRPS ve PKS-I genlerinin sirasiyla adenilasyon ve
ketosentaz domainlerini hedef alan dejenere PCR primerlerini kullanarak bu genleri
molekiiler tarama yontemiyle tespit etmeye ¢alismiglardir. Taradiklan tiirlerin 19’unda
PKS-I ve 18’inde NRPS genlerini tespit etmiglerdir. Adenilasyon fragmenti tastyan, 33
klonun BLASTX analizlerinde siyanobakterilere ait bilinen NRPS sekanslariyla % 43-97
benzerlik gosterdigini, BLASTp analizinde 33 klondan 25’nin siyanobakteriler
tarafindan tretilen bilinen dogal iirlinlerle benzerlik gosterdigini tespit etmislerdir. Ayni
zamanda ketosentaz fragmenti tasiyan, 29 klonun BLASTXx analizinde siyanobakterilere
ait bilinen PKS sekanslariyla % 49- 95 benzerlik gosterdigini, BLASTp analizinde 29
klondan 22’sinin siyanobakteriler tarafindan iiretilen bilinen dogal {riinlerle benzerlik

gosterdigini tespit etmisledir.
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Jiang ve arkadaslar1 (2007), izole ettikleri 24 deniz aktinomiset tiiriinde sekonder
metabolit senteziyle iligkili olan NRPS, PKS-l ve PKS-II genlerini taramislardir.
Izolatlarin % 92’sinde NRPS, % 54’iinde PKS-I ve % 71’inde PKS-1l amplifikasyonu

elde etmislerdir.

Zhao ve arkadaslar1 (2008), sediment drneginden izole edilen iki bakteri tiirlinde
NRPS ve PKS-I gen ¢esitliligini arastirdiklar1 ¢aligmada amplifiye ettikleri NRPS ve
PKS-I gen fragmentlerini klonlamislardir. Klonlar RFLP profillerinin karsilastirilmasi
yoluyla gruplandirilip sekanslanmigtir. BLASTX analizi sonucunda PKS-I i¢in % 80’in
altinda NRPS i¢in % 60’1 altinda sekans homolojileri oldugunu belirtmislerdir. Ayrica
aminoasit (BLASTX) sekanslarinin filogenetik analizinde iki tiirde % 70’in altinda
benzerlik gosteren toplam 5 farkli grup ve hibrid NRPS-PKS enzim kompleksleri tespit
etmislerdir. % 70’in altinda homoloji gdstermesi bu genlerin daha 6nce tespit edilmemis

yeni genler olabilme ihtimalini arttirmakta oldugunu belirtmislerdir.

Komaki ve arkadaslar1 (2008), 9 miksobakteri tiirinde PKS-1 geninin ketosentaz
ve aciltransferaz domainlerini sifreleyen DNA bdlgesini PCR yoluyla amplifiye
etmislerdir. Sekans analizi sonucunda elde edilen sekanslarin filogenetik analizinde
bilinen PKS-I genleriyle benzerliginin diisiik oldugunu, bu nedenle yeni ve farkli

poliketidler olabilecegi sonucuna varmiglardir.

Hakvag ve arkadaslar1 (2008), deniz suyundan izole ettikleri 7 Streptomyces
izolatinin PKS-I geninin KS domainini hedef alan primerler kullanarak PCR yoluyla
amplifiye edip klonlayarak sonrasinda yapilan sekans analizi sonucunda 7 izolatta,
farkli organizmalarla farkli oranlarda homoloji gosteren toplam 13 farkli PKS-I geni

tespit etmislerdir.

Jiang ve arkadaslar1 (2008), izole ettikleri 30 deniz aktinomisetinde NRPS, PKS-
I, PKS-II genlerinin korunmus domainlerini hedef alan primerler kullanarak sekonder
metabolit senteziyle iliskili bu genler acisindan izolatlarin potansiyellerini
arastirmislardir. Izolatlarm % 87’sinde NRPS % 80’inde PKS-I, % 73’iinde PKS-II,

amplifikasyonu elde etmislerdir.

Zhao ve arkadaslar1 (2009) izole etikleri 3 deniz aktinomisetinde PKS-I geninin
KS domainini hedef alan dejenere primerler kullanarak KS fragmentini amplifiye

etmiglerdir. Bu {i¢ tiirden birinin sekansinin meridamisin biyosentezinden sorumlu KS
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geniyle yiiksek homoloji gosterdigi goriilince, bu tiiriin norotrofik aktivitesine

bakilmistir. Aktivite sonucunda tahmin edildigi gibi norotrofik aktivite tespit edilmistir.

Komaki ve arkadaslar1 (2009), Streptomyces bicolor NBRC 12746T’den tespit
ettikleri bir PKS-I gen dizilimini referans alarak, bu genin pimarisin’e benzer bir polien
bilesik tiretiminde goérevli olabilecegini 6ngdérmiislerdir. Bu bakteriyi kiiltiire ettikleri
orneklerde polien bilesik taramalar1 yaparak, bakterinin antifungal bir bilesik trettigini
bunun da “tetraen makrolid” oldugunu UV spektrumlar1 ile tespit etmislerdir.
Saflastirilan bilesigin spektroskopik analizlere dayali yap1 aydinlatma calismalari
sonucunda yeni bir pimarisin analogu olan JBIR-13 bilesigini bulmuslardir.
Calismalarinin bulgularindan yola ¢ikarak, PKS genlerinin (6zellikle PKS-I), yeni

biyoaktif bilesik aragtirmalarinda degerli bilgiler sagladig1 sonucuna varmislardir.

Zhang ve arkadaslar1 (2009), deniz siingerinden izole ettikleri 109 izolatta PCR
yoluyla NRPS gen kiimesinin adenilasyon domainini taramislardir. izolatlarin 15’inde
NRPS geni tespit edilmis olup, tespit edilen 15 NRPS geninin korunmus A domaini
aminoasit sekansinin filogenetik analizinde; 11 tanesinin % 70 ‘in altinda homoloji
gosterdigini ve bu nedenle bu genlerin yeni olabilecegini belirtmislerdir. NRPS geni
tespit ettikleri izolatlarda ayn1 zamanda antimikrobiyal aktivite testi yapilmis. Gram (+)
/ (-) bakteriler ve mantarlari igeren test organizmalarina karsi antimikrobiyal aktivite

tespit etmislerdir.

Janso ve arkadaglar1 (2010), tropikal bitkilerden izole ettikleri endofitik 213
aktinomiset tilirlinde kimyasal tarama yoluyla bu organizmalarin sentezledigi sekonder
metabolitleri tespit etmeye c¢alismiglardir. Kiiltiir ortaminda {iretim ile tespit
edemedikleri 29 tiirde molekiiler tarama yontemiyle tespit etmeye calismislardir. Bu
baglamda bu tiirler, uygun primerler kullanilarak PKS-I, PKS-1I ve NRPS, genleri
acisindan taranmigtir. Tarama yaptiklar1 29 tiirden % 66’sinda PKS-I, % 79’unda PKS-

Il ve tiimiinde NRPS amplifikasyonu gézlemlemislerdir.

Gontang ve arkadaslart (2010), izole ettikleri 60 deniz aktinomiset tiiriini
sekonder metabolit senteziyle iligkili genler acisindan PCR yoluyla taramislardir.
NRPS’lerin adenilasyon (A) domaini, PKS-I’lerin modiiler, tekrarli, hibrit ve enedin
ketosentaz (KS) domainini hedef alan primer setlerini kullanmiglardir. 26 tiirde PKS-I, 5

tirde enedin PKS ve 38 tiirde de NRPS amplifikasyonu elde edilmistir. KS amplikonlari
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ile kurulan kiitiiphanelerden klonlar segilip sekanslanmistir. Bunlarin BLAST analizi
sonucunda 90 KS domaini tespit edilmis. Bunlardan 14’{inlin aminoasit sekansi

acisindan % 85’in {istlinde homoloji gosterdigi belirlenmistir.

Myronovskyy ve arkadaslart (2010), Streptomyces sioyaensis Lv81 tiiriinde
NRPS gen kiimesinin adenilasyon domainini hedef alan dejenere primerler kullanarak
adenilasyon domaininin amplifikasyonunu ve klonlamasini gergeklestirmislerdir.

Sekans analizi sonucunda 9 farkli A domaini tespit ettiklerini belirtmislerdir.

Zhou ve arkadaslar1 (2011) izole ettikleri 24 fungus tiirinde NRPS ile modiiler
ve tekrarli PKS-I genlerinin korunmus bdlgelerini temel alarak dizayn ettikleri PCR
primerleri ile 7 izolatta PKS ve 2 izolatta NRPS amplifikasyonu belirlemislerdir. Sekans
analizi sonucunda PKS geni tespit edilen 7 izolatta; 9’u modiiler 6’s1 tekrarli olmak
tizere farkli KS dizilimleri ile homoloji gosteren toplam 15 PKS bulmuslardir. NRPS
geni tespit edilen 2 izolatta ise farkli A dizilimleri ile homoloji gosteren toplam 4 NRPS
geni tespit etmislerdir. NRPS ve PKS genlerinde % 98-99 oraninda homoloji tespit
ettikleri tiirlerle yaptiklar1 filogenetik analizlere gore 15 PKS geninden 3’iliniin
filogenetik agacgta diger tiirlerin PKS genlerinden ayri bir kolda yer aldigini
saptamiglardir. NRPS genlerinin ise filogenetik agacgtaki diger tiirlerle giicli bir

benzerlik gosterdigini belirtmislerdir.

Xin ve arkadaglart (2011) deniz siingerinden izole ettikleri 46 izolatta PKS
genlerini PCR yoluyla taramislardir. izolatlarin % 70’inde PKS-I ve % 85’inde PKS-II
geninin varligini tespit etmislerdir. 46 izolattan 36’s1 biyoaktivite analizleri i¢in se¢ilmis
ve bu izolatlarin % 88’inin en az bir test organizmasina karsi aktivite gosterdigi

belirlenmistir.
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3. MATERYAL ve METOD
3.1. Materyal

3.1.1. Biyolojik Materyal

Ayas-Beypazar1 (Ankara) civarinda Aethionema dumanii, Salvia aytachii ve
Achillea ketenoglui endemik bitkilerinin, sirasiyla pH 8.8, pH 7.7 ve pH 7.7 olan alkali
Ozellikteki kok ¢evresi topraklarindan izole edilen ve molekiiler teshisleri yapilmis olan
(Yilmaz ve ark. 2008) aktinomiset izolatlarindan Streptomyces sp. AA58, Streptomyces
sp. AAHG66, Streptomyces sp. AR3, Streptomyces sp. AR12, Streptomyces sp. AS28,
Streptomyces sp. AS36, Streptomyces sp. ASH47, Streptomyces sp. BA11, Streptomyces
sp. BAH26, Streptomyces sp. BS29, Streptomyces sp. BS44, Streptomyces sp. CA12,
Streptomyces sp. CAl7, Streptomyces sp. CA24, Streptomyces sp. CS41 izolatlar

NRPS ve PKS-I genlerinin taranmasi amaciyla kullanildi.

Transformasyon ¢alismalarinda alict hiicre olarak Escherichia coli DH5a
kullanildi.

3.1.2. Kullanilan Besiyerleri

3.1.2.1. Kromozomal DNA izolasyonu i¢in Kullanilan Besiyerleri
Tryptik Soya Besiyeri

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

Maya Oziitii-Malt Oziitii Besiyeri (YEME)

3 g maya oziitii, 3 g malt 6ziitli, 5 g pepton (Bacto, Oxoid), 10 g glukoz, 340 g
siikroz (Merck) tartilarak saf su ile 1 L’ye tamamlandi. Sterilizasyon sonras1 1 L YEME
besiyerine filtre (Sartorious 0.2um) ile steril edilmis 2.5 M MgCl2.6 H20’dan 2 ml ve %
20’lik glisinden (Sigma) 25 ml eklendi.
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3.1.2.2. Kullanilan Diger Besiyerleri

M?2 Kati Besiyeri

10 g malt 6ziitii (Merck), 4 g maya 6ziitli (Oxoid), 3 g glukoz (Merck), 15 g agar
(Fluka) tartilarak ¢esme suyu ile 1 L’ye tamamlanip (pH 7.8) steril edildi

Luria Broth (LB) Besiyeri

10 g malt oziitii (Merck), 5 g maya o6ziitii (Oxoid),5 g NaCl (Merck) tartilarak

saf su ile 1 L’ye tamamlanip steril edildi.
Kat1 LB besiyeri hazirlamak i¢in ise 15 g/L olacak sekilde agar (Fluka) eklendi.
Biitiin besiyerleri 121°C’de 15 dakika 1.2 atm basinci altinda otoklavda steril
edildi.
3.1.3. DNA izolasyonu icin Kullanilan Kimyasal Maddeler

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

3.1.4. Agaroz jel Elektroforezi icin Kullamlan Kimyasal Maddeler

Tris-asetik asit-EDTA tamponu (TAE 50X); 0.05 M EDTA (pH 8), % 5.71
asetik asit , 242 g tris baz olacak sekilde saf su ile hacim 1 L’ye tamamlandi. Tris baz ve
EDTA Merck’ten, asetik asit ise Carlo Erba’dan temin edildi.

Agaroz jel i¢in agaroz AppliChem’den, etidyum bromiir Sigma’dan, brom fenol

blue (BFB) Fermentase’dan, molekiiler agirlik markorii Roche’dan temin edildi.

3.1.5. Kullamilan Enzimler

Taq polimeraz (Fermentase ve Roche), RNaz (Fermentase), Lizozim (Fluka)
enzimleri kullanildi.

3.1.6. Polimerizasyon Zincir Reaksiyonu (PCR) I¢in Gerekli Kimyasallar

NRPS geninin adenilasyon domaininin ve PKSI geninin ketosentaz domaininin

amplifikasyonu i¢in lontek firmasindan temin edilen sirasiyla ileri  A3F
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(5’GCSTACSYSATSTACACSTCSGG3’) geri ATR
(5’SASGTCVCCSGTSCGGTAS3’); ileri K1F (5’TSAAGTCSAACATCGGBCA3),
geri M6R (5°CGCAGGTTSCSGTACCAGTA3’) primerleri (Ayuso-Sacido ve
Genilloud 2005) kullanild1 (S= G/C, Y= C/T, V=G/AIC, B = G/T/C).

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

3.1.7. Jelden DNA’nin Geri Kazanilmasi i¢in Kullanilan Malzemeler

PCR firiinlerinin jelden geri kazanilmasi igin ekstraksiyon kitleri kullanildi
(GeneMark ve Qiagen).

3.1.8. Kompetent Hiicrelerin Hazirlanmasi i¢in Kullanilan Malzemeler

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

3.1.9.Ligasyon I¢in Kullanilan Malzemeler

Ligasyon igin, igerisinde ligasyon tamponu, pGEM-T vektér, DNA ligaz
bulunan pGEM-T klonlama kiti (Promega) kullanildu.

Xmnl 1994
Scal Nael
1875 2692
M ori 71 1
Apal 14
Aatll 20
W Sphl 26
Amp" BstZI 31
pGEM®-T lacZ Ncol 37
Vector T 1 Sacll 46
(3000bp)
Spel 55
Nofl 62
BstZI 62
Pstl 73
Sall 75
Ndel 82
. Sacl 94
or BstXI 103
Nsil 112
126
T sps

Sekil 3.1. pGEM-T vektor haritasi.

33



3. MATERYAL ve METOD

3.1.10. Transformasyon ve Rekombinant Se¢imi I¢in Kullamlan

Kimyasallar

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

Stok ¢ozelti 100 mM olacak sekilde 23.83 mg IPTG (lsopropyl-B-D-
Thiogalactoside) 1 ml suda ¢oziilerek filtre (Sartorious 0.2 pm) yoluyla steril edilip -
20°C’de saklandu.

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

3.1.11. Plazmid izolasyonu i¢in Kullamilan Kimyasallar
Plazmid izolasyon kiti kullanildi (OMEGA ve GeneMark).
3.1.12. Kullanilan Cihazlar

Otoklav (Hirayama)

Jel Goriintiileyici (UVP Dual Intensity Transiluminatdr)
PCR Cihazi (Eppendorf)

Elektroforez (Biolab)

Hassas Tart1 (GEC Avery)

pH Metre (Mettler MP220)

Etiiv (Heraeus)

Sterilizator (Heraeus )

Derin Dondurucu (Ugur)

Jel Goriintiileme Cihaz1 (Bio-Rad)

Laminar Kabin (Telstar AV 100)

Orbital Calkalayici (Zhicheng ZHWY-200B)

Mini Santrifiij (E.S-6)

Magnetik Karistiric (Stuart)
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Spektrofotometre (Varian)

Vorteks (VWR) Giig kaynagi (Bio-Rad)
+4 °C dolap (Sanyo)

28 °C etiiv (Velp Scientifica FTC 90 I)
Su banyosu (Grant LTD 66)

Isitict (Heildoph)

Mikropipet (Pipetman ve eppendorf)
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3.2. Metod

Ug farkli endemik bitkinin kék gevresi topraklarindan izole edilen ve molekiiler
teshisleri yapilmis olan 15 aktinomiset izolatinin kromozomal DNA izolasyonlari, PCR
ile NRPS ve PKSI genlerinin ilgili domainlerinin amplifikasyonlari, bunlarin

klonlanmasi ve biyoinformatik incelemeleri yapildu.

3.2.1. Organizmalarin Uretilmesi

Daha 6nceden TSB (Tryptik Soya Broth, Oxoid)’de iiretilerek % 50 gliserollii
stogu hazirlanmis izolatlar M2 agara aktarilarak 28 °C’de 5 giin siireyle etiivde iiretildi.
Boylelikle taze kiiltlirii hazirlanan bakteriler kromozomal DNA izolasyonlar1 i¢in uygun

siv1 besiyerlerine alind1.

3.2.2. Kromozomal DNA izolasyonu

Izolatlar % 0.5 maltoz eklenmis TSB besiyerinde orbital ¢alkalamali inkiibatorde
(230 rpm) 28°C’de 48 saat {iretildi. TSB’li besiyerinde iireyen kiltiiriin 2 ml’si 20/30
oraninda TSB-YEME igeren sivi besiyerine aktarilip orbital calkalamali inkiibatdrde
230 rpm’de 28 °C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda 1.5
ml’lik ependorf tiiplere kiiltiir Ornekleri alimip 2 dakika maksimum rpm’de
santrifiijlenerek pelet kismi izolasyon ig¢in kullanildi. Pelet iki kez % 10.3 siikroz
cozeltisi ile yikandiktan sonra 4 mg/ml lizozim ve 75 pg/ml RNaz eklenmis olan, 500 pl
TSE tamponunda [25 mM Tris HCI (pH 8.0), 0.3 M siikroz, 25mM EDTA (pH 8.0)]
¢oziildi. 37 °C’de 45 dakika inkiibasyondan sonra, 300 pl % 2 SDS eklenerek 20 saniye
vortekslendi. ilk olarak fenol:kloroform:izoamil alkol (25:24:1) ve sonrasinda da
kloroform:izoamil alkol (24:1) ile ekstraksiyon yapildi. Ekstraksiyon sonrast 10 dakika
16.000 rpm’de santrifiijleme ile supernatant kismi alindi. Ust faz temizleninceye kadar
kloroform :izoamilalkol (24:1) ekstraksiyona devam edildi. Sonug olarak temiz iist faz
alinarak 1/10 oraninda 3 M sodyum asetat (pH 5.2) ve iistfazin 3 kat1 oraninda mutlak
etanol eklenmesiyle DNA’nin ¢6kmesi i¢in -20 °C’de 30 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasi +4 °C’de maksimum rpm’de 30 dakika santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasi siipernatant dikkatli bir sekilde uzaklastirilip pelet lizerine % 70’lik etilalkol
ilave edilerek 10 dakika 16.000 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi slipernatant

dikkatli bir sekilde alindi1 ve etanoliin tamamen ug¢masi i¢in pelet bir siire etiivde
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bekletildi. Daha sonra kromozomal DNA’nin tamamen ¢6ziilmesi i¢in pelete uygun
miktarda saf su eklenerek 37 °C’de bir gece inkiibe edildi.

3.2.3. NRPS Genlerinin Adenilasyon Domaininin PCR ile Amplifikasyonu

Saflastirilan genomik DNA’lardan; ileri A3F ve geri A7R primerleri ile NRPS
gen kiimesinin adenilasyon domaini amplifiye edildi. Primerlerin se¢ildigi bolgeye gore

beklenen amplikonun uzunlugu yaklasik 700 b¢ uzunlugundadir.

Total hacim 50 ul olmak tizere Roche firmasindan temin edilen Taq polimeraz
kitiyle; 100 ng template DNA, 5 ul (% 10) PCR tamponu, 0,5 ul (1 U ) Tag DNA
polimeraz, 2 pl (0,2 uM) dNTP mix, 2 pl (0,4 uM ) ileri ve geri primerler, 3 pl (1.5
mM) MgCly, 5 ul (% 10) GC tamponu eklendi. Fermentase firmasindan temin edilen
Taq polimeraz kiti kullanildiginda ise GC tamponu yerine steril distile su kullanildi.
Standard PCR kosullarmin termal dongiisii: 95 °C’de 5 dakika (baslangig
denatiirasyonu) 1 déngii, sonrasinda 35 dongii; 95 °C’de 30 saniye, 59 °C’de 2 dakika,
72°C’de 4 dakika ve final uzama adimi1 72 °C’de 10 dakika 1 déngii olarak uygulandi.

3.2.4. PKS-1 Genlerinin Ketosentaz Domaininin PCR ile Amplifikasyonu

Saflagtirilan genomik DNA’lardan; ileri K1F ve geri M6R primerleri ile
Fermentase ve Roche firmalarindan temin edilen Taq polimeraz kiti kullanilarak PKS-I
gen kiimesinin ketosentaz domaini amplifiye edildi. Primerlerin segildigi bolgeye gore

beklenen amplikonun uzunlugu yaklasik 1200-1400 bg arasindadir.

Total hacim 50 pl olmak tizere Roche firmasindan temin edilen Taq polimeraz
kitiyle; 100 ng template DNA, 5 ul (% 10) PCR tamponu, 0,4 ul (1 U ) Tag DNA
polimeraz, 2 ul (0.2 uM) dNTP mix, 2 ul (0.4 uM ) ileri ve geri primerler, 3 pl (1.5
mM) MgCl,, 5 ul (% 10) GC tamponu eklendi. Fermentase firmasindan temin edilen
Taq polimeraz kiti kullanildiginda ise GC tamponu yerine Steril distile su kullanild.
Standard PCR kosullarimin termal dongiisii: 95 °C’de 5 dakika (baslangig
denatiirasyonu) 1 déngii, sonrasinda 35 dongii; 95 °C’de 30 saniye, 55 °C’de 2 dakika,
72 °C’de 4 dakika ve final uzama adimi olarak 72 °C’de 10 dakika 1 dongii olarak
uygulandi
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3.2.5. Agaroz Jel Elektroforezi

Kromozomal DNA tespiti i¢in % 0,7°lik, PCR iirlinlerinin ve rekombinant
plazmitlerin goriintiilenmesi amaciyla ise % 1°lik agaroz jel hazirlandi. TAE tamponu
icerisinde ¢Oziinen agaroz jele final konsantrasyonu 0.5 pg/ml olacak sekilde etidyum
bromiir ¢ozeltisinden eklendi. DNA boyasiyla baraber kuyucuklara yiiklendi. Daha
sonra gii¢ kaynagindan 90 voltluk akim verilerek yliriimeye birakildi.

3.2.6. Jelden PCR Uriinlerinin Geri Kazanilmasi

PCR sonrasi NRPS i¢in yaklastk 700 bg, PKS-lI igin 1200-1400 bg
uzunlugundaki fragmentler jelden kesilip, jel ekstraksiyon kiti (GeneMark ve Qiagen)
kullanilarak ekstrakte edildi.

3.2.7. E. coli DH5-a Kompetent Hiicrelerin Hazirlanisi

LB agar’dan alinan E. coli DH5-a hiicrelerinin 10 ml LB igeren sivi besiyerine
ekimi yapilip orbital ¢alkamali inkiibatorde bir gece 37 °C sicaklikta 250 rpm’de
iiretildi. LB besiyerinde {ireyen kiiltiiriin 1 ml’si 50 ml’lik LB siv1 besiyerine aktarilip
OD (optik dansite ) 0.45 oluncaya kadar orbital galkamali inkiibatérde 37 °C sicaklikta
250 rpm’de inkiibasyona biakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda sivi kiiltiir, 20 ml’lik
santrifiij tiiplerine aktarilarak 10 dakika buzda bekletildi. Bu siire sonunda 4°C’de
santrifijde 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi st sivi
uzaklastirildi. Pelete 5 ml 10 mM’lik CaCl, eklenerek homojen olacak sekilde
¢Oziinmesi saglandi. Daha sonra 4°C sicakliktaki santrifiijde 3000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi. Santriflij sonras1 {ist sivi uzaklastirildi. Pelete 2 ml 75 mM’lik CacCl;
eklenerek homojen olacak sekilde ¢ozlinmesi saglandi. Bu islem sonunda 192 pl
¢oziinen bakteri 6rnegi, 108 ul % 50’lik gliserol ile karigtirilarak -20 °C’de saklandi.
Biitiin bu islemler buzda gerceklestirildi.

3.2.8. PCR Uriinlerinin Ligasyonu

Ligasyon i¢in pGEM-T klonlama kiti (Promega) kullanildi. Verimli ligasyon
icin reaksiyon 16 °C’de bir gece inkiibasyona birakildi.
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3.2.9. Ligasyon Uriinlerinin Transformasyonu

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

3.2.10. Plazmid izolasyonu

Ampisiline direngli beyaz renkli putatif rekombinant koloniler 100 pg/ml
ampisilin igeren LB besiyerine aktarilarak orbital ¢alkalamali inkiibatérde 37 °C 230
rpm’de bir gece boyunca iiretildi. Hiicre kiiltiirii maksimum rpm’de 2 dakika santrifiij
edilerek iist sivi uzaklastirildi. Omega ve Qiagen firmalarindan temin edilen plazmit

izolasyon kitleri kullanilarak izolasyon yapildi.

3.2.11. DNA Dizi Analizi

izole edilen rekombinant pazmitler NRPS ve PKS-I gen dizi analizine tabi
tutuldu. Dizi analizleri lontek Sirketine (Istanbul) yaptirildi.

3.2.12. Biyoinformatik incelemeler

NRPS ve PKS-I gen kiimelerinin amplifiye edilen ilgili domainlerinin dizilimleri
NCBI web sayfasinda: (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) Blast programinda

incelendi.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Bulgular

4.1.1. Kullamlan Mikroorganizmalarin Morfolojik Ozellikleri

M2 agarda biiyiitiilen izolatlarin morfolojik 6zellikleri saptandi. Elde edilen

sonuglar Cizelge 4.1°de, izolatlarin kati1 besiyerindeki goriiniimleri ise Resim 4.1-

4.15°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Streptomyces tiirlerinin M2 besiyerinde 5 giin iiretildikten sonraki morfolojik &zellikleri.

Organizma Koloni Substrat miseli | Hava miseli | Difiizlenebilen
goriiniimii Pigmenti

Streptomyces sp. AA58 Likensi Beyaz- Krem Sari -
Streptomyces sp. AAH66 Likensi Turuncu Gri Sari
Streptomyces sp. AR3 Likensi Krem Krem- sar1 -
Streptomyces sp. AR12 Dairemsi Sar1 Gri Sar1
Streptomyces sp. AS28 Kubbemsi Krem Beyaz -
Streptomyces sp. AS36 Dairemsi Kahverengi Beyaz Sar1
Streptomyces sp. ASH47 | Yildizimsi Turuncu Gri -
Streptomyces sp. BA11 Kubbemsi Krem Beyaz -
Streptomyces sp. BAH26 Dairemsi Kahverengi Beyaz Kahverengi
Streptomyces sp. BS29 Dairemsi Sar1 Sar1 Gri
Streptomyces sp. BS44 Kubbemsi Krem Beyaz -
Streptomyces sp. CA12 Kiiremsi Krem Beyaz -
Streptomyces sp. CA17 Kubbemsi | Agcik kahverengi Kahverengi Kahverengi
Streptomyces sp. CA24 dairemsi Krem Gri -
Streptomyces sp. CS41 Kubbemsi Krem Beyaz -

41



4. BULGULAR ve TARTISMA

Resim 4.1. Streptomyces sp AA58’in M2 Resim 4.2. Streptomyces sp AAH66’nin
katt besiyerindeki gortiniimii. M2 Kkat1 besiyerindeki goriiniimii.

Resim 4.3. Streptomyces sp AR3’iin M2 kat1 Resim 4.4. Streptomyces sp AS28’in M2
besiyerindeki goriintimii. kat1 besiyerindeki goriiniimii.

o Resim 4.6. Streptomyces sp AS36’nin M2

Resim 4.5. Streptomyces sp AR12’nin M i "
kati besiyerindeki gériiniimii.

kat1 besiyerindeki goriiniimii.
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Resim 4.7. Streptomyces sp ASH47’nin M2 Resim 4.8. Streptomyces sp BA11’in M2 kati
kat1 besiyerindeki goriiniimil. besiyerindeki goriinimii.

Resim 4.9. Streptomyces sp BAH26’min M2 kati1  Resim 4.10. Streptomyces sp BS29’un M2 kati
besiyerindeki goriintimii. besiyerindeki goriintimii.

Resim 4.11. Streptomyces sp BS44’tin M2 kat: Resim 4.12. Streptomyces sp CA12’nin M2 kat:

besiyerindeki goriinimii. besiyerindeki goriniimii.
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Resim 4.13. Streptomyces sp CA17°nin M2 kati Resim 4.14. Streptomyces sp CA24’iin M2 Kat1
besiyerindeki goriintimii. besiyerindeki goriintimii.

Resim 4.15. Streptomyces sp CS41’in M2 kati
besiyerindeki goriintimii.

Molekiiler teshisleri daha onceden gergeklestirilmis 15 aktinomiset izolatinin

filogenetik agactaki yerleri Sekil 4.1°de goriilmektedir.
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AR17
N. umidischolae AY036001

S. rimosus EF371440
S. albus AJ697941

S. lydicus AB184281
50 - BS39

S. violaceusniger DQ334782
CAH35

BSHA46
S. hygroscopicus EF408736

21

S. phaeochromogenes DQ442538
S. lavendulae EF469608

A. mediterranei EFO17716

S. exfoliatus DQO26647
1o | S. purpureus AB184547
AAS53

28] S. anulatus AB184875

S. halstedii EF178695
S. atroolivaceus AB184113
BR57

64l S. microflawus EF178673

AAS50

»

AS29

31
[ S. fulissimus AB184787

S. griseoviridis AB184210

S. olivaceoviridis AB184288

S. violaceus AB184315

S. diastaticus AB184785
BAH28

CAH33

S. griseoflavus AB184274
AS37

S. chromofuscus AB184194
S. antibioticus AB184108

76

AR4

4‘ BA3
99
CA13
AR24
CA11l
s0 BS32
99 BA12

—
0.02

Sekil 4.1. Bu galismada kullanilan 15 Streptomyces tiiriiniin, 16S rRNA genlerine gore gizilen, beraber izole
edilen diger tiirler ve Streptomyces gruplarini temsil eden organizmalar ile olusturulmus filogenetik
agac¢ (Yilmaz ve ark. 2008). Bu ¢alismada kullanilan izolatlar agacin {izerinde daire i¢ine alinmistir.
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4.1.2. Kromozomal DNA’larin Jelde incelenmesi

15 farkli aktinomiset tiiriinden kromozomal DNA izolasyonlart yapildi (Sekil
4.2)

2‘345 6\ & 101112131415
un‘" e

Wy By e

a b
Sekil 4.2. 1zole edilen kromozomal DNA’lar.a) 1. Streptomyces sp. AA58,2. Streptomyces sp. AAH66,. 3.

Streptomyces sp. ARS3, 4. Streptomyces sp. AR12, 5. Streptomyces sp. AS28, 6. Streptomyces sp. AS36,
7. Streptomyces sp. ASH47, 8. Streptomyces sp. BA11, , 10. Streptomyces sp. BS29, 11. Streptomyces sp.
BS44, 12. Streptomyces sp. CA12, 13. Streptomyces sp. CALl7, 14. Streptomyces sp. CA24, 15.
Streptomyces sp.CS41. b) 9. Streptomyces sp. BAH26

4.1.3. NRPS ve PKS-I Genlerinin Bakterilerin Genomlarinda Taranmasi
4.1.3.1. NRPS Genlerinin Taranmasi

Saflagtirilan genomik DNA’lardan NRPS amplifikasyonu standart kosullardan
baglanarak yapildi. Standart kosullarda iirin elde elde edilmeyen izolatlarda MgCl,
miktar1, termal dongii kosullart ve kullanilan PCR Kkiti degistirilerek optimizasyonlar

yapildi.

15 aktinomiset izolatinda amplifikasyon i¢in Oncelikle standart kosullardan

baslandi. Ancak higbir izolatta amplifikasyon gozlenmedi.

Bunun iizerine Roche firmasindan temin edilen Taq polimeraz kullanilarak

baglanma sicakligt 57°C ve MQgCl,’iin final konsantrasyonu 1.5 mM olarak
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degistirildiginde; Streptomyces tiirleri CA12 (Sekil 4.3), AR12 (Sekil 4.4), AA5S,
AAHG6 (Sekil 4.5) ve CS41 (Sekil 4.6) izolatlarinda amplifikasyon gézlendi.

1018 bg

<+— NRPS
517 be

Sekil 4.3. Streptomyces sp. CA12 izolatindan elde edilen elde edilen piitatif NRPS adenilasyon domaini.

1018 b
517 be

Sekil 4.4. Streptomyces sp. AR12 izolatindan elde edilen piitatif NRPS adenilasyon domaini.
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<+ NRPS

Sekil 4.5. Streptomyces sp. AA58 ve Streptomyces sp. AAH66 izolatlarindan elde edilen piitatif NRPS

adenilasyon domaini.

1018 bg

517 be

Sekil 4.6. Streptomyces sp. CS41 izolatindan elde edilen piitatif NRPS adenilasyon domaini.
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Roche firmasindan temin edilen Taq polimeraz kullanilarak baglanma sicakligi
55°C ve MgCl,’iin final konsantrasyonu 2 mM olarak degistirildiginde; Streptomyces
tirleri AR3, AS36, ASH47, BA1l, BAH26, BS29 (Sekil 4.7), BS44, CAl7, CA24
(Sekil 4.8)’de amplifikasyon gozlendi.

AS36 ASH47 BA1l BAH26 BS29 "M

1018 bg

517 b

Sekil 4.7. Streptomyces sp. AR3, Streptomyces sp. AS36, Streptomyces sp. ASH47, Streptomyces sp.
BA11, Streptomyces sp. BAH26 ve Streptomyces sp. BS29 izolatlarindan elde edilen piitatif NRPS
adenilasyon domaini.

CAl7 CA24

Sekil 4.8. Streptomyces sp. BS44, Streptomyces sp. CAL7 ve Streptomyces sp. CA24 izolatlarindan elde
edilen piitatif NRPS adenilasyon domaini.
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Roche firmasindan temin edilen Taq polimeraz kullanilarak baglanma sicaklig
50 °C ve MgCl,’lin final konsantrasyonu 2 mM olarak degistirildiginde; Streptomyces
sp. AS28 izolatinda amplifikasyon gozlendi (Sekil 4.9).

NRPS 1018 bg

517 be

Sekil 4.9. Streptomyces sp. AS28 izolatindan elde edilen piitatif NRPS adenilasyon domaini.

4.1.3.2. PKS-1 Genlerinin Taranmasi

Saflagtirilan genomik DNA’lardan NRPS amplifikasyonu standart kosullardan
baglanarak yapildi. Standart kosullarda iirin elde elde edilmeyen izolatlarda MgCl,
miktari, termal dongii sicakliklari ile siireleri ve kullanilan PCR Kiti degistirilerek

optimizasyonlar yapildi.

15 aktinomiset izolatinda amplifikasyon i¢in Oncelikle standart kosullardan

baslandi. Ancak higbir izolatta amplifikasyon gozlenmedi.

Bunun iizerine Fermentase firmasindan temin edilen Taq polimeraz kullanilarak
baglanma sicakhigi 53 °C ve MgCly’iin final konsantrasyonu 3.5 mM olarak
degistirildiginde; Streptomyces sp. CA12 (Sekil 4.10) ve Streptomyces sp. CS41 (Sekil
4.11) izolatlarinda amplifikasyon gozlendi.
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1636 bg

1018 b <+ PKS-|

Sekil 4.10. Streptomyces sp. CA12 izolatindan elde edilen piitatif PKS-1 KS domaini.

1636 bg

1018 be PKS-I

Sekil 4.11. Streptomyces sp. CS41 izolatindan elde edilen piitatif PKS-I KS domaini.

Fermentase firmasindan temin edilen Tag polimeraz kullanilarak baglanma
sicakligt 50 °C ve MgCly’iin final konsantrasyonu 1.5 mM olarak degistirildiginde;
Streptomyces sp. AAS58 (Sekil 4.12) ve Streptomyces sp. CA17 (Sekil 4.13) izolatlarinda

amplifikasyon gozlendi.
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1636 bg mp B

1018 bg mmp

Sekil 4.12. Streptomyces sp. AA58 izolatindan elde edilen piitatif PKS-1 KS domaini.

1636 be

1018 bg == < PKS-|

Sekil 4.13. Streptomyces sp. CA17 izolatindan elde edilen piitatif PKS-1 KS domaini.

3) Fermentase firmasindan temin edilen Taq polimeraz kullanilarak baglanma
sicakhigi 50 °C ve MgCly’iin final konsantrasyonu 2.5 mM olarak degistirildiginde;
Streptomyces sp. BAL1l (Sekil 4.14) ve Streptomyces sp. BAH26 (Sekil 4.15)

izolatlarinda amplifikasyon gézlendi.
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Sekil 4.14. Streptomyces sp. BA11 izolatindan elde edilen piitatif PKS-1 KS domaini.

1636 be

Sekil 4.15. Streptomyces sp. BAH26 izolatindan elde edilen piitatif PKS-1 KS domaini.
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Roche firmasindan temin edilen Taq polimeraz kullanilarak baglanma sicakligi
45°C ve MgCly’lin final konsantrasyonu 2mM olarak degistirildiginde; Streptomyces sp.
CAZ24 izolatinda amplifikasyon gozlendi (Sekil 4.16).

1636 bg

1018 be PKS-I

Sekil 4.16 Streptomyces sp. CA24 izolatindan elde edilen piitatif PKS-1 KS domaini.

Roche firmasindan temin edilen Taq polimeraz kullanilarak termal dongiide;
denatiirasyon siiresinin 30 saniyeden 45 saniyeye cikarilmasi, baglanma sicakliginin 55
°C’den 50 °C’ ye, siiresinin ise 2 dakikadan 1.5 dakikaya diisiiriilmesi ve ayn1 zamanda
polimerizasyon siiresinin 4 dakikadan 3 dakikaya diisiiriilmesi sonucunda; Streptomyces
tirleri AR3, AS36, ASH47, BS29 (Sekil 4.17) ve AS28 (Sekil 4.18)’de amplifikasyon

gozlendi.
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AS36 ASHA47 BS29

1636 be

1018 be ..."~ PRS-
.

Sekil 4.17. Streptomyces sp.AR3, Streptomyces sp. AS36, Streptomyces sp. ASH47, Streptomyces sp.
BS29 izolatlarindanelde edilen piitatif PKS-1 KS domaini.

1636 bg

1018 be PKS-I

Sekil 4.18. Streptomyces sp.AS28 izolatindan elde edilen piitatif PKS-1 KS domaini.
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NRPS ve PKSI genlerinin tarandigi 15 streptomyces tiirii i¢in yapilan
optimizasyonlar sonucunda 15’inde NRPS ve 12’sinde PKSI genlerinin varlig1 tespit

edildi.
4.1.4. Klonlama
4.1.4.1. NRPS Genlerinin Piitatif Adenilasyon Domaininlerinin Klonlanmasi

Streptomyces sp. CS41, Streptomyces sp. AA58 ve Streptomyces sp. BAll
izolatlarindan elde edilen NRPS genlerine ait adenilasyon domainileri klonlanarak mini
gen kiitiiphaneleri kuruldu. Olugsan mavi beyaz kolonilerden rekombinant plazmitleri
tasiyan beyaz koloniler secilerek plazmit izolasyonu yapildi. Rekombinant plazmitlerin
jel fotograflar Sekil 4.19, 4.20 ve 4.21°de verilmistir.

. f— Rekombinant
PGEM-T vektor =g - e - - - Plazmit

— O — — Rekombinant

pGEM-T vektor Plazmit

Sekil 4.19. Streptomyces sp. CS41 izolati, NRPS adenilasyon domaini gen kiitiiphanesinden elde edilen
rekombinant plazmitler.
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DGEM-T vektor TN B e ey g B Y s . m—— Rekombmant
Plazmit
. e Gy ey R e GOEE BENM POTT! EEET Emm g L —— Rekombinant
pPGEM-T vektor Plazmit
L L T ——— - Rekombinant
PGEM-T vektor Plazmit

Sekil 4.20. Streptomyces sp. AA58 izolati,NRPS adenilasyon domaini gen kiitiiphanesinden elde edilen
rekombinant plazmitler (sekanslar1 devam ediyor).
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Rekombinant

pPGEM-T vektor .
Plazmit

Rekombinant

pGEM-T vektor .
Plazmit

) o L - - - Rekombinant
pGEM-T vektor - Plazmit

Sekil 4.21. Streptomyces sp. BA11 izolati, NRPS adenilasyon domaini gen kiitiiphanesinden elde edilen
rekombinant plazmitler (sekanslar1 devam ediyor).
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4.1.4.2. PKS-1 Genlerinin Piitatif Ketosentaz Domainlerinin Klonlanmasi

Streptomyces sp. CA17 izolatindan elde edilen PKS-I geni ketosentaz domainleri
klonlanarak mini gen kiitliphanesi kuruldu. Olusan mavi beyaz kolonilerden
rekombinant plazmitleri tagsiyan beyaz koloniler secilerek plazmit izolasyonu yapildi.

Rekombinant plazmitlerin jel fotograflar1 Sekil 4.22°de verilmistir.

Rekombinant

pGEM-T vektor Plazmit

Rekombinant

. PGEM-T vektor
Plazmit

Rekombinant

PGEM-T vektor Plazmit

Sekil 4.22. Streptomyces sp. CAl7 izolati, PKS-l KS domaini gen kiitiiphanesinden elde edilen
rekombinant plazmitler.
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4.1.5. Biyoinformatik incelemeler

4.1.5.1. Streptomyces sp. CS41 NRPS Kiitiiphanesinin Incelenmesi

Kiitiiphaneden 28 klonun secilerek sekanslanmasi sonucunda Streptomyces sp.

CS41 izolatimin NRPS genlerinin 6 farkli A domaini igerdigi tespit edilmistir. Cizelge
4.2 ve 4.3’de grupladigimiz bu klonlarin Genbankasinda sirastyla BLASTn ve BLASTX

incelemeleri sonucunda, en yakin homoloji gosterdigi NRPS genlerinin ait oldugu

bakteriler goriilmektedir.

Cizelge 4.2. Streptomyces sp. CS41 izolatinin NRPS Kkiitiiphanesinden segilen klonlarin BLASTnN

sonuglari
Grup Organizma/Genbank no Homoloji | Secilen
ismi klon sayisi
1 Streptomyces bingchenggensis BCW-1(gb|CP002047.1]) % 71 12
2 Streptomyces lavendulae subsp. lavendulae % 74 2
(dbjlAB432446.1])
3 Streptomyces endus (dbj|AB432579.1|) % 74 6
4 Ralstonia solanacearum GMI1000 (emb|AL646052.1|) % 68 1
5 Streptomyces coeruleoprunus (dbj|AB432675.1|) % 85-91 3
6 Amycolatopsis mediterranei U32 (gb|CP002000.1]) % 71 1

Cizelge 4.3. Streptomyces sp. CS41 izolatmin NRPS kiitiiphanesinden

secgilen klonlarin BLASTX

sonuglari
Grup Organizma/Genbank no Homoloji Secilen
ismi klon sayisi
1 Streptomyces cf. griseus XylebKG-1(ref|[ZP_08236938.1]) 0% 57 12
2 Xenorhabdus bovienii SS-2004 (reflYP_003468051.1) % 40-42 2
3 Streptomyces endus (dbj|BAH68616.1]) % 74 6
4 Lutiella nitroferrum 2002 (ref|ZP_03697987.1|) % 56 1
5 Streptomyces venezuelae ATCC 10712 (emb|CCA60345.1)) % 82 3
6 Ralstonia solanacearum PSI07 (reflYP_003752508.1]) % 60 1

Homoloji sonuglarina gore ozellikle 1, 2, 4 ve 6. grupta tespit edilen NRPS A

domainlerinin, simdiye kadar rapor edilmemis domainler ile diisiik akrabalik derecesi
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/297153409?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=Z36DSM6Y01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238769836?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=Z2C9Z069011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238770499?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=Z2CGCZEG01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/30407127?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=Z2DEB2W3014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238770691?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=Z2DWRYBA014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/299791451?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=Z3FFHFY0014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/326777673?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=2&RID=Z36E8CM801S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/290475165?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=Z2C9RTX0016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/238770500?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=Z2CGM7HA01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/224824881?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=Z2DEMUPS014
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dikkat cekicidir. Bu domainlerin yeni antibiyotik gen kiimelerinin bir pargasi olabilme

olasilig1 biiytiktiir.
4.1.5.2. Streptomyces sp. CA17 PKS-I Kiitiiphanesinin Incelenmesi

Yaklasik 28 klonun segilerek sekanslanmasi sonucunda Streptomyces sp. CA17
izolatinin 2 farkli PKS gen kiimesi icerdigi tespit edilmistir. Cizelge 4.4 ve 4.5’de
grupladigimiz bu klonlarin Genbankasinda sirasiyla BLASTn ve BLASTX incelemeleri
sonucunda, en yakin homoloji gosterdikleri PKS-l genlerinin ait oldugu bakteriler

goriilmektedir.

Cizelge 4.4. . Streptomyces sp. CAl7 izolatinin PKS-| kiitiiphanesinden secilen klonlarin BLASTnN
sonuglari

Grup Organizma/Genbank no Homoloji Secilen
ismi klon sayisi
1 Streptomyces sp. ID05-A0197 (dbj|AB431744.1]) % 77 34

Cizelge 4.5. . Streptomyces sp. CAl7 izolatinin PKS-| kiitiiphanesinden sec¢ilen klonlarn BLASTX

sonuglari
Grup Organizma/Genbank no Homoloji Secilen
ismi klon sayisi
1 Streptomyces hygroscopicus ATCC 53653 % 74 34
(ref|ZP_07294852.1))

Homoloji sonuglarina gore Streptomyces sp. CA17 izolatinin sahip oldugu PKS-

I geninin Streptomyces hygroscopicus un NRPS genleri ile hatir1 sayilir bir homoloji oldugu
goriilmektedir. Boyle bir homolojiye ragmen ; Streptomyces sp. CA17’nin bu gen kiimesinden
sentezlenen ketid bilesiginin baska ek domainleri sayesinde bagka bir bilesigi kodlayan genin

bir pargasi olma olasiligi da mevcuttur.

61


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238767819?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=Z28M4NF601N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/302542510?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=Z28MC3VZ014

4. BULGULAR ve TARTISMA

4.2. Tartiyma

Biyolojik aktiviteye sahip olan dogal iiriinler glinlimiizde ila¢ kesfi igin
vazgegilmez kaynaklardir (Savic ve Vasiljevic 2006). Biyolojik aktiviteye sahip peptid
ve poliketid bilesiklerinin ¢ogu ribozomal olmayan peptid sentetazlar (NRPS) ve
poliketid sentazlar (PKS) tarafindan sentezlenmektedir. NRPS ve PKS’ler
mikroorganizmalar tarafindan {iretilen 6nemli biyoaktif bilesiklerin biiylik bir kisminin
sentezinde gerekli biyosentetik sistemlerdir (Ayuso-Sacido ve Geniloud 2005).
Sekonder metabolitlerin iiretimi i¢in farkli dogal ortamlarda yayilis gosteren
aktinomiset cinslerinin genetik potansiyelini aragtirmis olan bazi ¢alismalar mevcut olup
(Metsa-Ketela ve ark. 1999, Metsa-Ketela ve ark. 2002, Ayuso-Sacido ve Genilloud,
2005, Gonzales ve ark. 2005, Savic ve Vasiljevic, 2006), bunlar igerisinde Streptomyces
tirlerinin biyoaktif sekonder metabolit iireticisi olarak yiiksek frekansa sahip oldugu

bulunmustur.

Sekonder metabolit sentezinden sorumlu NRPS ve PKS-I genlerini lokal
aktinomiset tiirlerinde taramayi amacladigimiz ¢alismamizda 15 organizmanin 15’inde
NRPS (% 100) ve 12’sinde (% 80) PKS-I amplifikasyonu elde edildi. Calistigimiz
organizmalarda bilesik iiretme potansiyelinin olmasi, aktinomiset tiirlerinin mikrobiyal
sekonder metabolit iretimi agisindan zengin organizma grubunu teskil ettikleri

seklindeki goriisii destekler niteliktedir.

Caligmamizda kullanilan organizmalar antimikrobiyal aktivite yoniinden farkli
besiyerlerinde test edilmistir (Yilmaz ve ark. 2008, Ozakin 2010). 15 organizmadan
Streptomyces sp. AAS8, Streptomyces sp. AR12, Streptomyces sp. ASH47,
Streptomyces sp. CA12, Streptomyces sp. CA17, izolatlar1 M2 ve TSB besiyerlerinde,
Streptomyces sp. BAH26 izolat1 sadece TSB besiyerinde, daha 6nceki iki besiyerinde
antimikrobiyal aktivite gostremeyen Streptomyces sp. AS28, Streptomyces sp. BS29
izolatlar1 ise Benett +Glukoz besiyerinde, Streptomyces sp. CS41 izolati ise her ii¢
besiyerinde tiretildikleri zaman antimikrobiyal aktivite gostermiserdir. Sonug itibariyle
calismamizda kullanilan 15 organizmadan 9’unda antimikrobiyal aktivite tespit
edilmistir. Yaptigimiz genetik taramada tiim izolatlarda NRPS, 12’sinde PKS-I geni
acisindan biyoaktif sekonder metabolitlerin varhigi tespit edilmistir. Bu da genetik
taramanin kimyasal taramaya stlinliigiinii ortaya koymaktadir. Gonzalez ve arkadaslari

(2005), likenlerden izole ettikleri 337 aktinomiset izolatinin sekonder metabolit
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biyosentetik genlerini tespit etmeyi amagcladiklar1 ¢aligmalarinda PKS-I, PKS-II ve
NRPS genlerini dejenere PCR primerleriyle taramislardir. izolatlarmin; % 62.6’sinda
PKS-I, % 64.7°sinde PKS-II ve % 58.5’inde NRPS biyosentetik genlerini amplifiye
etmiglerdir. Bu rakamlara ragmen, klasik kiiltiir kosullarinda tiim izolatlarin
antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri % 27 olarak tespit edilmistir. Bu ve buna benzer
birgok c¢alismada gosterildigi gibi; standard fermentasyon kosullarinda iiretimi
basarisizlikla sonuglanmis olan biyoaktif metabolitin, genom analizleri ile ortaya
cikarilmasi ve dogrudan rasyonel yaklasimlarla yeni biyoaktif dogal bilesiklerin tespiti,
ekspresyonu ve saflastirilmasinin miimkiin olabilecegi goriilmektedir. Genom projeleri
tamamlanmis Streptomyces’larin  kiiltiir ortaminda {rettiklerinden ¢ok daha fazla
miktarda NRPS ve PKS bilesiklerine sahip oldugu saptanmuistir (Ehrenreich ve ark.
2005). Genom projesi tamamlanmig S. avermitilis’in 29 adet potansiyel sekonder
metabolit sifreledigi, bunlarin 8’inin NRPS’lerin tirettigi peptidler, 11’inin ise PKS’ler
tarafindan iretilen poliketid bilesikleri oldugu tespit edilmistir. Kimyasal tarama ile
genetik tarama karsilastirildiginda genetik tarama sonucu, sahip olunan bilesik oraninin
daha yiiksek olmasinin en 6nemli sebeplerinden biri organizmalarin genomlarinda
varolan kriptik genlerdir. Genetik tarama ile bunlarin tespiti; sadece klasik kiiltiir
kosullarinda sentezlenemeyen bu bilesikleri ortaya ¢ikarmakla kalmayip ayni1 zamanda
kimyasal tarama metodlart ile tespit edilemeyecek kadar az iiretilen bilesiklerinin

kesfedilmesine de yol agacaktir.

Kurulan kiitiiphanelerden secilen klonlarimiz igerisinde Genbankasinda simdiye
kadar bulunmus olan bilesiklerin genleri ile anlamli oranda bir homolojiye rastlanmayan
ornekler de bulunmustur. Bunlarin {iriinlerinin yeni bilesikler olabilecegi sanilmaktadir.
Streptomyces sp. CS41 NRPS kiitiiphanesinden yaklasitk 28 klonun segilerek
sekanslanmasi sonucunda bu izolatin 6 farkli grup igerdigi igerdigi tespit edildi.
BLASTx incelemeleri sonucunda 6 gruptan 1. grubun Streptomyces cf. griseus
XylebKG-1 NRPS adenilasyon domaini ile % 57, 2. grubun Xenorhabdus bovienii SS-
2004 peptid sentetazi ile yaklasik % 40 homoloji gosterdigi saptandi. Bu klonlarin
diisiik homolojilerinden dolay1r yeni gen kiimelerine ait A domainleri olabilecegi
diistinilmektedir. Dikkat ¢ekici diger gruplar olan 4. gruptaki klonlarin Lutiella
nitroferrum 2002’ nin NRPS A domaini ile % 56, ve 6. gruptaki klonlarin ise Ralstonia

solanacearum PSIO7’nin bir peptid bilesigi olan siderofor sentetazi ile % 60 homoloji
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gosterdigi tespit edildi. Ayn1 sekilde diisiik homolojilerden dolayi, bunlarin yeni genler
icin aday olabilecegi sonucuna varildi. BLASTX incelemeleri amino asit homolojisine
dayali oldugu i¢in sonuglarin protein protein benzerligini ortaya koymasi agisindan
onemlidir. Biyosentetik gen kiimelerine ait domainlerde % 70’in altinda olan BLASTX
homolojilerinde, incelenen dizilimin yeni bir gene ait oldugu daha 6nce aragtirmacilar

tarafindan ileri siiriilmistiir (Zhang ve ark. 2009, Komaki ve ark. 2009)1.

CAL7 PKS-I kiitiiphanesinden 38 klonun segilerek sekanslanmasi sonucunda bu
izolatin yalnizca tek ¢esit PKS-I geni icerdigi tespit edildi. Bunun ise S. hygroscopicus
ATCC 53653 oleandomisin poliketid sentazi ile % 74 homoloji gdsterdigi tespit edildi.
Dolayistyla Streptomyces sp. CAl7izolatinin da bir oleandomisin ya da bunun benzer
bir tiirevi bagka bir bilesigi sentezleme potansiyeli tespit edilmistir.

NRPS ve PKS-I genlerinin BLAST sonuglarina dikkat edilirse NRPS gen
¢esitliliginin PKS’ye goére daha fazla oldugu goriilmektedir. Izolatlarimizin iirettigi
peptid bilesiklerinin ketid bilesiklere gore daha fazla oldugu sonucuna varildu.

Diisiik homoloji tespit ettigimiz klonlar ilgili izolatin genomunda NRPS
genlerinin taranmasinda prob olarak kullanilacaktir. Bu strateji ile genomda , yeni

bilesik sentezinden sorumlu genlere ulasilmasi1 amaglanmaktadir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bilinen mikrobiyal metabolitlerin % 60’indan fazlasi aktinomisetler tarafindan
tiretilmekte olup, bunlarin igerisinde Streptomyces cinsinin tiirleri genis varyetede ve
miikemmel kapasitede biyoaktif madde iireticisi olarak dikkat ¢cekmektedirler. Cok fazla
sayida Streptomyces izole edilerek tarama g¢alismalar1 yapildiginda yeni izolatlardan
yeni metabolitlerin bulunma sansi giderek artmaktadir (Lancini ve Lorenzetti 1993,
Sossio ve ark. 2000). Antimikrobiyal aktivite gibi basit testler, Streptomyces’larin diger
aktinomiset cinsleri olan Actinoplanes ve Streptosporangium gibi diger cinslere nazaran
oldukca yiiksek bir biyoaktiviteye sahip oldugunu gostermektedir. Sekonder
metabolitlerin {iretimi igin farkli dogal ortamlarda yayilis gosteren aktinomiset
cinslerinin genetik potansiyelini arastirmis olan bazi ¢alismalar mevcut olup (Metsa-
Ketela ve ark. 1999, Ayuso-Sacido ve Genilloud, 2005, Gonzales ve ark. 2005, Savic ve
Vasiljevic, 2006), bunlar igerisinde Streptomyces tiirlerinin biyoaktif sekonder metabolit
tireticisi olarak yiiksek frekansa sahip oldugu bulunmustur. Bu ¢alismalarin yanisira,
genom projeleri tamamlanmig Streptomyces’larin kiiltiir ortaminda {tirettiklerinden ¢ok
daha fazla miktarda NRPS ve PKS genlerine sahip oldugu saptanmistir (Ehrenreich ve
ark. 2005).

Bu amaglar dogrultusunda yapmis oldugumuz c¢alismalarda;

1) 15 Streptomyces izolatinin tamaminda NRPS, 12’sinde PKS-I genlerinin varlig
ortaya konuldu.

2) 3 izolatin (Streptomyces sp. AA58, Streptomyces sp. BA11, Streptomyces sp. CS41)
NRPS, 1 izolatin (Streptomyces sp. CA17) ise PKS-I mini gen kiitiiphanesi kuruldu.

3) Yapilan DNA dizi analizi sonucunda; Streptomyces sp. CS41 izolatinin 6 farkl
NRPS A domaini igerdigi, Streptomyces sp. CA17 izolatinin ise tek g¢esit PKS-I1 KS
domaini icerdigi tespit edildi.

4) Streptomyces sp. CS41 izolatininNRPS kiitiiphanesinde tespit edilen 6 farkli grup
icerisinde 4 grupta (1, 2, 4 ve 6) BLASTx analizlerinde % 70’in altinda homoloji
gosterdigi tespit edildi. Bu durum bunlarin yeni bir gene ait olabilecegini
diistindiirmektedir.

Yapilacak hibridizasyon ¢alismlarinda, domainler homolog prob olarak

kullanilarak biyosentetik genler bakterilerin genomlarinda taranacaktir.
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