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OZET

ENDEMIK BITKI RiZOSFERLERINDEN iZOLE EDILEN LOKAL
AKTINOMISETLERDE MIKROBIYAL SEKONDER METABOLITLERIN
SENTEZINDEN SORUMLU GENLERIN TARANMASI

YUKSEK LISANS TEZI

Ismail ACER

DICLE UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BIYOLOJi ANABILIM DALI

2011

Biyoaktif sekonder metabolitler; antibiyotikler, antitimor ajanlar, toksinler ve
sideroforlar1 iceren ve islevsel olarak birbirinden oldukca farkli biyokimyasal siniflara dahil
olan bilesiklerdir. Mikrobiyal sekonder metabolitler, potansiyel olarak sahip olduklar1 6zel
yapilar1 ve biyolojik aktiviteleri ile dogal bilesiklerin zengin kaynaklarindan birini teskil ederler.
Aktinomisetler yeni biyoaktif metabolitlerin kesfi i¢in en 6nemli kaynaklardan birini teskil
etmektedirler. Bu bilesiklerin ¢ogu Poliketid Sentazlar (PKS) ve Ribozomal Olmayan Peptid
Sentetazlar (NRPS) tarafindan sentezlenen biyoaktif molekiillerdir. Son yillarda, bu
metabolitlerin sentezinde metabolik potansiyeli yiiksek olan mikroorganizmalarin biyosentetik
genlerinin karakterizasyonuna yonelik c¢alismalar yapilmaktadir. Bu yaklasim her tiirli
kaynaktan izole edilen aktinomisetlerin biyoaktif metabolit iiretme kapasitesini belirlemek ve
yeni biyosentetik genleri kesfetmek icin basariyla uygulanmaktadir.

Caligmamizda, daha 6nce 3 farkli endemik bitkinin kok g¢evresi topraklarindan izole
edilmis, molekiiler teshisleri yapilmis ve antimikrobiyal aktiviteleri belirlenmis olan 15 farkli
Streptomyces tiiriiniin NRPS ve tip | PKS genlerinin PCR yontemi ile taranmasi amaglandi.
[zolatlarin genomlarinda yapilan taramada; 15 izolatin tamaminda NRPS, 14 tanesinde de tip |
PKS geni tespit edildi. Streptomyces sp. AAHG61, Streptomyces sp. AR24, Streptomyces sp.
CA14 ve Streptomyces sp. BAH46 izolatlar1 icin NRPS genlerinin adenilasyon (A) domainleri
klonlanarak bu izolatlar i¢in mini gen kitiiphaneleri kuruldu. Streptomyces sp. CA3 ve
Streptomyces sp. AS31 izolatlarinin ise tip | PKS genlerinin Ketosentaz (KS) domainleri
klonlanarak mini gen kiitiiphaneleri kuruldu. Streptomyces sp. AAH61 ve Streptomyces sp.
AR24’{in NRPS Streptomyces sp. AS31 ve Streptomyces sp. CA3 izolatlarinin ve tip | PKS mini
gen kiitiiphanelerinden segilen klonlarin DNA dizi analizleri yapildi. Elde edilen sekanslar
NCBI (Amerikan Ulusal Biyoteknoloji Enformasyon Merkezi) web sitesindeki BLAST
programi kullanilarak analizleri yapildi. Yapilan analizler sonucunda; Streptomyces sp. AAH61
ve Streptomyces sp. AR24’iin her birinin birbirinden farkli ii¢c NRPS genine ait A domaini
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tasidig1 tespit edildi. Bunun yani sira Streptomyces sp. AS31’in iki farkli, Streptomyces sp.
CA3’iin ise yalmizca bir adet tip | PKS geni igerdigi bulundu. Elde edilen bu genlerden biiyiik
bir kisminin simdiye kadar bulunmus olan NRPS ve tip I PKS genleriyle diisitk homolojilere
sahip olmasi bu genlerin yeni genler olabilecegi izlenimi uyandirmaktadir. Yapilacak
hibridizasyon deneyleri ile bunu kesinlige kavusturmak miimkiin olacaktir.

Anahtar kelimeler: Streptomyces, NRPS, PKS, PCR, Sekonder Metabolit.
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ABSTRACT

THE SCREENING OF GENES RESPONSIBLE FOR BIOSYNTHESIS
OF THE SECONDARY METABOLITES FROM ACTINOMYCETES
ISOLATED FROM RHIZOSPHERIC SOILS OF ENDEMIC PLANTS

MsC THESIS

Ismail ACER

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

2011

Bioactive secondary metabolites are a functionally diverse class of biochemically
synthesized compounds, which include antibiotics, antitumor agents, toxins, and siderophores.
Microbial secondary metabolites represent a large source of compounds endowed with
ingenious structure and potent biological activites. The actinomycetes traditionally represent
one of the most impotant sources for the discovery of new metabolites with biological activity;
and many of this are describe being produced by polyketide syntahases (PKS) and nonribosomal
peptide synthetases (NRPS). The last decade, these biosyntetic genes (NRPSs, PKSs) are
studied present a strain characterization system based on the metabolic potential of microbial
strains by targeting. This method was applied to study the distribution of PKS and NRPS
biosynthethetic systems in a collection of wild-type actinomycetes isolated from different
habitats samples that were evaluated for the production of antimicrobial activites.

In the present study, it was used 15 Streptomyces strain that were previously isolated
from rhizospheric soil of endemic plants. The molecular characterization and antimicrobial
activites of these strains were also previously determined. Nonribosomal Peptide Synthetase
(NRPS) and type | Polyketide Synthase (PKS) genes were screened by polymerase chain
reaction (PCR) in these strain. NRPS genes were amplified from all of 15 Streptomyces strains
and type | PKS genes were detected in 14 out of 15 Streptomyces strain. PCR products of NRPS
genes were cloned and constituted mini libraries from Stretomyces spp. AAH61, AR24, CAl4
and BAH46. PCR products of type | PKS genes were cloned and constituted mini libraries from
Streptomyces spp. CA3 and AS31. Sequence analyses of chosen clones were compared to the
published sequences by performing BLAST search in the GenBank databases.

According to BLAST analysis, three A domains belong to different NRPS genes were
detected in both Streptomyces sp. AAH61 and Streptomyces sp. AR24. Furthermore, two
different KS domains of type | PKS genes were detected in Streptomyces sp. AS31 and only one
type | PKS gene was found in Streptomyces sp. CA3. It was observed that the sequences
obtained from mini libraries have low homology when compared to the genes reported so far.
Therefore, these genes may be candidate novel genes that are responsible for new bioactive
compounds. This hypothesize will be approved by hybridization studies in the genome of
isolates.

Key word: Streptomyces, NRPS, PKS, PCR, Secondary Metabolite.
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KISALTMALAR ve SIMGELER
A: Adenilasyon
ACP: Agil Tastyici1 Protein
AT: Agiltransferaz
ATP: Adenozintrifosfat
BFB : Brom fenol blue
BLAST: Basic Local Alignment Search Tool
bp: Baz Cifti (Base Pair)
C: Kondensasyon
°C: Santigrat Derece
DH: Dehidrataz
dk: Dakika
DMF: Dimetilformamid
DNA: Deoksiriboniikleikasit
ER: Enoilrediiktaz
EtOH : Etanol
EDTA : Etilendiamintetrasetik asit
EtBr : Etidyum bromiir
FAS: Yagasidi Sentaz
g : Gram
GC: Guanin/Sitozin Bazlar
HIV: insan Bagisiklik Yetmezligi Viriisii
IPTG: Isopropil-B-D-Thiogalactoside
kDa: Kilodalton
KR: Ketorediiktaz
KS: Ketosentaz
L : Litre
LB: Lurient Broth
L-DAP: L-diaminopimelik asit
mm : Milimetre
mM: Milimolar
M : Molarite

Xl



Mb: Megabaz

NCBI : Amerikan Ulusal Biyoteknoloji Enformasyon Merkezi
NRPS: Non-ribozomal Peptit Sentetaz

ng: Nanogram

O.D: Optik Dansite

PCP: Peptid Tastyic1 Protein

PCR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PK: Poliketid

PKS: Poliketidsentaz

rRNA: Ribozomal Riboniikleikasit

R: Ribozom

RNA: Riboniikleikasit

rpm : Dakikadaki devir sayis1 (Revolution Per minute)
SDS: Sodyum Dudesil Siilfat

sn: Saniye

TAE: Tris-baz Asetik Asit EDTA

TE: Tiyoesteraz
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X-Gal: 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-galactopyranoside
ug : Mikrogram

ul : Mikrolitre

pum: Mikrometre

uM: Mikromolar
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1. GIRIS

Biyoaktif bilesikler, farkli kimyasal yapilar1 ve biyolojik aktivitelerinden
dolayr 6nemli molekiiller olup ila¢ kesfi i¢in vazgecilmez kaynaklardir (Savic ve
Vailjevic 2006). Mikroorganizmalar tarafindan tiretilen biyoaktif bilesikler sentezlenen
dogal iiriinlerin zengin kaynaklarindan birini olusturmaktadir. Yeni ila¢ gelistirilmesi
calismalarinda mikrobiyal sekonder metabolitlerin dogrudan kullanimi veya ¢esitli
modifikasyonlarla etkisinin artirilmasi ile elde edilen bilesikler; insan ve hayvan

hastaliklarinin tedavisinde ve ayni zamanda tarimda yogun bir sekilde kullanilmaktadir.

Son zamanlarda biyoaktif sekonder metabolit kesfine yonelik ¢aligmalarda
artis gozlenmektedir. Bu calismalar aktinomisetler iizerinde ve ozellikle Streptomyces
cinsine ait tiirler iizerinde yogunlasmaktadir. Bugiine kadar rapor edilen mikrobiyal
sekonder bilesiklerin % 60’mndan fazlasinin aktinomisetler tarafindan iretildigi
diistintildiiginde, bu c¢alismalarin neden aktinomisetler iizerinde yogunlastig
anlasilabilmektedir. Bu c¢aligmalar sonucunda antibakteriyel (penisilin, vankomisin ve
eritromisin), antitimor ajanlar (ansamitosin, bleomisin), antihelmitik (avermektin, sekil
1.1), antifungal (amfoterisin B, Sekil 1.1), immiinbaskilayic1 (FK-506, Sekil 1.1)
bilesikler de rapor edilmistir (Ayuso ve Genilloud 2004).

Antibiyotiklerin  bilingsiz kullanimindan dolay1 kemoterapotikler ve
antimikrobiyal ajanlara karsi patojen organizmalarin diren¢ kazanmasi nedeniyle
antibiyotiklerin aktivitelerinin bu mikroorganizmalara kars: arastirilmasi ile yeni, etkili
antimikrobiyal maddelerin elde edilmesi zorunlu hale gelmistir. Ozellikle 1990’lardan
bu yana vankomisin direngli enterokoklarin ortaya c¢ikisi, buna ek olarak bagisiklik
sisteminin ¢okmesine neden olan viriisler (HIV) gibi yeni patojenlerin ortaya ¢ikmasi

dogal {irlinlerin 6nemini tiim diinyada artirmaktadir.
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Sekil 1.1. Aktinomisetler tarafindan tiretilen bazi biyoaktif sekonder metabolitler

Tipta, ziraatte ve biyokimyasal arastirmalardaki uygulamalarda kullanilan
biyoaktif peptid ve poliketid bilesiklerinin ¢ogu poliketit sentaz (PKS) ve ribozomal
olmayan peptid sentetazlar (NRPS) tarafindan sentezlenirler (Ayuso ve Genilloud
2004). Yeni biyoaktif sekonder metabolit kesfine yonelik calismalar, PKS ve NRPS
genlerinin taranmasi stratejisine dayanmaktadir. Sekonder metabolizma ile baglantili
genlerin PCR ile taranmasi aktinomisetlerin biyosentetik potansiyellerini ortaya
cikarmak i¢in kullanilan yeni bir yaklasimdir. Bu genler; ribozomal olmayan peptid
sentetazlar (NRPS), modiiler (tip | PKS) ve aromatik (tip Il PKS) poliketid sentazlar
olup, dzellikle tip | PKS ve NRPS genleri simdiye kadar aktinomisetlerden izole edilen
biyoaktif metabolitlerin ¢gogunlugunun yapisini olusturmaktadirlar (Barrios-Llerena ve
ark. 2007).

Yeni biyoaktif sekonder metabolitlerin taranmasi dogrultusundaki g¢alismalar

farkli habitatlardan yeni Streptomyces tiirlerinin izolasyonu ve bunlarin biyoaktif etkili
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bilesiklerinin degisik tarama stratejileri kullanilarak taranmasina dogru yonlenmektedir.
Ozellikle endemik bitki rizosferi topraklar1 antimikrobiyal aktiviteye sahip

aktinomisetler agisindan zengin bir kaynaktir (Barakata ve ark. 2002).

Calismamizda kullanilan  Streptomyces tiirleri; Tiirkiye’nin I¢  Anadolu
Bolgesi’nde yayilis gosteren 3 farkli lokal endemik bitkinin (Aethionema dumanii (A),
Salvia aytachii (B) ve Achillea ketenoglui (C)) kok cevresi topraklarindan izole edilmis
ve teshisleri yapilmis, antimikrobiyal oOzellikleri ve kimyasal taramalari
gerceklestirilmis  (Yilmaz ve ark. 2008) olup, bu tiirlerin biyoaktif sekonder
metabolitlerinin sentezinden sorumlu olan tip | PKS ve NRPS genlerinin PCR ile

taranmasi hedeflenmistir.
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2. KAYNAK OZETLERI
2.1. Genel Bilgiler

2.1.1. Sekonder Metabolitler

Bugiin piyasada bulunan toksinler, reseptdr agonist/antagonistleri, enzim
inhibitorleri, antitimor ajan gibi antibiyotiklerin biiylik ¢ogunlugu dogal bilesiklerden
koken almaktadir (Ili¢ ve ark. 2007). Ozellikle mikrobiyal kaynakli dogal iiriinler ilag
kesfi icin en Onemli kaynaklardan birini olusturmaktadir. 1930’larda siilfonamid
antibiyotiklerin ve 1940’larda penisilinin tanimlanmasi, tipta bakteriyel enfeksiyonlarla
miicadelede devrim yaratmistir (Drews 2000 ve Sneader 2005 ). Bu kesifler sonraki 30
yillik zaman igerisinde arastirmacilar1 bakterilere karsi yeni ilag arayisina sevk etmisler.
Selman Waksman’in  Streptomyces griseus tarafindan iretilen  streptomisini
kesfetmesiyle bu alandaki calismalar aktinomiset grubu mikroorganizmalar iizerinde
yogunlagmistir. Bu arayislar, bugiin biiyiik bir ¢ogunlugunu dogal {iriinlerin olusturdugu
antibakteriyel ila¢ smifinin kesfi ile sonuglanmistir (Sneader 2000, Finch 2003, Walsh
2005).

Sekonder metabolitler dogal iiriinlerin en 6nemli grubunu olusturmaktadir.
Kimyasal yapilar1 ve biyolojik aktiviteleri bakimindan hiicresel makromolekiillerden
ayrilirlar (Cannell 1998). Primer metabolitlerin ara iiriinlerinden kdken alan (Mehdi ve
ark. 2006) sekonder metabolitler, molekiil agirliklar1 3000 daltondan kiigiik, taksonomik
olarak farklilik gosteren, organizmaya 0zgli dogal triinlerdir (Oskay ve ark. 2009).
Sekonder metabolitler, organizmanin bilylimesi i¢in gerekli olmayip, bulundugu ortama
daha iyi adapte olmasi i¢in (savunma, farklilasma, diizenlenme, morfogenez, tasima,
hiicresel haberlesme gibi olaylarin ger¢eklesmesinde rol alan bilesikler) gereken
bilesiklerdir (Cannell 1998). Ote yandan cesitli organizmalar arasinda gergeklesen
simbiyotik, antagonistik ve sinerjistik etkilesimlerin temelinde sekonder metabolitler
yatmaktadir (Strobel ve ark. 2004). Sekonder metabolitlerin sentezlenmeleri genellikle
hiicrenin bulundugu ortamin besin miktarina ve tipine gore degismektedir. Ornegin;
ortama bliylimeyi sinirlayan bir karbon kaynagi eklendiginde antibiyotik sentezinde
artis goriilmektedir (Aharonowitz ve Demain 1978). Sekil 2.1°de dogal olarak iiretilen

baz1 antibiyotikler goriilmektedir.



2. KAYNAK OZETLERI

Sekonder metabolizma genelde DNA {izerindeki bir grup gen tarafindan ve
nadiren de olsa plazmid DNA {izerindeki genler tarafindan kontrol edilmektedir
(Demain 1998). Primer metabolizmanin aksine, sekonder metabolizmay1 yonlendiren
metabolik yollar tam olarak anlasilmamakla birlikte ¢esitli hiicresel stres kosullarinin
sekonder metabolit sentezinin baslamasinda 6nemli sinyal olusturdugu diisiiniilmektedir
(Weber ve ark. 2003).

Bilinen 23000 mikrobiyal sekonder matabolitin % 42’si aktinomisetler, % 42’si
mantarlar ve % 16’s1 diger bakteri tiirleri tarafindan tretilmektedir. Aktinomisetler,
sekonder matabolit iireticileri arasindaki en 6nemli gruptur. Aktinomisetler icerisinde
Streptomyces, Saccharopolispora, Amycolatopsis, Micromonospora ve Actinoplantes
ticari oneme sahip bazi biyomolekiillerin iiretiminden sorumlu énemli cinslerdir. Bunlar
icerisinde Streptomyces cinsi % 55 ile en biiyiik paya sahiptir (Lazzarini ve ark. 2000).
Suan genom projeleri tamamlanmig olan Streptomyces coelicolor (Bentley ve ark. 2002)
ve Streptomyces avermitilis (Omura ve ark. 2001) tiirlerinin ikisinde de genomlarinin
tiimiine yayilmis durumda c¢ok sayida genin sekonder metabolit {iretiminden sorumlu
olabilecegi diisliniilmektedir. Bu genler cogunlukla kromozomlarin u¢ kisimlarinda

bulunmaktadir (Omura ve ark. 2001).

Sekonder metabolit iliretme yetenekleri en fazla olan organizmalar arasinda
Streptomyces cinsine ait tiyeler yaklasik 8000 bilesikle ilk sirada bulunmaktadir (Berdy
2004). Streptomyces’lar sekonder metabolitleri kendi dogal ortamlarinda ve 6zellikle
toprakta, morfolojik degisimlerle beraber iiretmeye baglamaktadirlar (Vining 1990).

Mikrobiyal kaynakli sekonder metabolitler potansiyel olarak sahip olduklar1 6zel
yapilar1 ve biyolojik aktiviteleri ile dogal bilesiklerin zengin bir kaynagini olustururlar.
Sekonder metabolitler hem biyolojik aktivitelerinden hem de oldukga degisik kimyasal
yapilarindan dolay1 farmakolojik calismalarda ilag Oncii maddesi olarak
kullanilmaktadir. Ozellikle degisik hastaliklarin tedavisi igin yeni ilaglarin kesfedilmesi
amaciyla sekoder metabolit kokenli bilesikler taranmaktadir. Ilag endiistrisi disinda

tarim, t1p Ve veterinerlik gibi alanlarda kullanilmaktadir.
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Sekil 2.1. Onemli baz1 dogal iiriin antibiyotikler.

2.1.2. Aktinomisetlerin Genel Ozellikleri

Aktinomiset takiminin {iyeleri, dogada farli ekolojik ortamlarda yasayan Gram
pozitif aerobik c¢iiriik¢iil bakterilerdir (Ames ve ark. 1984, Nonomura 1989, Halder ve
ark. 1991, Franco ve ark. 2010). Aktinomistlerin dogal yasam alanlar1 genellikle alkali
topraklardir (Flaig ve Kutzner 1960, Goodfellow ve Williams 1983). Gruba ait tiirlerin
¢ogu noétral pH’da optimum tireme gosterirler (Williams ve Wellington 1982,
Goodfellow ve Williams 1983). Topraktaki aktinomiset miktarin1 ve aktivitelerini
etkileyen faktorlerin; besin, dogal organik madde, tuzluluk, bagil nem, sicaklik, pH ve
toprak bitki ortiisii oldugu belirtilmistir (Goodfellow ve Williams 1983, McCarthy ve
Williams 1990).

Aktinomisetler tipik koloni o6zelligi gostermektedir. Bir aktinomiset kolonisi

bakteriler gibi tek tek hiicre kolonisi olmayip, yogun olarak substrat miselleri, hava
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miselleri ve spor ihtiva etmektedirler. Substrat miselleri ¢ubuk seklinde hareketsiz
elementlerdir. Bir substrat miselinde bazi hiflerin uzunlugu 600 pm’den fazla olabilir.
Bu misellerin bazilar1 ¢ok kisa, dallanmis ve egridirler. Dallanma tipik olarak
monoploidaldir. Hif hiicrelerinin sitoplazmasi dnceleri homojen olup, hiicre yaglandikca
koful olusur, kofullarda yag ve volutin graniilleri bulunabilir (Elisa 1993). Cogu
aktinomisette besin yetersizligi gibi stres kosullarinda substrat miselleri hava
misellerine doniisiir (Weber ve ark. 2003) ve tiim koloniyi ortebilir, boylece pamuksu
pudramsi bir goriiniim kazanir (Kutzner 1956). Hava miselinin olusumunda
organizmanin yapisi, ortamin yapist ve biiylime sartlari rol oynamaktadir. Streptomyces
ambofaciens’de kalsiyum miktarinin 0.1-.05 pg arasinda olmasi havasal misel
gelisimini artirdigi saptanmistir (Natsome ve ark. 1989). Hava miselleri ¢ogu zaman
goriinlir formlarda bulunmalarina ragmen bazi durumlarda ise sadece mikroskopta
goriinebilmekte ve caplar1 1-1.4 um’ye ulasabilmektedir (Gordon ve Mihm 1957,
Gordon ve Bernett 1974, Goodfellow ve ark. 1889). Standart kosullarda her bir
aktinomiset tiiriinde hava misellerinin yapisi karakteristik olup bu durum taksonomik
calismalar igin iyi bir kriter olarak kullanilabilmektedir. ~Hava miselleri stres
kosullarinda spor zincirlerini olusturur ve bu spor zincirlerinden diiz-uzun veya kisa-
serbest sporlar olusur daha sonra bu sporlar ¢imlenerek vejetatif miselleri olustururlar

(Kieser ve ark. 2000).

Otlaklar (Lee ve Hwang 2002), kiy1 kumsallar1 (Suzuki ve ark. 1994), yeralti
magaralar1 (Groth ve ark. 1999), piring tarlalar1 (Hayakawa ve ark. 1988), meyve
bahgeleri (Lee ve Hwang 2002) ve Antartika’daki buzullar gibi degisik habitatlarda
yasayan  aktinomisetler iizerinde c¢esitli ¢alismalar yapilmistir.  Bu ¢alismalar,
aktinomisetlerin toprak ekolojisinde mikrobiyal populasyonun en 6nemli bilesenini
teskil ettigini ve diger biitiin bakterilerden daha fazla bulundugunu gostermistir.
(Jayasinghe ve Parkinson 2008). Aktinomisetleri 6nemli kilan diger bir olgu da
topraktaki azot dongiisiinde rol almalaridir (Elliot ve Lynch 1995).

Aktinomisetlerin karakterizasyonunun yapilabilmesi i¢in kat1 kiiltiirde biiyiiyen
aktinomiset kolonisinin yapisinin 6nemli kriterler arasinda oldugu belirtilmis olup,
koloninin biiyiikliigii ve sekli en 6nemli teshis kriterlerinden biri oldugu kabul edilmistir

(Krainsky ve ark. 1914).
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Aktinomisetler taksonomik olarak siniflandirilken, morfolojilerinin yaninda 16S

rRNA genleri olduk¢a 6nem arzetmektedir. 16S rRNA genlerine dayanan sistematik

smiflandirmaya gore aktinomisetler 13 alt takima, bu alt takimlar da 31 aileye

ayrilmistir (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. Aktinomisetales takiminin sistematik siniflandirtimasi

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, Oerskovia, Rarobacter

Dermabacteraceae

Dermatobacter, Brachybacterium

Intrasporangiaceae

Intrasporangium, Sanguibacter, Terrabacter

Jonesiaceae

Microbacteriaceae

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

Rathaybacter



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 2.1. Aktinomisetales takiminin sistematik siniflandirilmasi devama.

Micromonosporineae Micromonosporaceae Micromonospora,  Actinoplanes,  Catellatospora,

Couchioplanes, Catenuloplanes, Pilimelia

Dactylosporangium

Propionibacterianeae Propionibacteraceae Propionibacterium, Luteococcus,

Microlunatus, Propioniferax

Pseudonocardineae Pseudonocardiaceae Pseudonocardia, Actinopolyspora, Actinosynnema,

Amycolatopsis, Kibdelosporium, Kutzneria, Lentzea,
Saccharomonospora, Saccharopolyspora,

Saccarothrix, Streptoalloteichus, Thermocrispum.

Streptomycineae Streptomycetaceae Streptomyces

Streptosporangineae Streptosporangiaceae Streptosporangium, Herbidospora,Microbispora,

Microtetraspora, Plancbispora, Planomonospora

Thermomonosporaceae  Thermomonospora, Actinomadura,

Spirillospora

Nocardiopsaceae Nocardiopsis

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi (2011)

Aktinomisetler ekonomik degeri yiiksek biyoaktif bilesik {reticileri olarak
bilinirler. Antibiyotikler, vitaminler ve enzimler bu bilesiklerin basinda gelir (de Boer
ve ark. 2005). Ayrica aktinomisetler farkli antimikrobiyal bilesik {iretiminde en 6nemli
kaynaklardan birini olusturmaktadir (Terkina ve ark. 2006). Aktinomisetler tarafindan
tiretilen 6nemli baz1 antibiyotikler Cizelge 2.2’de goriilmektedir (Kieser ve ark. 2000).
Bu yiizden son zamanlarda aktinomisetlerin antimikrobiyal aktivitelerini konu alan bir
cok calisma yapilmaktadir. Yeni aktinomiset tiirleri demek yeni antimikrobiyal bilesik

demek diisiincesi ile bu ¢alismalar giderek artmaktadir.

Cizelge 2.2. Aktinomisetler tarafindan iiretilen ¢esitli antibiyotikler (Kieser ve ark. 2000).

Antibiyotik Organizma Kiyasal sinifi Hedef (etki) Uygulama alam
Aktinomisin D S. ssp. Peptid Transkripsiyon Antitlimor
Aktinomisin A S. ssp. Makrolid Sitokrom sistem Telosidal
Avermektin S. avermitilis Makrolid Klorit iyon yolu Antiparazitik
Bambermisin S. bambergiensis Substitiye amino  Peptidoglikan Biiylimeyi tesvik
glikozit edici
Bialofos S. hygroscopicus Peptid Glutamin sentezi Herbisidal
Bleomisin S. verticillus Glikopeptid DNA Antitlimor
Kandisidin S. griseus Polien Makrolid ~ Membran

10
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Cizelge 2.2. Aktinomisetler tarafindan iiretilen ¢esitli antibiyotikler (Kieser ve ark. 2000) devamu.

Sefamisin Nocardia B-Laktam Peptidoglikan Antibakteriyal
lactamdurans
Kloramfenikol S. venezuelae N-dikloroagil Ribozom Antibakteriyal
fenilpropanoid
Kloratetrasiklin S. aureofaciens Tetrasiklin Ribozom Antibakteriyal
Sikloserin S. orchidaceus Substitiye siklik  Peptidoglikan Antibakteriyal
peptid
Daptomisin S. roseosporus Lipopeptid Lipoteikoik asit Antibakteriyal
Daunomisin S. peucetius Antrasiklin DNA Antitimor
interkalasyon
Desferrioksamin  S. pilosus Peptid Demir
Doxorubisin S. peucetius var. Antrasiklin DNA Antitimor
(Adriamisin) ca esius interkalasyon
Eritromisin Sac. erythraea Makrolid Ribozom Antibakteriyal
FK506 S. hygroscopicus Makrolid FK proteinlerini Immiin
(Takrolimus) baglayarak baskilayict
Fortimisin Micromonospora Aminoglikozit Ribozom Antibakteriyal
olivoasterospora
Fosfomisin S. spp. Fosforik asit Peptidoglikan Antibakteriyal
Gentamisin Micromonospora Aminoglikozit Ribozom Antibakteriyal
spp.
Higromisin B S. hygroscopicus Substitiye Ribozom Antibakteriyal
aminoglikozit
Kanamisin S. kanamyceticus Aminoglikozit Ribozom Antibakteriyal
Lasalosid S. lasaliensis Polieter Membran Biiylimeyi tesvik
edici
Lincomisin S. lincolensis Seker-amid Ribozom Antibakteriyal
Milbemisin S. hygroscopicus Makrolid Klorit demir Antiparazitik
kanallar1
Mitramisin S. argillaceus Aureolik asit DNA alkilasyon Antitimor
Mitomisin C S. caespitosus Benzakinon DNA Antitimor
S. verticillatus
Monensin S. cinnamonensis Polieter Membran Biiyiime
durdurucu
Natamisin S. nataensis Tetraen polien Membran Antifungal
Neomisin S. fradiae Aminoglikozit Ribozom Antibakteriyal
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Cizelge 2.2. Aktinomisetler tarafindan iiretilen gesitli antibiyotikler (Kieser ve ark. 2000) devamiu.

Nikkomisin S. tendale Niikleozit Kitin biyosentezi  Antifungal
insektisidal
Nokardin Nocardia uniformis B-Laktam Peptidoglikan Antibakteriyal
Nosiheptid S. actuosus Tiyopeptid Ribozom Biiylime
durdurucu
Novobiosin S. niveus Koumerin DNA giraz Antibakteriyal
glikozit (B-altiinitesi)
Nistasin S. noursei Polien Makrolid ~ Membran Antifungal
Oleandomisin S. antibioticus Makrolid Ribozom Antibakteriyal
Oksitetrasiklin S. rimosus Tetrasiklin Ribozom Antibakteriyal
Fleomisin S. verticillus Glikopeptid DNA Antitimor
Paromomisin S. rimosus Aminoglukozit Ribozom Antiamibal
Polyoksins S. cacaoi var. Niiklozit peptid Kitin biyosentezi  Antifungal
asoensis (Bitki koruma)
Pristinamisin S. pristinaespiralis Ribozom Antibakteriyal
Puromisin S. alboniger Piirin niikleosit Ribozom Arastirma
Rapamisin S. hygroscopicus Makrolid Protein baglar Immiin
baskilayici
Rifamisin Amycolatopsis Anamisin RNA polimeraz Antibakteriyal
mediterranei Tiiberkiil6z
Ristoketin Nocardia lurida Glikopeptid Peptidoglikan Antibakteriyal
Salinomisin S. albus Polieter Membran Biiyiime
durdurucu
Spektinomisin S. spectabilis Aminosiklitol Ribozom Antibakteriyal
Spinosins Sac. spinosa Tetrasiklik Bilinmiyor Insektisidal
makroloid
Spiramisin S. ambofaciens Makrolid Ribozom Antibakteriyal
Streptogramins S. graminofaciens Makrosiklik Ribozom Antibakteriyal
laktonlar
Streptomisin S. griseus Aminoglikozit Ribozom Antibakteriyal
Streptotrisin S. lavendulae N-glikozit Ribozom Biiylime
durdurucu
Teikoplanin Actinoplanes Glikopeptid Peptidoglikan Antibakteriyal
teichomyceticus
Tetrasikline S. aureofaciens Tetrasiklin Ribozom Antibakteriyal
Tiyenamisin S. cattleya B-Laktam Peptidoglikan Antibakteriyal
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Cizelge 2.2. Aktinomisetler tarafindan tiretilen ¢esitli antibiyotikler (Kieser ve ark. 2000) devamu.

Tiyostrepton S. azureus Tiopeptit Ribozom Biiylime
durdurucu

Tobramisin S. tenebrarius Aminoglikozit Ribozom Antibakteriyal

Tilosin S. fradiae Makrolid Ribozom Biiyiime
durdurucu

Validamisin S. hygroscopicus Aminoglikozit Ribozom Bitki
koruyucusu

Vankomisin Amycolatopsis Glikopeptid Peptidoglikan Antibakteriyal

orientalis
Virjinamisin S. virginiae Makrosiklik Ribozom Biiyiime
lakton durdurucu

2.1.3. Streptomyces Cinsinin Ozellikleri

Streptomyces cinsi ilk kez 1943 yilinda Waksman ve Henrici tarafindan
onerilmistir (Waksman 1950). Sonraki g¢alismalarda, bu cinsin hiicre duvari yapisina
gore Actinobacteria smifi (Stackebrandt ve ark. 1997) Actinomycetales takimi ve
Streptomycetaceae ailesinin bir iiyesi olarak siniflandirilmistir (Anderson ve Wellington
2001). Streptomyces cinsi genis alana yayilis gosteren, Gram pozitif, kemoheterotrofik
ciiriik¢til toprak bakterileridir (Ashish ve ark. 2003). Toprak bakterileri olarak
bilinmelerine ragmen, dogada hem sucul hem de karasal ortamlarda yogun alarak
bulunabilen Streptomyces cinsi iiyeleri (Cao ve ark. 2004, Semedo ve ark. 2004) toprak
ekolojisinde en fazla bulanan bakteri grubunu teskil ederler (Hodgson 2000). Bundan
otiirti toprak mikrobiyal populasyonunun énemli bir kismini olusturmaktadir. Bununla
birlikte ¢esitli bitkilerin kok ¢evrelerinde yogun olarak bulunmaktadirlar (Iznaga ve ark.
2004). Bitki kokleri g¢evresinde yogun bulunmalarindan dolayr bitkinin yasamini
siirdiirmesi igin bazi avantajlar saglamaktadir. Ozellikle bitkilerde patojeniteye neden
olan ¢esitli organizmalarin {iremesini engelleyerek, bitkileri bu patojenlere karsi
korumaktadirlar (Crawford ve ark. 1993, Sembiring ve ark. 2000).

Streptomyces cinsinin topraktaki dagilisini ve aktivitelerini; nem orani, pH,
sicaklik, organik madde igerigi ve bitki Ortiisii gibi ¢evresel faktorler etkilemektedir

(Basilio ve ark. 2003). Optimum gelisme pH’s1 6.5-8.0 araliginda optimum gelisme
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sicakligi ise 25-35 °C araligindadir. Hiicre ¢eperi peptidoglikan yapisinda biiyiik
miktarda L-diaminopimelik asit (L-DAP) igerirler. Streptomyces cinsinin termofilik,
psikrofilik, asidofilik ve alkolofilik tiirleri de mevcuttur. Bu bakteriler besin durumuna
gore sporulasyon ve ¢imlenme periyodunu izlerler (Vionis ve ark. 1998). Cogu ciirtikgiil
olan Streptomyces’larin bazi tiirleri insanlarda, hayvanlarda ve bitkilerde hastalik etkeni
olarak bilinmektedir. Ornegin Streptomyces scabies patates, havu¢ ve turp gibi
bitkilerde hastalik etkenidir (Hiltunen ve ark 2005).

Streptomyces cinsinin topraktaki biyopolimerlerin degredasyonunda 6nemli rol
oynarlar (Wang ve ark. 1989, Mc Carthy ve Williams 1992). Ozellikle cinsin baz1
tiirleri makro molekiilleri pargalayan seliilaz, kitinaz, lipaz ve ksilanaz gibi 6nemli hiicre
enzimleri tretebilmektedirler (Lechevalier ark. 1981, Peczynska-Czoch ve Mordarski
1988).

Sekil 2.2. Streptomyces’larin asamali koloni gelisimi a) olgun vejetatif misellerin hava
misellerine doniismesi. b) hava misellerinin spor zincirlerine doniigmesi. €) olgun spiral spor
zincirleri (Hopwood 2006).
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Streptomyces cinsi kompleks bir hayat dongiisiine sahiptir. Hem dallanan misel
formunda biiyiimeleri hem de sporlarin olusturulmasi ve olusturulan sporlarin
yayilmasinda gorev alan hava misellerini olusturma bakimindan filamentli mantarlara
benzemektedirler (Flardh ve Buttner 2009). Cinsin iiyeleri i¢in karakteristik olan hava
miselleri hareketsiz sporlar1 igcermektedir (Sekil 2.2b) (Williams ve ark. 1989).
Hareketsiz olan sporlarin ¢imlenmesi ile iireme baglar ve vejetatif (substrat) miseller
olusur. Vejetatif misellerin uglarinda biiylimenin baslamasi ile yeni dallanmalar
meydana gelir. Bu durum olusacak yeni hiicrelerin hiicre duvarinin misellerin u¢larinda
sentezlenmesi ile olur (Flardh ve ark. 2003). Vejetatif miseller besin kitlig1 gibi stres
kosullarinda hava misellerine doniisiir (Sekil 2.2a). Bu miseller yan zincir olarak gelisir
ve arthrospor olusturmasi ile hayat dongiisii tamamlanmis olur. Sporlar stres kosullar
altinda semi-dormant (yari-uyku) olarak uzun bir siire toprakta ¢imlenmeden canli
kalabilmektedirler. Stres kosullar1 ortadan kalktigi zaman ¢imlenerek tekrar vejetatif

miselleri olustururabilirler (Sekil 2.3) (Kieser ve ark. 2000).

Olgun spor _—* @
g // \\ierminasyon
// e~ e o
/’ . Substrat misel
/ = \ olusumu
S 1
porousumu/ (7 . e~
/ k HAs 8
/
/
“"v \\
\\\}Evasal misel olusumu e Havaaal misel

\ ’ o
o

Miselin kivrilmas:

- \\w
Protoplazmanin septasyonu é

Sekil 2.3. Streptomyces’larin hayat dongiisti (Kieser ve ark. 2000).
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Streptomyces’lar substrat misellerinin renginden sorumlu ¢ok sayida pigment
uretebilmekte, ayrica renkli ve diflizlenebilen pigmentler iireterek bulundugu ortama
renk verebilmektedirler (Goodfellow ve Simpson 1987). Olusturduklari kolonilerin
rengi tiire 6zgii olup dairemsi, likensi ve derimsi sekillerde olabilir. Baglangicta oldukca
diiz fakat, daha sonra pamuksu veya ylinsii, tozsu veya kadifemsi goriintiilere
doniisebilmektedir (Sekil 2.4). Bu durum morfolojilerinin tanimlanmasinda oldukca

onemlidir (Korn-Wendisch ve Kutzner 1992).

Sekil 2.4. Streptomyces’larin koloni yapilari (http://www.sciencephoto.com)
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Streptomyces cinsinin lyeleri olduk¢a biiyiikk ve dogrusal bir kromozoma
sahiptirler. Bunun yani sira sekonder metabolitlerin biyosentezinden sorumlu dogrusal
plazmitler de igerebilirler (Mochizuki ve ark. 2003). Cinsin genomu hakkindaki
bilgilerin ¢ogu Streptomyces coelicolor A(3)2 (Bentley ve ark. 2002) ve Streptomyces
avermitilis’in (Ikeda ve ark. 2003) genom dizilislerinin belirlenmesiyle elde edilmistir.
S. coelicolor 8.7 Mb biiyiikligiindeki genomuyla ve 9.03 Mb’lik genomu ile S.
avermitilis genom projeleri tamamlanmis bakteriler arasinda en biiyiik bakteriyal
genomlara sahiptirler. Ayrica DNA’larinda yiiksek oranda G (guanin)/C (sitozin)

bazlarinin olmasi bu cinsin karakteristik bir 6zelligidir (Ashish ve ark. 2003).

Streptomyces cinsinin iiyelerinde yasamin devam ettirilmesi igin gerekli (hiicre
boliinmesi, DNA replikasyonu, transkripsiyon, translasyon gibi olaylarda gorev alan
proteinler/enzimler) temel genler, genelde dogrusal kromozomun merkezine yakin
bolgelerde bulunurken, temel olmayan genler ise (sekonder metabolitler, hidrolitik
eksoenzimler, gaz vezikiil proteinleri ve transpozonlar) kromozomlarin uglarina yakin

yerlerde konumlanmislardir (Hopwood 1999).

Streptomyces cinsinin {iyeleri genis varyetede ve milkemmel kapasitede
biyoaktif madde iireticisi olarak dikkat ¢cekmektedirler. Cok sayida Streptomyces tiiriine
ait sus, biyoaktif bilesikleri iiretme kapasitelerine gore karakterize edilmektedir.
Bitkilerin kok ¢evresi topraklarindan izole edilen Streptomyces violaceusniger
kiimesine ait Streptomyces griseus ve Streptomyces hygroscopicus suslarinin ¢ok sayida
biyoaktif metabolit liretme yetenekleri yoniinden diger Streptomyces tiirlerine Ustiinliik
sagladig gorilmektedir (Hayakawa ve ark. 2004). Genom projesi tamamlanmis olan S.
coelicolor’in sekonder metabolit tiretiminden sorumlu 29 gen kiimesinin oldugu tahmin
edilmektedir (Nett ve ark. 2009). Bu nedenle nadir bulunan ve yaygin olmayan
Streptomyces tiirlerinin izolasyonu ve sekonder metabolitler acisindan taranmasi, dogal
tirlinlerin kesfinin ¢ok 6nemli bir pargasidir (Goodfellow ve Williams 1986). Yapilan
caligmalar sonucunda cinsin iiyelerinden yaklasik 8000 kadar dogal biyoaktif sekonder
metabolit elde edilmistir (Berdy 2004). Genis spektrumda biyolojik aktiviteye sahip ve
yapisal olarak cesitlilik gosteren dogal bilesiklerin zengin kaynaklari igerisinde;
antibiyotikler (eritromisin ve tetrasiklin), antikanser ilaglar (mitomisin ve daunomisin),
immiinbaskilayicilar (rapamisin ve FK506) ve veterinerlikte kullanilan ajanlar

(tiyostrepton ve monensin) baslicalaridir. Strepromyces’lar biyoaktif sekonder bilesik
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iiretimi disinda basta insanlar ve hayvanlar olmak iizere ¢esitli canlilarin biiylimeleri
tizerinde olumlu etki yapan Bi, (Rickes ve ark. 1948) ve niasin, pentotanik asit,
riboflavin (Hall ve ark. 1953) gibi 6nemli vitaminleri sentezledigi kesfedilmistir. Bu
bilesiklerin sentezinden sorumlu genler; ribozomal olmayan peptid sentetazlar (NRPS),
modiiler (tip | PKS) ve aromatik (tip Il PKS) poliketid sentazlar, hidroksimetilglutaril
koenzimA rediiktazlar ve aminoglikozit direnglilik genleridir (Metsa-Ketela ve ark.
1999, Anderson ve ark. 2002, Sigmund ve ark. 2003, Ritacco ve ark. 2003, Ayuso ve
Genilloud 2005, Ayuso ve ark. 2005). Simdiye kadar aktinomisetlerden izole edilen
biyoaktif metabolitlerin ¢ogunlugu poliketidler, ribozomal olmayan peptidler veya her
ikisinin hibridi olan molekiillerdir. Tip | poliketid sentazlar ve ribozomal olmayan
peptid sentetazlar ozellikle bu dogal iriinlerin biyosentezinde rol alirlar (Barrios-
Llerena ve ark. 2007).

2.1.4. Ribozomal Olmayan Peptid Sentetazlar (NRPS)

Ribozomal olmayan peptid sentezi mekanizmasi ilk olarak 1971  yilinda, yag
asidi sentez mekanizmasini da aydinlatmigs olan Fritz Lipmann tarafindan ortaya
atilmistir (Lipmann 1971). Bakteri ve mantarlar tarafindan sentezlenen, farmakolojik
oneme sahip antibiyotikler ve antiviral bilesikleri de iceren dogal peptitler ribozomal
olmayan yolla sentezlenmektedir. Kimyasal yapilart olduk¢a cesitlilik gosteren bu
peptidler, yapilarinda nonproteinogenik aminoasitler (D-aminoasitler, f-aminoasitler ve
N-metilaminoasitler, hidroksiasitler) i¢erdiginden dolay: biiyiik molekiillerdir (DShren
1999).

Ribozomal dis1 yolla sentezlendigi tespit edilen ilk peptidler Gramidisin S ve
Tirosidin’dir (Gevers ve ark. 1969, Roskoski ve ark. 1970). Cizelge 2.3’de verilen ve
klinikte kullanilan 6nemli peptidler, ribozomal dis1 yolla sentezlenmektedirler.

Bunlarin sentezinden ¢ok fonksiyonlu NRPS enzimleri sorumludur.

Her bir NRPS enzimi molekiil agirligi yaklagik 120 kDa olan modiillerden her
bir modiil ise domainlerden olusur. Enzimdeki modiil sayisi, senetezlenen peptidteki
amino asit sayisina, modiillerin enzimdeki dizilisi ise peptidteki amino asitlerin sirasina
bagl olarak degismektedir (Marahiel 1997, Biiber ve Acan 2004). Bdylece modiiller,
peptit sentezine kaliplik yapmaktadirlar. Bir modiil adenilasyon (A), peptidil tastyici

protein (PCP), kondensasyon (C) ve final modiiliinde tiyoesteraz (TE) olmak {izere dort
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temel domainden olusur. Bunlara ek olarak olusacak iiriine bagl olarak; epimerizasyon,

N-metilasyon, siklizasyon ve oksidasyon gibi domainler de bulunabilir.

Cizelge 2.3. Ribozom dis1 yolla sentezlenen bazi biyoaktif peptidler (Biiber ve Agan 2004).

Peptid Organizma Etki Kaynak
ACV . - - o .
Bacillus subtilis Penisilin ve sefalosporin 6nciilii ~ Aharonowitz
(1993)
Aktinomisin Streptomyces clavuligerus Antibiyotik Stindl (1993)
Basitrasin Bacillus licheniformis Antibiyotik Konz (1997)
Bialafos Streptomyces hygroscopius Herbisit Hara (1988)
Bleomisin Streptomyces verticillus Antitimoral Shen (1999)
Daptomisin Streptomyces roseosporus Antibiyotik Mchenney (1998)
Enniatin Fusarium oxysporum Antihelmintik Zocher (1982)
Eksokelin Mycobacterium smegmatis Siderofor Yu (1998)
Fengisin Bacillus subtilis 168 Biyosiirfaktan, antimikrobiyal Tosato (1997)
ve antiviral
Gramisidin S Bacillus brevis Antibakteriyel Roskoski (1970)
Lovastatin Aspergillus terreus Antilipolitik Hendrickson
(1999)
Pristinamisinl ~ Streptomyces pristinaespiralis  Antibiyotik Thibaut (1997)
Siklosporin Tolypocladium niveum Immiin baskilayict Zocher (1984)
Siringomisin Pseudomonas syringae Antifungal, antimikobakteriyel Acan (1995)
Surfaktin Bacillus subtilis Siirfaktan, antibakteriyel, Kluge (1988)
antitiimoral
Tirosidin Bacillus brevis Antibiyotik Gevers (1969)
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Sekil 2.5. Bir tripeptid olan ACV’nin biyosentez mekanizmasi. A: adenilasyon domaini, C:
kondensasyon domaini, PCP: peptidil tasiyict protein, E: epimerizasyon domaini, TE: tiyoesteraz
domaini, Aad: aminoadipil, -SH: siilfidril grubu, ATP: adenozin trifosfat, AMP: adenozin monofosfat,
PPi: pirofosfat (Biiber ve Agan 2004).

Adenilasyon domaininin molekiil agirlig1 yaklasik olarak 50 kDa agirliginda ve
500 amino asit uzunlugundadir. Bu domain sentezlenecek peptide katilacak olan
aminoasidi tanir ve ATPaz aktivitesini kullanarak aminoasidi aktive eder (Sekil 2.5’de
2, 4 ve 7 nolu reaksiyonlar) (Biiber ve Agan 2004). Adenilasyon domaininin aktif
merkezindeki aminoasidin niikleofil grubu substrat aminoasidin karboksil protonuna
saldirir. Daha sonra, olusan karboksilat grubu ATP’nin a-fosfat grubuna saldirir. Bunun
sonucunda aminoasit aktive edilir. Peptidil tasiyict proteinin (PCP) gorevi ise
aminoasitleri adenilasyon bolgesinden kondensasyon bdlgesine tasimaktir. Bunu
yaparken fosfopantetein grubundaki siilfidril grubu aktive olmus aminoasidin karbonil

karbonuna niikleofilik atak yapar (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. Ribozomal olmayan peptit sentezinin adenilasyon ve acilasyon asamalari. A:
Adenilasyon domaini, T: Peptidil tagiyici protein (Michael ve ark. 2005).

50 kDa agirligida olan kondensasyon (C) domaini uzamakta olan zincirde peptid
bagi olusturmada gorev alir (Sekil 2.5°de 5 ve 8 nolu reaksiyonlar) (Michael ve ark.
2005). Kondensasyon domaininin aktif merkezinde bulunan niikleofilik grup ikinci
modiildeki peptidil tasiyict proteine (T) baglanmis olan aminoasidin amin grubundaki
protona niikleofilik atak yapar. Azot iizerindeki ortaklasmamis elektronlar baslangic
modiilindeki aminoasidin karbonil karbonuna saldirmasi ile peptit bagi olusur (Sekil

2.7).

KONDENSASYON

Sekil 2.7. Ribozomal olmayan peptit sentezinin kondensasyon basamagi. A: Adenilasyon
domaini, C: Kondensasyon domaini, T: Peptidil tagiyici protein (Michael ve ark. 2005).

Peptid sentezi sonlanma modiiliindeki tiyoesteraz (TE) domaininde son bulur.

Tiyoesteraz domaininin aktif bolgesindeki serin aminoasidin hidroksil grubu (OH), ti¢lii
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peptidin peptidil tasiyici proteine bagli aminoasidin karbonil karbonuna saldirmasiyla
ticlii peptidi kovalent bagla kendi tizerine alir. Ortamda bulunan su molekiilii karbonil

karbonuna saldirarak ester baginin hidrolizini saglar (Sekil 2.8).
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\/\;OH
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“““ e
HN
o
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%
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Sekil 2.8. Ribozomal olmayan peptid sentezinin sonlanma basamagi. A: Adenilasyon domaini,
C: Kondensasyon domaini, E: Epimerizasyon domaini, T: Peptidil tasiyict protein, TE: Tiyoesteraz
domaini (Michael ve ark. 2005).

2.1.5. Poliketid Sentazlar (PKS)

Poliketid bilesikler dogal {riinlerin en Onemli smiflarindan  birini
olusturmaktadir. ilag sektdriindeki yillik pazar payr 15 milyon dolari asmaktadir.
Poliketid dogal {iriinler insan hastaliklarinin tedavisinde biiylik Oneme sahiptir.
Kolesterol diisiiriicii ajanlarin (lovastatin) yan1 sira antimikrobiyal (eritromisin,
rifamisin, tetrasiklin), antifungal (amfoterisin B), immiinbaskilayici (FK-506,
rapamisin) ve antikanser ajan (doksorubusin, epotilon, geldanamisin) &zelliklerinden
dolay1r yaygin olarak kullanilmaktadir. Poliketid bilesiklerin sentezi poliketid sentaz

olarak adlandirilan enzimler tarafindan yapilmaktadir.

Poliketid sentazlar (PKS) birgok bilesigin biyosentezinden sorumlu ¢ok
fonksiyonlu enzim grubudur (Hopwood 1997 ve Weisman 2001). Bu bilesiklerin ¢ogu

bakteri ve funguslar tarafindan sentezlenmekte olup antibiyotik veya mikotoksik
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Ozellige sahiptirler. Biyolojik aktiviteye sahip poliketid molekiiller farmakolojik

aragtirmalarda 6nemli yer tutmaktadir.

Poliketid sentaz (PKS) ve yag asidi sentaz (YAS) benzer protein domainlerine
sahip olup metabolik biyosentez yollarinda benzerlik gostermektedirler. PKS’ler asetil
CoA ve malonil CoA gibi dncii molekiillerden -keto karbon birimlerinin kondensasyon
katalizlerini gerceklestirir. PKS’ler; tip I, tip II ve tip III olmak iizere ili¢ gruba
ayrilmistir (Moss ve ark. 2004). Tip I PKS ¢ok fonksyonlu polipeptit yapidadir. B-keto
karbon zincirlerinin uzamasi ya modiiler (bakterilerde) ya da tekrarli (iterative) yapilarla
(mantarlarda) olmaktadir. Modiiler yapidaki PKS’lerde her bir polipeptit bir veya daha
fazla modiil igermektedir. Ayrica her modiil B-keto zincirlerinin kondensasyon
isleminden sorumludur. Tip I PKS’lerde her katalitik domain yalnizca bir biyosentez
isleminden sorumludur. Buna karsin tekrarli tip I PKS’ler ise monomodiiler yapidadir.
Ayrica karbon zincirlerinin uzamasi ve sonraki asamalarda gorev alan katalitik
domainler birgok kez tekrarlanmaktadir (Kroken ve ark. 2003, Jenke-Kodama ve ark.
2005).

Tip I PKS; ketoagilsentaz (KS), acil transferaz (AT), fosfpantetein grubu igeren
acil tastyici protein (ACP) olmak {izere ii¢ temel domain igermektedir (Hopwood 1997).
Bu domainlere ek olarak olusacak iiriiniin modifikasyonlarina bagli olarak ketorediiktaz

(KR), dehidrataz (DH), enolrediiktaz (ER) ve tiyoesteraz (TE) domainlerini igerir.

PKS tip I enzim sistemi tarafindan sentezlenen eritromsin sentezi Sekil 2.9°da
sekilde goriildiigli gibi baslangic modiili AT ve ACP domainlerini icermektedir. AT
domaini ACP’ye transfer edilecek olan acil monomerini (propionil CoA) secer. AT
domainindeki OH grubu agil monomerinin karbonil karbonuna niikleofilik atak yaparak
baglanir. Bu arada ACP domaini iizerinde bulunan fosfopantetein grubuna ait SH,
AT’ye baglanmis olan acil monomerine niikleofilik atak yapar. Boylece sentezin

baslamasi i¢in gerekli olan monomer ACP’ye tasinmis olur (Sekil 2.10).
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Sekil 2.9. Eritromisinin biyosentez mekanizmasi. ACP: Agil Tasiyici Protein. AT: Agil
transferaz domaini, KS: Ketosentaz domaini, KR: Ketorediiktaz domain, ER: Enolrediiktaz
domaini, DH: Dehidrataz domaini, TE:Tiyoesteraz domaini (Staunton ve Weissman 2001).
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Sekil 2.10. Poiketid sentezinin baslama asamasi. AT: Agiltransefaz domaini, T: Agcil Tasiyict Protein
(Michael ve ark. 2005).
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Modiil-1’de KS domainindeki SH grubu baskangi¢c modiiliindeki ACP’ye bagh
acil tiyoester grubuna niikleofilik atak yapar. ACP domainine bagli metilmalonilin
dekarboksilasyonu sonucu olusan bilesik ile KS domaininde bulunan agil tiyoesteri

arasinda C-C bagi meydana gelir (Sekil 2.11).

R,

Sekil 2.11. Poliketid sentezinin uzama asamasi. AT: Agil transferaz domaini, KS: Ketosentaz
domaini, T: Agil tastyici protein (Michael ve ark. 2005).

Modiil-2’de bulunan temel domainlere ek olarak KR domaini kondensasyon

tirtintindeki B-keton grubunu B-hidroksi grubuna indirger (Sekil 2.12).
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SH

Sekil 2.12. Poliketid sentezinin indirgenme basamagi. AT: Agil transferaz domaini, DH:
Dehidrataz domaini, ER: Enoil rediiktaz domaini, KS: Ketosentaz domaini, KR: Ketorediiktaz domaini,
T: Agil tastyici protein (Michael ve ark. 2005).

DH domaini tarafindan B-hidroksiagilin dehidrasyonu sonucu B-enoil olusur.
Olusan bu guruptaki ¢ift bag ER rediiksiyon etkisi ile doyurulur (Sekil 2.13).

Sekil 2.13. Poliketid sentezinin dehidrasyon ve rediiksiyon basamaklar AT: Agil transferaz
domaini, DH: Dehidrataz domaini, ER: Enoil rediiktaz domaini, KS: Ketosentaz domaini, KR:
Ketorediiktaz domaini, T: Agil tagtyici protein (Michael ve ark. 2005).

Sentez dongiisii sekildeki domainlerin sirasina gére devam eder. Zincir uzamast
TE domaininde sonlanir. TE domaininde bulunan OH grubu uzamasi tamamlanmig
ACP’ye bagh kalip zincir ile ACP arasindaki tiyoester bagin1 kopararak zinciri iizerine
alir. TE domaini son olarak kalip zincirin ayrilmasini katalizler (Sekil 2.14) (Michael ve
ark. 2005).
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mmnQH

Sekil 2.14. Poliketid sentezinin sonlanma asamasi. AT: Agil transferaz domaini, DH: Dehidrataz
domaini, KS: Ketosentaz domaini, KR: Ketorediiktaz domaini, T: Acil tagiyici protein, TE: Tiyoesteraz
domaini (Michael ve ark. 2005).

Tip II PKS’ler, bakteri ve bitkilerde bulunmaktadir. Tip I PKS’lerin aksine tip 11
PKS’lerde karbon zincirlerinin uzamasinda ve sonrasindaki reaksiyonlarindan sorumlu
domainler tekrarli polipeptit zincirlerine ayrilmazlar. Bu gruptaki PKS’ler

oksitetrasiklin gibi aromatik bilesiklerin sentezinden sorumludur.

Tip Il PKS, bitkilerde ve bazi bakterilerde tanimlanmistir (Moore ve Hopke
2001). Bitkilerdeki flavonoid biyosentezinin Oncii maddesi olan kalkon ve
bakterilerdeki flaviolin gibi bilesikler tip III PKS iiriinlerine 6rnek verilebilir. Tip III
PKS’de, tip I PKS ve tip Il PKS’nin aksine sentez, aktif bolgedeki tek multifonksiyonel
bolge ile gerceklesir. Ayrica tip III PKS’de agil tasiyici protein bulunmaz.
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2.2. Onceki Cahsmalar

Streptomyces caelestis tiiriinde nidamisin sentezinden sorumlu PKS genlerinin
teshis edilmesi icin yapilan bir calismada, KS ve AT domainlerinin korunmus
bolgelerini baz alarak olusturulan dejenere primerler kullanilmistir. Elde edilen 900 bp
bliylikliigiindeki fragmentler uygun vektorlere klonlanmis ve 7 klonun sekans analizi
yapilmistir. Sekans analizi yapilan fragmentlerin daha Once rapor edilen nidamisin
antibiyotiginin sentezinden sorumlu PKS gen kiimesinin 5. modiiliindeki KS ve AT

domainleri ile ayni oldugu gosterilmistir (Stephan ve ark. 1997).

Topraktan izole edilen 29 aktinomiset ile yapilan ¢alismada, tip 11 PKS genleri
KSa domaininin korunmus bolgesi baz alinarak olusturulan dejenere primerlerin
PCR’da kullanilmasi ile, izolatlarin % 75’inde iiriin elde edilmistir. Bu amplikonlarin
klonlanarak sekanslar1 yapilmis olup sekans analizleri sonucunda farkli organizmalarda
tespit edilen aromatik poliketidlerin KSa domainleri ile % 60-99 arasinda degisen
oranlarda homoloji gosterdigi belirlenmistir (Metsa-Ketela 1999).

Bir bakteri olan Stigmatella aurantiaca ile yapilan ¢alismada tip | PKS gen
kiimesinin KS domainini hedef alan primerler kullanilarak aplifiye edilen fragmentler
klonlanmis olup sekans analizleri sonucunda % 22 oraninda PKS gen kiimesi ile
homoloji gosterdigi bu gen kiimelerinin ise 4 tanesinin NRPS/PKS hibrit gen kiimesi

oldugu belirlenmis (Silakowski ve ark. 2001).

Topraktan izole edilen 99 aktinomiset tiiriiniin filogenetik analizleri yapilmig
olup, izolatlarin tanimlamasi i¢in hem 16S rDNA hem de tip Il PKS geni KSa
domainini hedef alan primerler kullanilmigtir. Yapilan PCR amplifikasyonlar
sonucunde elde edilen fragmentlerin analizi ile izolatlarin % 80’inde tip 1l PKS gen
kiimesinin KSa domaini tespit edilmistir. Elde edilen veriler 1singinda 17 KSa domainin
daha once rapor edilen tip Il PKS genleri ile maksimum homoloji gosterdigi tespit
edilmistir (Metsa-Ketela 2002).

Izumikawa ve arkadaslarmin yaptig1 bir calismada (2003) Streptomyces albus’da
tip | PKS genlerinin KS domainini hedef alan dejenere KSMA-F ve KSMB-R
primerleri kullanilarak amplifiye edilen fragmentlerin prob olarak kullanilarak koloni
hibridizasyonu yapilmis. Pozitif koloniler izole edilerek sekans analizleri yapilmistir.

Analizler sonucunda bu fragmentlerin bir antibakteriyel antibiyotik olan salinomisin
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sentezinden sorumlu tip I PKS geninin bir bolgesi oldugu tespit edilmistir (Izumikawa
ve ark. 2003).

Karasal bir siyanobakteri olan Nostoc sp. GSV224 izolati, NRPS ve PKS gen
kiimelerinin varlig1 acisindan incelendiginde, arastirmacilar NRPS/PKS hibrit bilesigi
olan nostopeptolid A’nin varligini, hem genetik olarak hemde kiiltiir ortamindaki tirtinii

tespit etmislerdir (Hoffmann ve ark. 2003).

2004 yilinda 33 cinse ait 210 farkli aktinomiset tiiriiniin biyosentetik gen
potansiyellerini ortaya ¢ikarmak amaciyla yapilan bir ¢aligmada NRPS ve tip | PKS
genlerinin PCR yontemi ile taranmas1 amaglanmistir. Bu tiirlerin % 79.5’inde NRPS, %
56.7°sinde de tip | PKS geni tespit edilmistir. Bu cinsler igerisinde Streptomyces
tiirlerinde % 97 oraninda NRPS, % 79 oraninda da tip I PKS geni amplifiye edilmistir.
Arastirmacilar, Streptomyces tiirlerinden elde edilen bu oranlarin biyosentetik
potansiyelleri arastirilan diger taksonomik gruplara gore ¢ok daha fazla oldugunu

belirtmislerdir (Ayuso-Sacido ve Genilloud 2004).

2004 yilinda Streptomyces carzinostaticus var. F-41 ile yapilan bir ¢alismada
antitimor aktiviteye sahip poliyen neocarzilin’nin PKS gen kiimesinin KS domaininin
KSMA-F ve KSMB-R primerleri kullanilarak elde edilmistir. Elde edilen bu
amplikonlar, hibridizasyon deneylerinde prob olarak kullanilmistir. Neocarzilin
bilesiginin sentezinden sorumlu tip I PKS gen kiimesini genomda tespit etmislerdir.

(Otsuka ve ark. 2004).

Tatlisulardan ve denizlerden izole edilen 24 siyanobakteri tiirii ile yapilan
calismalarda ketosentaz (KS) ve adenilasyon (A) domainlerini hedef alan dejenere
primerlerin kullanilmasiyla tiirlerin % 54’tinde NRPS genlerinin A domaini % 91’inde
tip | PKS genlerinin KS domaini elde edilmistir. Elde edilen amplikonlarin sekans
analizleri BLAST programinda incelenmis, degisken ve daha once rapor edilmeyen A

ve KS domainleri tespit edilmistir (Ehrenreich ve ark. 2005).

Likenlerden izole edilen aktinomisetlerin biyosentetik gen dizilimlerini tespit
etmek i¢in yapilan bir ¢alismada tip | PKS, tip Il PKS ve NRPS genleri PCR stratejisi
ile taranmistir. Aragtirmacilar, izolatlarinin % 62.6’sinda tip I PKS, % 64.7’sinde tip 1l
PKS ve % 58.5’inde NRPS biyosentetik genlerini amplifiye etmislerdir. Kullandiklari

aktinomiset cinsleri arasinda, tip I PKS amplifikasyonu agisindan en yiiksek deger (%
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70) Streptomyces cinsinin iiyelerine ait olduklari tespit edilmistir (Gonzalez ve ark.
2005).

CS001 ve CS002 primerleri kullanilarak Streptomyces globisporus 1912
susunun DNA’sindan amplifiye edilen fragmentlerin Streptomyces natalensis tarafindan
tiretilen pimarisin antibiyotiginin sentezinden sorumlu tip I PKS ile % 52-92 oraninda
amino asit homolojisi gosterdigi tespit edilmis. Ayrica bu bakterilerden elde edilen bir
makrolid antibiyotik olan eritromisinin sentezinden sorumlu tip I PKS ile % 35-60,
poliketid-heptapeptid olan mikrosistin sentezinden sorumlu tip | PKS ile % 48-60

oraninda aminoasit homolojisi gosterdigi belirlenmistir (Ostash ve ark. 2005).

Deniz aktinomisetlerinin ¢esitliligi ve biyosentetik metabolik yollarinin tarandigi
bir ¢alismada incelenen 38 aktinomisetten % 70’inde NRPS ve % 13’tinde tip | PKS
genleri tespit edilmisgtir. Tek bir izolatta ise tip Il PKS genine rastlanmigtir.
Arastirmacilar, ¢cok az calisilmis siradisi habitatlarin sekonder metabolit sentezleme
yetenegi olan tiirler agisindan zengin kaynaklar olabilecegini bildirmislerdir (Pathom-

aree ve ark. 2005).

2005 yilinda aktinomiset tiirleri ile yapilan bir c¢alismada tip II PKS gen
kiimesinin KSa domainini hedef alan primerler kullanilarak PCR ile tarama yapilmistir.
Yapilan analizler sonucunda elde edilen amplikonlardan yedi tanesinin daha 6nce rapor
edilmedigi, dolayisiyla yeni KSa olabilecegi diisiiniilmiistiir. Geri kalan amplikonlarin
sekans analizlerinin bilenen KSa domainleri ile % 74-81 arasinda homoloji gosterdigi

tespit edilmistir (Wawrik ve ark. 2005).

83 Streptomyces tiirii ile yapilan bir ¢alismada, tip 1l PKS gen kiimesinin [-
ketoacil sentaz domainin iki alt (KSo ve KSPB) bileseninden biri olan KSa altiinitesini
amplifikasyonu ve tanimlanmasi hedef alinmistir. Yapilan g¢aligmalarda daha once
aromatik poliketid treticisi oldugu rapor edilen 9 tirde KSa altiinitesi amplifiye
edilmistir. Diger 55 tiirde ise yeni KSo domaini tespit edilmistir (Komaki ve Harayama
2006).

Streptomyces sp. NP13 ve Streptomyces sp. MS405 izolatlar1 ile yapilan
caligmalarda FK506, FK520 ve rapamisin dogal {iriinlerinin korunmus bolgeleri dikkate

aliarak dizayn edilen 3 ¢ift primer ile PCR denemeleri yapilmistir. Yapilan analizlerde
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iki yeni PKS geni tespit edilmis ve bunlarin immiinbaskilayic1 benzeri bir metabolitin

biyosentezinde gorevli oldugu bulunmustur (Savic ve Vasiljevic 2006).

24 siyanobakteri tiirti ile yapilan bir ¢alismada NRPS ve tip I PKS gen
kiimelerinin varliginin ortaya konulmasi amag¢lanmistir. Bu amaca yonelik NRPS gen
kiimesinin A domainini hedef alan MTF2/MTR dejenere primer c¢ifti, tip | PKS gen
kiimesinin KS domainini hedef alan DKF/DKR primer ¢ifti dizayn edilmistir. Bu
primerlerin kullanilmasi ile yapilan PCR sonucunda organizmalarin % 75’inde NRPS
ve % 79.1’inde de tip | PKS genlerinin varlig tespit edilmistir. 33 farkli A domaini ile
29 farkli KS domaini tespit edilmis olup yapilan BLAST analizleri sonucunda A
domainlerin daha 6nce rapor edilmis siyanobakteri NRPS gen kiimesinin A domainleri
ile % 43-97 oraninda homoloji gosterdigi, sekanslanan KS domainlerinin ise daha 6nce
rapor edilmis siyanobakteri PKS genlerinin KS domainleri ile % 49-97 oranlar1 arasinda

homoloji gosterdigi tespit edilmistir ( Martin ve ark. 2007).

2008 yilinda yapilan bir ¢aligmada miksobakteri genomunda PCR yontemi ile tip
I PKS gen kiimesi arastirilmis ve bu dogrultuda bu gen kiimesinin KS ve AT
domainlerini hedef alan primerler kullanilmistir. Elde edilen amplikonlarin sekans
analizleri BLAST programinda arastirilmis, arastirmacilar elde ettikleri verileri iki
grupta toplamislardir. Buna gore aminoasit homolojisi % 70 ve altinda olan domainlerin
yeni tip | PKS genleri olmaya aday olabileceklerini ileri siirmiislerdir (Komaki ve ark.
2008).

2008 yilinda izole edilen endofitik aktinomiset izolatlarinin genomlarinda
yapilan PCR taramalarinda tip | PKS gen kiimesinin KS domainini, tip 1l PKS
kiimesinin KSa domainini ve NRPS gen kiimesinin A domaininin g¢ogaltilmasi
hedeflenmistir. Izolatlarin % 34.1inde tip | PKS gen kiimesi, % 63.4’iinde tip II PKS
gen kiimesi ve % 61.3’tinde de NRPS gen kiimesi tespit edilmistir (Li ve ark. 2008).

2009 yilinda yapilan bir ¢alismada Streptomyces bicolor 12746T’den tespit
edilen bir tip 1 PKS gen dizilimi referans alinarak, bu genin pimarisine benzer bir polien
bilesik tiretiminde gorevli olabilecegin Ongoriilmiistiir. Arastirmacilar bu bakteriyi
kiiltiire ettikleri 6rneklerde polien bilesik taramalar1 yaparak, bakterinin antifungal bir
bilesik {irettigini tespit etmislerdir. Saflagtirilan bilesigin spektroskopik analizlere dayali

yap1 aydinlatma ¢alismalar1 sonucunda yeni bir pimarisin analogu olan JBIR-13
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bilesigini bulmuslardir. Calismalarinin bulgularindan yola c¢ikarak, PKS genlerinin
(6zellikle tip I PKS), yeni biyoaktif bilesik arastirmalarinda degerli bilgiler sagladigi

sonucuna varmislardir (Komaki ve ark. 2009).

Zhang ve arkadaglar1 (2009) tarafindan izole edilen 109 bakterinin genomunda
NRPS geni taranmigtir. Taranan izolatlarin % 13.7°sinde NRPS geni tespit edilmistir.
Yapilan analiz sonucunda NRPS geni tespit edilen 15 izolattan 11’inde daha 6nce rapor
edilen NRPS genleriyle % 70’in altinda aminoasit homolojisi gosterdigi tespit edilmistir

(Zhang ve ark. 2009).

Streptomyces lydicus’tan izole edilen streptolydigin, bakteriyel RNA
polimerazlari ¢ok giiglii bir sekilde inhibe eden PKS-NRPS hibridi bir sekonder
metabolittir. Yapist bir poliketid olan streptolol ve bir tetramik asitten olusmaktadir.
Streptolol agil zinciri PKS metabolik yollarindan 4 malonat ve 4 propionatin
kondensasyonu ile olusmustur. Tetramik asit ise NRPS’ler yardimiyla bir aspartat tiirevi

olarak olusmaktadir (Zhao ve ark. 2009).

2011 yilinda yapilan bir ¢alismada Streptomyces sp. SCSIO1666 izolatinin
genomunda, gli¢liit bir RNA Polimeraz inhibitorii hibrid poliketid-peptid antibiyotik
olan tirandamisin’nin varlig1r tespit edilmistir. Yapilan arastirmalar sonucunda bu
antibiyotigin sentezinden sorumlu gen kiimesinin li¢ PKS ve bir NRPS’den olustugu

saptanmistir (Mo ve ark. 2011).

Topraktan ve tatli sulardan izole edilen 24 siyanobakteri izolatinin genomik
DNA'’larinda NRPS/PKS genlerinin PCR yontemi ile taranmasi amaciyla A domainin
amplifikasyonu i¢in MTF/MTR primer c¢ifti, KS domaininin amplifikasyonu i¢in ise
KSF/KSR primer c¢ifti kullanilmistir. Yapilan PCR optimizasyonlar1 sonucunda
izolatlarin % 92’sinde NRPS, % 80’inde PKS genlerinin varlig1 tespit edilmistir (Silva-
Stenico ve ark. 2011).

Cesitli bitkilerin kok, govde ve yapraklarindan izole edilen Streptomyces,
Micromonospora, Oerskovia, Nonomuraea, Promicromonaspora ve Rhodococcus
cinslerine ait 60 endofitik tiirlin genomunda NRPS, tip I ve tip II PKS genleri
taranmistir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda izolatlarin % 53’linde tip I PKS genleri, %
82’sinde tip II PKS genleri ve % 53’linde de NRPS genlerinin varlig1 tespit edilmistir
(Zhao ve ark. 2011).
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3. MATERYAL ve METOT
3.1. Materyal

3.1.1. Biyolojik Materyal

Bu calismada kullanilan bakterilerin daha Once izolasyonlari ve molekiiler

teshisleri yapilmis ve antimikrobiyal 6zellikleri daha 6nce incelenmistir (Y1lmaz ve ark.
2008).

Bu izolatlar; Streptomyces sp.AAH61, Streptomyces sp. AAH68, Streptomyces
sp. ARG, Streptomyces sp. AR24, Streptomyces sp. AS31, Streptomyces sp. AS40,
Streptomyces sp. BA3, Streptomyces sp. BA14, Streptomyces sp. BAH46, Streptomyces
sp. BS33, Streptomyces sp. CA3, Streptomyces sp. CAl4, Streptomyces sp. CA19,
Streptomyces sp. CAH33, Streptomyces sp. CS43’tiir.

3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

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

3.1.3. Kullanilan Cozeltiler
3.1.3.1. Tris-HCI/Siikroz/EDTA (TSE)

Final konsantrasyonlari; Tris HCl 25 mM (pH 8.0), siikroz 0.3 M, EDTA 25mM
(pH 8.0) olacak sekilde hazirlandi.
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3.1.3.2. Tris-baz/Asetik Asit/EDTA (TAE, 50x)

Final konsantrasyonu 0.05 M EDTA (pH=8), % 5.71 asetik asit, 2429 tris baz

olacak sekilde saf su ile hacim 1 L’ye tamamlandi.

3.1.3.3. Isopropil-p-D-Thiogalactoside (IPTG)

23.83 mg maddenin 1ml saf suda ¢oziilmesiyle 100mM’lik stok c¢ozelti
hazirlandi. Cozelti por ¢apt 0.2 pm olan filtre yardimiyla steril edildi ve -20 °C’de

saklandu.

3.1.3.4. 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-g-D-galactopyranoside (X-Gal)

Stok ¢ozelti 100 mg X-Gal/2 ml N-N-Dimetilformamid (DMF) olarak
hazirlandi. Cozelti por ¢apt 0.2 pm olan filtre yardimiyla steril edildi ve -20 °C’de

saklandu.

3.1.4. Kullanmilan Besiyerleri

Triptik Soya Broth (TSB, Oxoid); 30 g TSB tartilarak saf su ile hacmi 1 L’ye
tamamlandi ve otoklavda steril edildi. Kromozomal DNA izolasyonu i¢in hiicrelerin

tretiminde kullanildi.

Maya oziiti-Malt oziiti (YEME); 3 g maya oOziitii, 3 g malt oziiti, 5 g
baktopepton, 10 g glukoz, 340 g sukroz tartildi ve hacmi saf su ile 1 L’ye tamamland1
otoklavda steril edildi. Sterilizasyon sonrasinda 1 L besiyerine filtre ile steril edilmis
2.5 M magnezyum kloriirden (MgCl,.6H;0) 2 ml ve % 20’lik glisinden de 25 mi
eklenerek hazirlandi. Kromozomal DNA izolasyonu icin hiicrelerin {retiminde

kullanildi.

M2 besiyeri; 10 g malt 6ziitii, 4 g maya 0ziitii, 3 g glukoz tartilarak hacmi ¢esme
suyu ile 1 L’ye tamamland1 ve otoklavda steril edildi. Kati M2 hazirlamak i¢in sivi M2
besiyerine 15 g agar eklendikten sonra otoklavda steril edildi. Organizmalarin rutin

iiretimi ve stoklarinin hazirlanmasi i¢in kullanildi.

Luria Broth (LB) besiyeri; 5 g maya 0ziitii, 10 g tripron, 5 g sodyum Kkloriir
tartilarak hacmi saf su ile 1 L’ye tamamland1 ve 121 °C’de 1 atm basing altinda 15 dk

otoklavda sterilizasyonu yapildi.
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Hazirlanan 1 L LB besiyerine 15 g agar eklendi ve otoklavda steril edildi.
Sterilizasyon sonrasinda sogutulmaya birakilan besiyeri yaklasik 50 °C’ye kadar
sogutulduktan sonra final konsantrasyonu 100 ug/ml olacak sekilde ampisilin eklendi ve

petriye dokiildi. Transformatlarin se¢imi i¢in kullanildi.

3.1.5. Kullanilan Enzimler

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

3.1.6. Polimerizasyon Zincir Reaksiyonu (PCR)

NRPS geni A domaininin PCR ile amplifikasyonu i¢in A domainini
hedef alan ileri; A3F (GCSTACSYSATSTACACSTCSGG), geri; A7R
(SASGTCVCCSGTSCGGTAS) primerleri  (Ayuso ve Genniloud 2004), iontek
(Istanbul) sirketinden temin edildi. Bu primerlerin hedef aldig1 bolge yaklasik olarak
700 bp uzunlugundadir. (S= G/C, Y= C/T, V=G/A/C)

Tip | PKS geni KS domaininin PCR ile ¢ogaltilmasi i¢in KS domeinini hedef
alan ileri; K1F (TSAAGTCSAACATCGGBCA), geri; M6R
(CGCAGGTTSCSGTACCAGTA) primerleri (Ayuso ve Genniloud 2004), iontek
(Istanbul) sirketinden temin edildi. Bu primerlerin hedef aldig1 bolge ortalama 1200-
1400 bp uzunlugundadir. (S= G/C, B = G/T/C).

3.1.7. DNA’nin Jelden Geri Kazanilmasi

PCR driinlerini jelden geri kazanmak i¢in MiniElute Jel Ekstraksiyon Kiti
(Qiagene) ve Jel Elution Kiti (GeneMark) kullanildi.

3.1.8. PCR Uriinlerinin Klonlanmasi

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

3.1.9. Plazmit Izolasyonu

Bakterilerden plazmit izolasyonu i¢in Plazmit Mini (Omega Bio-Tek) ve Plazmit

Miniprep Purification (GeneMark) kitleri kullanildi.
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Xmnl 1994
Scal Nael

1875 2692
1 ori

Ao’
me PGEMe-T lac7 W
Vector 7T

(3000bp)

ori

Sekil 3.1. pGEM-T plazmit haritasi

3.1.10. Kullanilan Cihazlar

Otoklav (Hirayama)

Jel Gortintiileyici (UVP Dual Intensity Transiluminator)
PCR Cihazi (Eppendorf)
Elektroforez (Biolab)

Hassas Tart1 (GEC Avery)

pH Metre (Mettler Toledo MP220)
Etiiv (Heraeus)

Sterilizator (Heraeus )

Derin Dondurucu (Ugur)

Jel Goriintiileme Cihazi (Bio-Rad)
Laminar Kabin (Telstar AV 100)
Orbital Calkalayici (Zhicheng ZHWY-200B)
Mini Santrifiij (E.S-6)

Magnetik Karistiricr (Stuart)
Vorteks (VWR)

Giig kaynagi (Bio-Rad)

+4 °C dolap (Sanyo)

Etiiv (Velp Scientifica FTC 90 I)
Su banyosu (Grant LTD 66)

Isitic1 (Heildoph)

Mikropipet (Gilson ve Ependorf)
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3.2. Metod

Uc farkli endemik bitkinin kok cevresindeki topraklardan izolasyonu ve
molekiiler teshisi yapilmis (Yilmaz ve ark. 2008) 15 Streptomyces izolatt M2 Kkati

besiyerinde tiretilip siv1 besiyerinde stoklar1 yapildi.

3.2.1. Kromozomal DNA izolasyonu

Izolatlar % 0.5 maltoz eklenmis TSB besiyerinde orbital ¢alkalamali inkiibatérde
(230 rpm) 28 °C’de 48 saat iiretildi. TSB’li besiyerinde iireyen kiiltiiriin 2 ml’si, 20 ml:
30 ml oraninda TSB-YEME igeren 50 ml siv1 besiyerine aktarilip orbital galkalamali
inkiibatérde 28 °C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyon siiresi sonunda 1,5
ml’lik ependorf tiiplere kiltiir 6rnegi alinip, mikrofijde 2 dk maksimum rpm’de
santrifiijlendi. Pelet kismu izolasyon i¢in kullanildi. Pelet iki kez % 10.3 siikroz ¢ozeltisi
ile yikandiktan sonra 6 mg/ml lizozim ve 75 pg/ml RNaz igeren 500 pl TSE
tamponunda ¢oziildii. 37 °C’de 45 dakika inkiibasyondan sonra, 300 pl % 2 SDS
eklenerek 20 saniye vortekslendi. Ilk olarak fenol:kloroform:izoamiloalkol (25:24:1) ve
sonrasinda da kloroform:izoamiloalkol (24:1) ile ekstraksiyon yapildi. Ekstraksiyon
sonrast 10 dakika maksimum rpm’de santrifiijleme ile supernatant kismi alindi. Ust faz
temizleninceye kadar kloroform isoamilalkol ekstraksiyona devam edildi. Sonug olarak
temiz {ist faz alinarak; 1/10 oraninda 3 M pH: 5.2 sodium asetat ve saf etil alkol
eklenmesiyle -20 °C’de 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda maksimum
rpm’de 15 dk. santriijlendi. Siipernatant dikkatli bir sekilde temiz tiiplere alindiktan
sonra peletin lizerine % 70 etil alkol ilave edildi. Pelet ¢o6ziildiikkten sonra 10 dk.
maksimum rpm’de santrifiijlendi. Stipernatant dikkatlice dokiildiikten sonra pelet etiivde
37 °C’de kurutuldu. Kromozomal DNA’nin tamamen ¢oziilmesi icin pelete uygun

miktarda saf su eklenerek 37 °C’de bir gece inkiibe edildi.
3.2.2. PCR Amplifikasyonu

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

Izolasyonu yapilmis kromozomal DNA’lar agaroz jelde kontrol edildikten sonra
PCR’da kalip olarak kullanild1. Tleri A3F ve geri A7R primerleri kullanilarak A domaini
amplifiye edildi. Tag DNA polimeraz Kit (Fermentas) icin standart PCR reaksiyon
kosullari; kromozomal DNA 100 ng, her bir primer 0.4 uM, niikleotit karisimi1 0.2 uM,
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Taq polimeraz 1 iinite, PCR tamponu % 10 ve magnezyum kloriir 2 mM olarak
kullanilds, final hacim saf su ile 50 ul’ye tamamlandi. Termal dongii 95 °C 5 dk
(Baslangi¢ denatiirasyonu, 1 déngii), 95 °C 30 sn, 59 °C 2 dk. 72 °C 4 dk. olarak 35
dongii uyguland: son olarak 72 °C 10 dk (1 déngii) uygulamasiyla PCR dongiisii

tamamlandi.

Standart kosullarda iiriin elde edilemeyen organizmalarda, gerek magnezyum
kloriir konsantrasyonlari, gerekse termal dongii kosullar1 degistirilerek optimizasyonlar

yapildi.

3.2.2.2. Tip | PKS Geninin Ketosentaz Domainin (KS) PCR ile
Amplifikasyonu

Izolasyonu yapilmis kromozomal DNA’lar agaroz jelde kontrol edildikten sonra
PCR’da kalip olarak kullamldi. Ileri KIF ve geri M6R primerleri kullanilarak KS
domaini amplifiye edildi.

Taq DNA polimeraz Kit (Fermentas) i¢in Standart PCR reaksiyon kosullari,
kromozomal DNA 100 ng, Her bir primer 0.4 uM, Nikleotit karisimi 0.2 uM, Taq
polimeraz 1 iinite, PCR tamponu % 10 ve magnezyum kloriir 2 mM olarak kullanildi,

final hacim saf su ile 50 pl’ye tamamlandi.

Fast Start Tag DNA polymerase Kit (Roche) i¢n standart PCR reaksiyon
kosullart; kromozomal DNA 100 ng, Her bir primer 0.4 uM, Niikleotit mix 0.2 uM,
Taq polimeraz 1 tinite Tag, Tamponu (magnezyum kloriirsiiz) % 10, GC tamponu % 10
ve magnezyum kloriir 1.5 mM olarak kullanildi, final hacim saf su ile 50 pl’ye
tamamlandi. Termal dongii 95 °C 5 dk (Baslangi¢ denatiirasyonu, 1 déngii), 95 °C 30
sn, 55 °C 2 dk. 72 °C 4 dk. olarak 35 dongii uygulandi, son olarak 72 °C 10 dk (1

dongii) uygulanmasiyla PCR dongiisii tamamlandi.

Standart kosullarda iiriin elde edilemeyen organizmalarda, gerek magnezyum
kloriir konsantrasyonlari, gerekse termal dongili kosullar1 degistirilerek optimizasyonlar

yapildi.
3.2.3. Agaroz Jel Elektroforezi

Saflagtirilmis kromozomal DNA’nin tespiti icin % 0.7°1lik, PCR {iriinlerinin

goriintiilenmesi icin ise % 1’lik agaroz jel hazirlandi. TAE tamponu ile hazirlanan
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agaroz jele % 1’lik etidyum bromiirden 5 pl eklendi. DNA’lan jele yiikklemek igin 1:5
oraninda BFB:DNA karisimi1 yapildi. DNA’lar oda 1sisinda 90 voltluk akim altinda 45
dk. yiiriitiildi.

3.2.4. Agaroz Jelden DNA’nin Geri Kazanilmasi

Biiyiiklikleri NRPS i¢in 700 bp, tip I PKS igin ise yaklagik 1200-1400 bp
biiyiikliigiinde olan PCR iiriinleri agaroz jelden kesilerek alindi. Elute Jel Ekstraksiyon
Kiti (Qiagene) ve Jel Elution Kiti (GeneMark) kullanilarak DNA’lar jelden ekstrakte
edildi.

3.2.5. Kompetent Hiicrelerin Hazirlanmasi

E. coli’nin DHS5-a susu LB besiyerine 6n inkiibasyon i¢in ekildi ve 250 rpm’de
37 °C’de orbital calkalamali inkiibatérde bir gece iiretildi. Uretilen kiiltiirden 1 ml
almarak taze LB besiyerine ekildi ve 250 rpm 37 °C’de 2 saat iiretildi. O.Dsso’de 0.3-
0.4’¢ geldigi zaman, kiiltiir toplanarak santrifiij tiiplerine alind1 ve 10 dakika buzda
bekletildi. 4000 rpm’de +4°C’de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatant atildi ve
hiicrelerin tlizerine sogutulmus 10 mM kalsiyum kloriirden 5 ml eklendi. 3000 rpm’de
+4 °C’de 10 dakika santrifiij edildi. Ust siv1 atilarak hiicrelerin {izerine sogutulmus 75
mM kalsiyum kloriir eklendi. Homojen karisim elde ettikten sonra 192:108 oraninda,
kompetent hiicre: % 50 oraninda su ile seyreltimis gliserol karistirilarak -20 °C’de

muhafaza edildi.
3.2.6. Klonlama

3.2.6.1. Ligasyon

Ligasyon karigtiminin total hacmi 10 pl olacak sekilde; 5 pl 2x ligasyon
tamponu, 1 ul pGEM-T vektor, 300-400 ng PCR iiriinii, 1 ul DNA ligaz enzimi eklendi

ve verimli bir ligasyon igin bir gece 16 °C’de inkiibe edildi.

3.2.6.2. Transformasyon

Inkiibasyon siireleri dolan ligasyon iiriinleri kompetent hiicrelerle bir araya
getirilerek 30 dakika buzda bekletildi, bu siirenin sonunda hiicreler 42 °C’de 70 saniye

su banyosuna birakildi, bu siire sonunda buzda 5 dakika bekletildi. Biitiin bu
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islemlerden sonra hiicrelere 1 ml LB besi yeri ilave edildi ve 150 rpm’de 37 °C’de
orbital ¢alkalamali inkiibatorde 2 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda
onceden IPTG ve X-Gal yayilmis, 100 pg/ul ampisilin igeren katt LB besiyerine 400-
450 ul yayma yapildi ve bir gece 37 °C’de inkiibe edildi.

3.2.6.3. Mavi Beyaz Koloni Se¢imi

Bir gecelik inkiibasyon siiresi sonunda ligasyonun basarili oldugu hiicreler
beyaz, ligasyonun basarisiz oldugu hiicreler ise mavi koloni olusturmaktadir. Bu durum
isaret geninin iriinii olan B-galaktozitaz enziminin ortamdaki X-gal’i pargalamasina
dayanmaktadir. Ligasyonun basarisiz oldugu hiicrelerde f-galaktozitaz enzimi salgilanir
ve X-Gal’i pargalayarak sonucta mavi renk olusumu gozlenir. Ligasyonun basarili
oldugu hiicrelerde isaret geni bozuldugu i¢in p-galaktozidaz enzimi X-gal’i
parcalayamayacagi i¢in beyaz renk olusumu gozlenir. Bir gecelik inkiibasyon siiresi

sonunda beyaz renkli rekombinant koloniler mavi renkli kolonilerden segilerek ayrildi.

3.2.6.4. Bakterilerden Plazmit DNA izolasyonu

Ampisilin igeren LB besiyerlerine aktarilan beyaz koloniler orbital ¢alkalayici
inkiibatérde 230 rpm’de, 37°C’de bir gece iiretildi. Inkiibasyon siiresi sonunda
kiiltiirden 2 ml 6rnek alinarak 2 dakika 16000 rpm’de santrifiij edildi ve {ist siv1 atildi.
Elde edilen peletten Plazmit Miniprep Purification Kit (GeneMark) kullanilarak plazmid

izolasyonlar1 yapildi.

3.2.7. DNA Dizileme

Saflagtirilan rekombinant plazmitlerin icerdigi fragmentlerin DNA dizi analizi
Tontek sirketine (Istanbul) yaptirildi. Piitatif NRPS fragmentlerinin dizilenmesi i¢in A3F

primeri, piitatif tip I PKS fregmentlerinin dizilenmesi i¢in K1F primeri kullanilmastir.

3.2.8. Biyoinformatik Incelemeler

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

programlarinda incelendi.
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1. Bulgular

4.1.1. Streptomyces izolatlarimin Uretilmesi

Ug farkl1 toprak drneginden izole edilip 16 rRNA genleri baz alinarak molekiiler

teshisleri yapilan (Yilmaz ve ark. 2008) (Sekil 4.1) Streptomyces cinsine dahil lokal

izolatlarm M2 besiyerinde 28 °C’de iiretimleri yapildi ve bu besiyerindeki iireme

gortiniimleri takip edildi. Cizelge 4.1’de bu ¢alismada kullanilan Streptomyces tiirlerinin

morfolojik 6zellikleri ve Sekil 4.2-4.9°da M2 kat1 besiyerindeki iireme goriiniimleri

verilmigtir.

Cizelge 4.1. Streptomyces izolatlarinin M2 besiyerindeki morfolojik 6zellikleri

Organizma Koloni yapisi Substrat miseli Difiizlenebilen Hava miseli
rengi pigment rengi

AAH61 Derimsi Sar1 - Beyaz

AAHGS8 Likenimsi Sar1 - Sar1

ARG Likenimsi Turuncu - Gri

AR24 Dairemsi Pembe - Makroskobik olarak
gbzlenmedi

AS31 Dairemsi Yesil-Kahverengi  Agik kahve rengi Gri

AS40 Likenimsi Sar1 - Sari

BA3 Likenimsi Krem rengi - Beyaz

BAl4 Likenimsi- Yesil Mor-kirmizi Yesil

Kadifemsi

BAH46 Dairemsi Krem rengi - Beyaz

BS33 Kubbemsi Krem rengi - Beyaz

CA3 Dairemsi (Civik)  Yesil - Makroskobik olarak
gbzlenmedi

CAl4 Dairemsi Yesil Yesil Makroskobik olarak
gbzlenmedi

CA19 Likenimsi Kahverengi Acik kahverengi Acik kahve rengi

CAH33 Likenimsi Turuncu-Pembe Acik kahve rengi Turuncu

CS43 Dairemsi Krem renginde - Beyaz
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AR17
N. umidischolae AY036001

rimosus EF371440
S. albus AJ697941
S. lydicus AB184281
50 - BS39

S. violaceusniger DQ334782

s.

21

F46
S. hygroscopicus EF408736

S. phaeochromogenes DQ442538

S. lavendulae EF469608

A. mediterranei EFO17716

S. exfoliatus DQO26647

51
S. purpureus AB184547

AAS3
&8 BA1
aal | CAZ8
741 AS36
BA11
ASHA7
oz AS25
—20 95
AAHB3
28/ S. anulatus AB184875
S. halstedii EF178695
S. atroolivaceus AB184113

BR57
64! S. microflavus EF178673
AA50

CA12

92 ! CA18

AS29
90 | S. albidoflavus DQ826593

31

[ 15 S UMssimus AB184787
S. griseoviridis AB184210

BA2

100 | BAH26

cs3s

S. olivaceoviridis AB184288

S. violaceus AB184315

S. diastaticus AB184785

BAH28

76
S. griseoflavus AB184274
AS37
S. chromofuscus AB184194
S. antibioticus AB184108
S. rochei AB184237
90 l caza
CAI1
30 BS32
BA12

Sekil 4.1. 16S rRNA genleri baz alinarak neighbor-joining yontemiyle ¢izilen filogenetik aga¢ (Yilmaz ve
ark. 2008). Bu ¢alismada kullanilan izolatlar agag {izerinde daire igine alinmigtir.
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Sekil 4.2. M2 Besiyerinde 7 giin sonrasinda tireyen bakterilerin koloni gériiniimii.
a: Streptomyces sp. AAH61 b: Streptomyces sp. AAH68.

Sekil 4.3. M2 Besiyerinde 7 giin sonrasinda {ireyen bakterilerin koloni goriiniimii.
a: Streptomyces sp. AR6 b:Streptomyces sp. AR24

Sekil 4.4. M2 Besiyerinde 7 giin sonrasinda iireyen bakterilerin koloni goriiniimii.
a: Streptomyces sp. AS31, b: Streptomyces sp. AS40
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Sekil 4.5. M2 Besiyerinde 7 giin sonrasinda iireyen bakterilerin koloni gériiniimii.
a: Streptomyces sp. BA3, b: Streptomyces sp. BA14

Sekil 4.6. M2 Besiyerinde 7 giin sonrasinda iireyen bakterilerin koloni goriiniimii.
a: Streptomyces sp. BAH46, b: Streptomyces sp. BS33

Sekil 4.7. M2 Besiyerinde 7 giin sonrasinda iireyen bakterilerin koloni gériiniimii.
a: Streptomyces sp. CA3, b: Streptomyces sp. CAl4

44



ismail ACER

Sekil 4.8. M2 Besiyerinde 7 giin sonrasinda tireyen bakterilerin koloni goriiniimii.
a: Streptomyces sp. CA19, b: Streptomyces sp. CAH33

Sekil 4.9. M2 Besiyerinde 7 giin sonrasinda iireyen bakterilerin koloni goriiniimii.
Streptomyces sp. CS43
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4.1.2. Kromozomal DNA

15 farkli Streptomyces tiiriinden kromozomal DNA izolasyonlar1 yapildi.

Kromozomlar sekil 4.10°da goriilmektedir.

6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
8 =

ul DNA

Sekil 4.10. izole edilen kromozomal DNA’larin agaroz jel elektroforezi goriintiileri. 1.
Streptomyces sp. AAHG61, 2. Streptomyces sp. AAH68, 3. Streptomyces sp. ARG, 4. Streptomyces
sp. AR24, 5. Streptomyces sp. AS31, 6. Streptomyces sp. AS40, 7. Streptomyces sp. BA3, 8.
Streptomyces sp. BA14, 9. Streptomyces sp. BAH46, 10. Streptomyces sp. BS33, 11.
Streptomyces sp. CA3, 12. Streptomyces sp. CAl14, 13. Streptomyces sp. CA19, 14. Streptomyces
sp. CAH33, 15. Streptomyces sp. CS43.

4.1.3. NRPS ve Tip | PKS Genlerinin Genomda Taranmasi

4.1.3.1. NRPS Genlerinin Taranmasi

Lokal Streptomyces izolatlarindan saflastirilan  kromozomal DNA’lar
kullanilarak PCR ile NRPS gen kiimesinin adenilasyon domaini cogaltildi. Lokal
izolatlarin 15 tanesinde de ilgili gende amplifikasyon elde edildi. Primerlerin segildigi

bolgeye gore beklenen amplikonun uzunlugu yaklasik 700 bp uzunlugundadir.

Saflagtirilan DNA’lardan elde edilen NRPS amplifikasyonu materyal ve metotta
detayli verilen standart kosullardan baslanarak; magnezyum kloriir, primer baglanma

sicakligr ve kullanilan Taq polimeraz Kiti degistirilerek farkli optimizasyonlar yapildi.

Materyal ve metodta verilen Taqg DNA polimeraz (Fermentas) kit i¢in Standart
kosullarin kullanilmasiyla; Streptomyces sp. BA3, Streptomyces sp. BS33, Streptomyces
sp. CA3 ve Streptomyces sp. CA19 izolatlarinda beklenen iiriin elde edildi (Sekil 4.11).
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M 6Ai BS33 CA3

1018bp =—>§

517bp ... - “ NRPS

Sekil 4.11. Streptomyces sp. BAS3, Streptomyces sp. BS33, Streptomyces sp. CA3 ve
Streptomyces sp. CAL19 izolatlarindan elde edilen PCR {iriinleri.

Standart kosullarda iiriin elde edilemeyen Streptomyces sp. BA14, Streptomyces
sp. BAHA46, Streptomyces sp. CAH33 ve Streptomyces sp. CS43 izolatlar1 igin

magnezyum kloriir konsantrasyonu 2.5 mM’a ¢ikarildigi zaman {iriin elde edildi (Sekil
4.12).

M BAl4 BAH46 & CS43
! - O e e
o s
~ -
-
—

1018bp

W W o - NRPS

517bp

Sekil 4.12. Streptomyces sp. BAL14, Streptomyces sp. BAH46, Streptomyces sp. CAH33 ve
Streptomyces sp. CS43 izolatlarindan elde edilen PCR iirtinleri.

Magnezyum kloriir konsantrasyonu 3 mM’a ¢ikarildigi zaman Streptomyces sp.
AAHG61, Streptomyces sp. AAHG8, Streptomyces sp. AS31, Streptomyces sp. AS40 ve
Streptomyces sp. CA14 izolatlarinda Sekil 4.13’de goriildiigii gibi {iriin elde edildi.
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M AAH61 AAH68 AS31 AS40 CAl4

1018bp

517bp "".' 1 Bl NRPS

Sekil 4.13. Streptomyces sp. AAH61, Streptomyces sp. AAHG68, Streptomyces sp. AS31,
Streptomyces sp. AS40 ve Streptomyces sp. CA14 izolatlarindan elde edilen PCR iiriinleri.

Streptomyces sp. ARG izolatinda ise 2.5 mM magnezyum kloriir varliginda ve 55

°C primer baglanma sicakliginda Sekil 4.14°de de goriildiigii gibi iiriin elde edildi.

1018bp

517bp

Sekil 4.14. Streptomyces sp. AR6 izolatinda elde edilen PCR {iriinii.

Sekil 4.15’de goruldigi gibi Streptomyces sp. AR24 izolatinda 2.5 mM

magnezyum kloriir varliginda ve 45 °C baglanma sicakliginda iiriin elde edildi.
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1018bp

517bp NRPS

Sekil 4.15. Streptomyces sp. AR24 izolatinda elde edilen PCR iiriint.

4.1.3.2. Tip | PKS Genlerinin Taranmasi

Lokal Streptomyces izolatlarindan Saflastirilan kromozomal DNA’lar
kalip olarak kullanilarak tip | PKS genlerinin ketosentaz domaini PCR yardimiyla
cogaltildi. 15 lokal izolatin 14 tanesinde amplifikasyon elde edildi. Primerlerin segildigi

bolgeye gore beklenen amplikonun uzunlugu yaklasik 1200-1400 bp uzunlugundadir.

Saflagtirilan DNA’lardan elde edilen tip I PKS amplifikasyonu materyal ve
metodta detayli verilen standart kosullardan baslanarak; magnezyun kloriir, primer
baglanma sicakligi sicakligi ve kullanilan Taq polimeraz kiti degistirilerek farkl

optimizasyonlar yapildu.

Materyal ve metotta verilen Tag DNA polimeraz Kit (Fermentas) i¢in standart
kosullarda higbir izolatda iiriin elde edilmedi. Yapilan optimizasyon galismalarinda,
Sekil 4.16’da goriildiigii gibi Streptomyces sp. BS33 ve Streptomyces sp. CAH33
izolatlarnda 3.5 mM magnezyum kloriir varhiginda ve 53 °C primer baglanma

sicakliginda tiriin elde edildi.
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1636bp

1018bp PKS-I

Sekil 4.16. Streptomyces sp. BS33 ve Streptomyces sp. CAH33 izolatlarinda elde edilen PCR
trinleri.

Sekil 4.17°de Streptomyces sp. AAH68 ve Sekil 4.18’de gorildiigii gibi
Streptomyces sp. BA14, Streptomyces sp. BAH46 izolatlarinda 2 mM magnezyum

kloriir ve 50 °C baglanma sicakliginda iiriin elde edildi.

1636bp

1018bp PKS-I

Sekil 4.17. Streptomyces sp. AAH68 izolatinda elde edilen PCR {iriinii.
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M BA1l4 BAHA46

Sekil 4.18. Streptomyces sp. BA14 ve Streptomyces sp. BAH46 izolatlarinda elde edilen PCR
trtinleri.

Streptomyces sp. CA14 ve Streptomyces sp. CS43 izloatlarinda sekil 4.19°da
goriildiigii tizere 2 MM magnezyum kloriir varhiginda ve 47 °C baglanma sicakliginda

urtin elde edildi.

M CA14 CS43

1636bp
1018bp

Sekil 4.19. Streptomyces sp. CA14 ve Streptomyces sp. CS43 elde edilen PCR firiinleri.

Materyal ve metotta verildigi iizere Fast Start Taqg DNA polymerase Kit (Roche)
icin standart PCR reaksiyon Kkosullarmin kullanilmasiyla Streptomyces sp. CA3
izolatinda iirlin elde edildi (Sekil 4.20).
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1636bp

PKS-I
1018bp

Sekil 4.20. Streptomyces sp. CA3 izolatindan elde edilen PCR iiriinii.

Fast Start Tag DNA polymerase Kit (Roche) i¢in standart kosullarda {iriin elde
edilmeyen Streptomyces sp. AS40 ve Streptomyces sp. CA19 izolatlarinda 2.5 mM
magnezyum kloriir varliginda ve 53 °C baglanma sicakliginda amplifikasyon elde edildi
(Sekil 4.21).

AS40 CA19 M

1636bp
1018bp

Sekil 4.21. Streptomyces sp. AS40 ve Streptomyces sp. CA19 izolatlarindan elde edilen PCR iiriinleri.

Streptomyces sp. AAHG61, Streptomyces sp. ARG, Streptomyces sp. AS31
izolatlarinda Sekil 4.22’de de goriildigii tizere 2.5 mM magnezyum kloriir varliginda ve
45 °C primer baglanma sicakliginda iiriin elde edildi.
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AAHGBT ARG AS31

1636bp
1018bp

PKS-I l||I|||H‘|’(|" ||'
- cn»"'

Sekil 4.22. Streptomyces sp. AAH61, Streptomyces sp. ARG6, Streptomyces sp. AS31
izolatlarindan elde edilen PCR firiinleri.

Uriin elde edilmeyen Streptomyces sp. BA3’te termal dongiide

denatiirasyon siiresi 1 dakikaya ¢ikartilip, magnezyum kloriir 1.5 mM olarak
kullanildiginda {irtin elde edildi (Sekil 4.23).

PKS-I

Sekil 4.23. Streptomyces sp BA3 izolatindan elde edilen PCR iiriini.

4.1.3.3. PCR Uriinlerinin Jelden Geri Kazanilmasi

PCR sonrasinda yaklasik 700 bp uzunlugunda olan NRPS ve 1200-1400 bp
uzunlugunda olan tip I PKS amplifikasyon {irlinleri jelden kesilerek ekstraksiyonlari

yapildi. Ekstraksiyon sonrasi jel goriintiileri Sekil 4.24 ve Sekil 4.25’de goriilmektedir.
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M1 23 45 67 8 91011 121314 15

NRPS

Sekil 4.24. PCR sonucu elde edilen piitatif NRPS A domainlerinin saflagtirildiktan sonra agaroz
jeldeki gortintiileri. 1. Streptomyces sp. AAH61, 2. Streptomyces sp. AAHG8, 3. Streptomyces sp.
ARG, 4. Streptomyces sp. AR24, 5. Streptomyces sp. AS31, 6. Streptomyces sp. AS40, 7.
Streptomyces sp. BA3, 8. Streptomyces sp. BA14, 9. Streptomyces sp. BAH46, 10. Streptomyces
sp. BS33, 11. Streptomyces sp. CA3, 12. Streptomyces sp. CA14, 13. Streptomyces sp. CA19, 14.
Streptomyces sp. CAH33, 15. Streptomyces sp. CS43.

M1 23 45 67 8 91011 121314 15

ke Tl s PKS-I

Sekil 4.25. PCR sonucu elde edilen piitatif tip [ PKS KS domainlerinin saflagtirildiktan sonra
agaroz jeldeki goriintilleri. 1. Streptomyces sp. AAHG61, 2. Streptomyces sp. AAHG68, 3.
Streptomyces sp. ARG, 4. Streptomyces sp. AR24, 5. Streptomyces sp. AS31, 6. Streptomyces sp.
AS40, 7. Streptomyces sp. BA3, 8. Streptomyces sp. BA14, 9. Streptomyces sp. BAH46, 10.
Streptomyces sp. BS33, 11. Streptomyces sp. CA3, 12. Streptomyces sp. CAl4, 13. Streptomyces
sp. CA19, 14. Streptomyces sp. CAH33, 15. Streptomyces sp. CS43.
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4.1.4. PCR ile Elde Edilen Uriinlerin Klonlanmasi

4.1.4.1. NRPS Genlerinin Adenilasyon Domainlerinin Klonlanmasi

Streptomyces sp. AAH61, Streptomyces sp. AR24, Streptomyces sp. CAl4 ve
Streptomyces sp. BAH46 izolatlarindan elde edilen NRPS genlerine ait piitatif
adenilasyon domainleri pGEM-T vektorlere klonlanarak mini gen kiitiiphaneleri
olusturuldu. E.coli DH5-a kompetent hiicrelerine transformasyon yapilarak ilgili gen ve
organizma i¢in mini gen kiitiiphaneleri kurulmus oldu. Transformantlar ampisilin
direngliligi ve mavi-beyaz seleksiyon sistemine gore secildi (Sekil 4.26). Beyaz renkli
ampisiline direngli kolonilerin piitatif rekombinant plazmid igermesinden dolayi, bu
koloniler yeniden iiretilerek hiicrelerden plazmid izolasyonlar1 yapildi. Streptomyces sp.
AAH61’in NRPS geni A domaininden elde edilen rekombinant plazmitler Sekil 4.27°de

verilmistir.

Sekil 4.26. Mavi-beyaz koloni se¢imi (http://www.sigmaaldrich.com (2011))
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Rekombinang
PGEM-T Plazmitler
Rekombinant
pGEM-T Plazmitler
Rekombinant
pGEM-T Plazmitler

Sekil 4.27. Streptomyces sp. AAH61’in piitatif NRPS geni A domaini gen kiitiiphanesinden elde
edilen rekombinant plazmitler.
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Streptomyces sp. AR24’iin NRPS geni A domaininden elde edilen rekombinant
plazmitler Sekil 4.28’de goriilmektedir.

Rekombinant

PGEM-T = Plazmitler
Rekombinant
pGEM-T Plazmitler
Rekombinant
PGEM-T Plazmitler

Sekil 4.28. Streptomyces sp. AR24’iin piitatif NRPS geni A domaini gen kiitiiphanesinden elde
edilen rekombinant plazmitler.
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Streptomyces sp. CA14’iin NRPS geni A domaininden elde edilen rekombinant

plazmitler Sekil 4.29°da verilmistir.

pGEM'T | — S S s ey S W — —

Rekombinant
Plazmitler

Rekombinant
Plazmitler

Sekil 4.29. Streptomyces sp. CA14’{in pitatif NRPS geni A domaini gen kiitiiphanesinden elde

edilen rekombinant plazmitler
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Streptomyces sp. BAH46’nin NRPS geni A domaininden elde edilen

rekombinant plazmitler Sekil 4.30°da verilmistir.

Rekombinant

PGEM-T Plazmit
Rekombinant
PGEM-T Plazmit

Sekil 4.30. Streptomyces sp. BAH46’nin piitatif NRPS geni A domaini gen kiitiiphanesinden
elde edilen rekombinant plazmitler

4.1.4.2. Tip | PKS Genlerinin Ketosentaz Domainlerinin Klonlanmasi
Streptomyces sp. AS31 ve Streptomyces sp. CA3 izolatlarindan elde
edilen tip | PKS genlerine ait piitatif ketosentaz domainleri jelden geri kazanilarak
PGEM-T lineer vektorlerine klonlandi. E. coli DH5-o kompetent hiicrelerine
transformasyon yapilarak ilgili gen ve organizma i¢in mini gen kiitiiphaneleri
olusturuldu. Transformantlar ampisilin direncliligi ve mavi-beyaz seleksiyon sistemine
gore secildi. Beyaz renkli ampisiline direngli kolonilerin piitatif rekombinant plazmid

icermesinden dolayi, bu koloniler yeniden {iretilerek hiicrelerden plazmid izolasyonlari

59




4. BULGULAR ve TARTISMA

yapildi. Streptomyces sp. AS31’in tip I PKS geni KS domaininden elde edilen

rekombinant plazmitler Sekil 4.31°de goriilmektedir.

Rekombinant

PGEM-T Plazmit
Rekombinant : B S e . ———— - — pGEM-T
Plazmit

Sekil 4.31. Streptomyces sp. AS31’in putatif tip | PKS geni KS domaini gen kiitiiphanesinden
elde edilen rekombinant plazmitler.
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Streptomyces sp. CA3’iin tip I PKS geni KS domaininden elde edilen
rekombinant plazmitler Sekil 4.32°de goriilmektedir.

Rekombinant
Plazmit

E———— e e

Rekombinant
Plazmit

Sekil 4.32. Streptomyces sp. CA3’{in piitatif tip | PKS geni KS domaini gen kiitiiphanesinden
elde edilen rekombinat plazmitler

4.1.5. Biyoinformatik incelemeler

NRPS mini gen Kkiitiiphaneleri olusturulan Streptomyces sp. AAHG61,
Streptomyces sp. AR24, Streptomyces sp. CAl4 ve Streptomyces sp. BAH46
izolatlarindan Streptomyces sp. AAH61 ve Streptomyces sp. AR24 kiitiiphanelerinden
elde edilen klonlarin DNA dizi analizleri yapildi. Tip I PKS mini gen kiitiiphaneleri
olusturulan Streptomyces sp. AS31 ve Streptomyces sp. CA3’den elde edilen klonlarin
DNA dizi analizleri yapildi, NCBI web sitesinde BLASTn ve BLASTx programlarinda

homoloji incelemeleri yapildi.
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4.1.5.1. Streptomyces sp. AAH61’1n NRPS Genlerinin Incelenmesi

Kurulan NRPS kiitiiphanesinden 35 klonun segilerek sekanslanmasi sonucunda
Streptomyces sp. AAH61 izolatinin; NRPS genlerine ait 3 farkli A domaini igerdigi
bulundu. Cizelge 4.2 ve 4.3’de grupladigimiz bu klonlarin sirasiyla; BLASTn ve
BLASTx analizleri sonucunda, en yakin homoloji gosterdikleri NRPS genlerinin ait

oldugu bakteriler goriilmektedir.

Cizelge 4.2. Streptomyces sp. AAH61 izolatinin NRPS gen kiitiiphanesi klonlarinin BLASTn sonuglari

Grup Organizma/Genbank giris no Homoloji  Sekanslanan
ismi Kklon sayisi
1 Burkholderia gladioli BSR3/(gb|CP002600.1]) % 72 14
2 Streptomyces sp. ID05-A0293/(dbj|AB432849.1|) % 67
Burkholderia ambifaria AMMD/(gh|CP000442.1]) % 67 12
Pseudomonas fluorescens strain C7R12/(gh|EF010975.1]) % 65
3 Streptomyces sp. 42-30-7/(dbj|AB432775.1]) % 69 9

Cizelge 4.3. Streptomyces sp. AAH61 izolatinin NRPS gen kiitiiphanesi klonlarmin BLASTx sonuglari

Grup Organizma/Genbank giris no Homoloji Sekanslanan
ismi klon sayisi
1 Streptomyces violaceusniger Tu4113/ % 52-56 14
(ref|ZP_07610598.1|)
2 Burkholderia ambifaria AMMD/(ref|YP_778354.1|) % 48-50
Streptomyces roseosporus NRRL159988/ % 52 12
(ref|ZP_04691971.1|)
Pseudomonas syringae pv.oryzae str.16/ % 49-51
(ref|ZP_04586198.1|)
3 Streptomyces sp. Tu6071 (ref|ZP_08455386.1|) % 64 9

4.1.5.2. Streptomyces sp. AR24’iin NRPS Genlerinin incelenmesi

Kurulan NRPS kiitiiphanesinden 19 klonun segilerek sekanslanmasi sonucunda
Streptomyces sp. AR24 izolatinin; NRPS genlerine ait 3 farkli A domaini igerdigi tespit
edilmistir. Cizelge 4.4 ve 4.5’da grupladigimiz bu klonlarin sirasiyla; BLASTn ve
BLASTx analizleri sonucunda, en yakin homoloji gosterdikleri NRPS genlerinin ait

oldugu bakteriler goriilmektedir.
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Streptomyces sp. BAH46 ve Streptomyces sp. CA14 izolatlarinin kurulan NRPS
kiitliphanelerinden segilen rekombinant klonlarin DNA dizi analizleri devam

etmektedir. Tamamlaninca BLASTn ve BLASTX analizleri yapilacaktir.

Cizelge 4.4. Streptomyces sp. AR24 izolatinin NRPS gen kiitiiphanesi klonlarinin BLASTn sonuglari

Grup Organizma/Genbank giris no Homoloji Sekanslanan
NO klon sayisi
1 Streptomyces bikiniensis/(dbj|AB432622.1]) % 68-72 8
2 Streptomyces fungicidicus/(gh|DQ403252.1]) % 76 9
3 Frankia sp. Ccl3/(gb|CP000249.1]) % 69 2

Cizelge 4.5. Streptomyces sp. AR24 izolatinin NRPS gen kiitiiphanesi klonlarinin BLASTx sonuglart.

Grup Organizma/Genbank giris no Homoloji Sekanslanan
Ismi klon sayisi
1 Kiiltiire edilmemis bakteri/(gb|ADK54820.1|) % 53-63 8
2 Streptomyces fungicidicus/(gb|ABD65957.1) % 72 9
3 Streptomyces albus J1074/(ref{ZP_04705330.1|) % 57 2

4.1.5.3. Streptomyces sp. AS31’in Tip I PKS Genlerinin incelenmesi

Kurulan tip I PKS kiitliphanesinden 32 klonun segilerek sekanslanmasi
sonucunda Streptomyces sp. AS31 izolatinin tip I PKS genlerine ait 2 farkli KS domaini
tespit edilmistir. Cizelge 4.6 ve 4.7°de grupladigimiz bu klonlarin sirastyla BLASTn ve
BLASTX incelemeleri sonucunda, en yakin homoloji gosterdikleri NRPS genlerinin ait

oldugu bakteriler goriilmektedir.

Cizelge 4.6. Streptomyces sp. AS31 izolatinin tip I PKS gen kiitiiphanesi klonlarinin BLASTn sonuglari

Grup Organizma/Genbank giris no Homoloji  Skanslanan
Ismi klon sayisi

1 Streptomyces nodosussubsp.asukaensis/(dbj|AB431110.1|) % 70 27

2 Streptomyces sp. 98-62/(gb|DQ450945.1|) % 70-71 5

63


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238770585?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=TYNPHN8B01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/301056995?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=TYW61XC4015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/89274994?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=2&RID=TYVVR87M01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/239982806?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=TYRK0WH2011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238766315?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=Z66WK6AE01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/91221403?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=Z6D6KVT101N

4. BULGULAR ve TARTISMA

Cizelge 4.7. Streptomyces sp. AS31 izolatinin tip I PKS gen kiitiiphanesi klonlarinin BLASTx sonuglari

Grup Organizma/Genbank giris no Homoloji  Sekanslanan
ismi klon sayisi
1 Streptomyces violaceusniger Tu 4113/(reflzP_07610617.1|) % 62 27
2 Streptomyces bingchenggensis BCW-1/(gb|AD105104.1|) % 60 5

4.1.5.4. Streptomyces sp. CA3’iin Tip I PKS Genlerinin incelenmesi

Kurulan tip I PKS kiitiiphanesinden 14 klonun secilerek sekanslanmasi
sonucunda Streptomyces sp. CA3 izolatinin tip I PKS genlerinin tek ¢esit KS domainine
rastlandi. Cizelge 4.8 ve 4.9’da bu gruptaki klonlarin sirasiyla BLASTn ve BLASTX
incelemeleri sonucunda, en yakin homoloji gdsterdikleri tip I PKS genine ait oldugu

bakteriler goriilmektedir.

Cizelge 4.8. Streptomyces sp. CA3 izolatinin tip I PKS gen kiitiiphanesi klonlarinin BLASTn sonuglart

Grup ismi Organizma/Genbankasi giris no Homoloji Sekanslanan
klon sayisi

1 Streptomyces collinus/(emb|AM746336.1|) % 67 14

Cizelge 4.9. Streptomyces sp. CA3 izolatinin tip I PKS gen kiitliphanesi klonlarinin BLASTx sonuglari

Grup ismi Organizma/Genbankasi giris no Homoloji  Sekanslanan
klon sayisi
1 Streptomyces orinoci/(emb|CA085896.1)) % 46 14
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4.2. Tartisma

Son yillarda organizmalarin biyosentetik potansiyellerini ortaya ¢ikarmak i¢in
sekonder metabolitlerin sentezinde gorevli olan gen dizilerinin arastirilmasini
amaclayan bir ¢cok c¢alisma yapilmistir. Sekonder metabolizma ile baglantili genlerin
PCR ile taranmasi aktinomisetlerin biyosentetik potansiyellerini ortaya ¢ikarmak igin

kullanilan yeni bir yaklagimdir.

Calismamizda 15 farkli Streptomyces izolatinin genomunda PCR ydntemine
dayal1 olarak NRPS ve tip | PKS genlerinin taramas1 yapildi. Belirtilen genleri PCR ile
amplifiye etmek i¢in Ayuso ve arkadaslarinin 2005 yilinda yaptigi ¢alismada (Ayuso ve
ark. 2005), ilgili genlerin sirasiyla A ve KS domainlerinin korunmus bdolgeleri dikkate
alarak dizayn ettikleri primer ciftleri kullanildi. Yapilan optimizasyon caligsmalari
sonucunda; izolatlarin tiimiinde (% 100) NRPS genlerinin, 14’tinde (% 93) ise tip | PKS
genlerinin varlhigr tespit edildi. 2005 yilinda ayni primer c¢iftlerinin kullanildigi bir
calismada (K1F/M6R ve A3F/A7R) aktinomiset grubuna dahil cinslerin 210 tiiri NRPS
ve tip | PKS genleri bakimindan taranmistir (Ayusu-Sacido ve Genilloud 2005). Bu
calismada 168 (% 79) tirde NRPS genleri, 111 (% 56.7) tiirde de tip I PKS genleri
tespit edilmistir. Tarama yapilan aktinomiset cinsleri arasinda en biiyiik amplifikasyon
oraninda (NRPS’de % 97, tip I PKS’de % 79) Streptomyces cinsinde rastlanmistir. Bu
calismada kullanilan izolatlar da Streptomyces cinsinin {yeleri olup, ayni sekilde

oldukca yiiksek oranda bahsedilen biyosentetik genlere sahiptirler.

Sekonder metabolitler primer metabolizma ile iliskilidir. Bundan dolay1 besiyeri
bilesenlerinin sekonder metabolit iiretimi {izerindeki etkisi olduk¢a Onemlidir.
Kullandigimiz izolatlarin antimikrobiyal aktiviteleri, daha once farkli besiyerlerinde
arastirtlmis ve 15 izolatin sadece 4 tanesinde (Streptomyces sp. BA14, Streptomyces sp.
CA3, Streptomyces sp. CA14, Streptomyces sp. CS43) antimikrobiyal aktivite tespit
edilmistir (Yilmaz ve ark. 2005). Besiyeri bilesenlerinin sekonder metabolit iiretiminde
Ooneminin bilinmesine karsin, tamamlanan genom projeleri gostermektedir ki,
aktinomisetler herhangi bir kiiltiir ortaminda iiretmedikleri bircok sekonder metabolitin
genlerine sahiptir. Ornegin; S. coelicolor, sekonder metabolit biyosentezinden sorumlu
spesifik 29 gen kiimesi i¢ermesine ragmen (Nett ve ark. 2009), kiiltiir ortaminda
yalnizca 3 bilesigin iiretildigi goriilmistiir (Malpartida ve Hoopwod 1984, Cerdeno ve

65



4. BULGULAR ve TARTISMA

ark. 2001, Hojati ve ark. 2002, Williamson ve ark. 2006). Dolayisiyla boyle kriptik
genlerin acgiga c¢ikarilmasi agisindan genetik taramanin oldukga kullanish bir yontem
oldugu goriilmektedir. Silva-Stenico ve arkadaslarmin (2011) yaptigi bir calismada;
taradiklar1 siyanobakterilerin % 34’tniin Bacillus subtilis’e karst % 22’inin ise
Salmonella typhimurium’a karsi antimikrobiyal aktivite gosterdigi tespit edilmis
olmasina ragmen, yapilan genetik taramalar sonucunda, bu organizmalarin % 92’sinde
NRPS ve % 80 PKS genleri tespit edilmistir (Silva-Stenico ve ark. 2010). Oyle ki
genetik tarama klasik kiiltiir kosullarinda sentezlenemeyen veya kimyasal tarama
metodlar ile tespit edilemeyecek kadar az iretilen bilesiklerin kesfedilmesine yol
acmaktadir. Baska bir deyisle stres veya tehdit kosullar1 olmaksizin ekspresyonu
olmayan kriptik genlerin varliginin ortaya ¢ikarilmasi agisindan genetik tarama oldukga
onem tasimaktadir. 2005 yilinda Yilmaz ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada
izolatlarin ¢ogunlugunda antimikrobiyal aktiviteye rastlanmamis olmasi (Yilmaz ve ark.

2005), bu genlerin kriptik olabilecegi yoniindeki goriisii gliglendirmektedir.

Calismalarimiz sonucunda elde ettigimiz klonlarimiz icerisinde, Genbankasinda
simdiye kadar bulunmus olan bilesiklerin genleri ile anlamli oranda bir homolojiye
rastlanmayan Orneklerimizin mevcut olmasi, bu genlerin yeni bilesikler ilireten gen
kiimelerine ait olabilecegi sonucunu dogurmaktadir. Yaptigimiz biyoinformatik
analizlerinde; BLASTn incelemeleri sonucunda elde edilen homoloji niikleotid-
niikleotid homolojisine dayali oldugu i¢in oran daha yiiksektir. Blastx incelemeleri ise
amino asit homolojisine dayali oldugu i¢in homoloji daha diisiik olup sonuglarin
protein-protein benzerligini ortaya koymasi agisindan énemlidir. Ornegin Streptomyces
sp. AAH61 izolatinin BLAST analizlerinde BLASTx sonuglarina dikkat edilirse 3 grup
igerisinde homoloji orant % 48-64 arasinda degismektedir. Bununla birlikte gruptaki
klonlarin homoloji gosterdigi NRPS genlerinin hangi bilesigin sentezinden sorumlu
oldugu rapor edilmemistir. BLASTx sonuglarinda homolojilerin bu kadar diisiik olmasi
elimizdeki bu domainlerin ait oldugu NRPS gen kiimelerinin yeni olma ihtimalini
oldukca giiclendirmektedir. Zira, biyosentetik gen kiimelerine ait domainlerde % 70’in
altinda olan BLASTx homolojilerinde, incelenen dizilimin yeni bir gene ait oldugu
diistiniilmektedir (Zhang 2009). Aymi sekanslarin 1. gruptaki klonlarinin BLASTX
analizleri sonucunda S. violaceusniger tiiriiniin NRPS geni ile % 52 gibi diisiik amino

asit homolojisi gosterdigi, 2. grubundaki klonlarin da Burkholderia ambifari AMMD ve
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Pseudomonas syringae pv. oryzae 16 gibi aktinomiset olmayan organizmalarla
% 48-49 arasindaki benzerligi dikkat cekmektedir. Ote yandan grup 3’teki klonlarin da
Streptomyces sp. Tu6071 izolatinin NRPS geni ile % 70’in altinda homoloji gosterdigi
tespit edilmistir. Baz1 genlerin kendi organizma grubu yerine daha uzak akraba olan
bakterilerin genlerine benzemesi ve bu bakterilerin iyi birer antibakteriyal ve antifungal
tireticisi olmasi, bu gruptaki genlerin biyoaktif etkili bilesikleri sentezleyen yeni genler

olabilme ihtimalini gli¢clendirmektedir.

Streptomyces sp. AR24’in NRPS kiitiiphanesindeki klonlarin ise ozellikle
BLASTx homolojilerinin diisiik oldugu grup 1 ve grup 2’de yeni bilesik genleri olmaya
aday klonlar mevcuttur. Ozellikle grup 1°de kiiltiire edilmeyen bir bakterin NRPS
genleri ile tespit edilen homoloji (% 53) 3. gruptaki klonlarin S. albus tiiriiniin NRPS
geni ile % 57 amino asit homolojisi gostermesi; bu gruptaki klonlarin yeni bilesik

sentezinden sorumlu NRPS genleri olma ihtimalini diistiindiirmektedir.

Streptomyces sp. AS31 ve Streptomyces sp. CA3 izolatlariin tip I PKS mini gen
kiitiiphanesinden se¢ilen klonlarinin, BLASTNn ve BLASTX analizleri sonucunda, farkli
mikroorganizmalara ait tip | PKS genleri ile degisik oranlarda homoloji gosterdigi
belirlenmis olup, homoloji oranlar1 olduk¢a diistiktiir. Streptomyces sp. AS31
izolatindan segilen klonlarin BLASTx analizlerinde Grup 1’in S. violaceusniger
Tu4113’1n 6-deoxyerythronolide-B (eritromisin bileseni) sentezinden sorumlu tip 1 PKS
geni ile % 62 oraninda homoloji gosterdigi tespit edildi. Ozellikle Streptomyces sp. CA3
izolatindan elde edilen sekanslarin Blastx analizinde S. orinoci tiiriiniin tip I PKS geni ile
% 46 gibi cok diisiik bir homolojinin tespit edilmesi bu klonun da buna benzer digerleri

gibi yeni bilesik sentezinden sorumlu tip | PKS olma ihtimalini giiglendirmektedir.

Yeni olmaya aday amplikonlarin homolog prob olarak kullanilmasiyla Southern
hibridizasyonu ile izolatlarin genomlarinda bu domainlerin ait oldugu gen kiimeleri

taranacak ve ortaya ¢ikarilacaktir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

15 Streptomyces izolatinin tiimiinde NRPS genlerinin varlig1 ortaya kondu

15 Streptomyces izolatinin 14’iinde tip I PKS genlerinin varlig tespit edildi.

. Streptomyces sp. AAHG61, Streptomyces sp. AR24, Streptomyces sp. BAH46 ve
Streptomyces sp. CA14 izolatlar igin, PCR ile elde edilen NRPS A domainleri
klonlanarak mini gen kiitiiphaneleri kurldu.

. Streptomyces sp. AAH61 ve Streptomyces sp. AR24 izolatlarinin NRPS,
Streptomyces sp. AS31 ve Streptomyces sp. CA3 izolatlarinin tip I PKS gen
kiitliphanelerinden secilen klonlarin DNA dizi analizleri yapildi.

. Streptomyces sp. AS31 ve Streptomyces sp. CA3 izolatlari i¢i tip I PKS mini gen
kiitiiphaneleri kuruldu.

. BLAST programi kullanilarak DNA dilimleri incelendi.

BLAST analizleri sonucunda Streptomyces sp. AAH61 ve Streptomyces sp.
AR24 izolatlarinda NRPS genlerine ait farkli 3’er A domaini, Streptomyces sp.
AS31°de iki farkli ve Streptomyces sp. CA3’te de yalniz bir adet tip | PKS geni
KS domaini tespit edildi.
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