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0z

Yeni hastaliklarin gelismesi ve patojenlerde mevcut antibiyotiklere karsi
direncin artmasmndan dolayr yeni mikrobiyal metabolitlere siirekli ihtiyac
duyulmaktadir. Mikrobiyal sekonder metabolitler, potansiyel olarak sahip
olduklar1 6zel yapilar1 ve biyolojik aktiviteleri ile dogal bilesiklerin zengin
kaynaklarindan birini teskil ederler. Actinomycetales ordusuna dahil olan
Streptomyces tiirleri, cogu biyolojik olarak aktif olan sekonder metabolitleri
iretme yetenegine sahip olan mikoorganizma grubudurlar. Bu sekonder
metabolitlerden baglicalari; antibakteriyel, antifungal ve antitiimor ajanlaridir.
Yeni biyoaktif metabolitlerin kesfi igin temel strateji Strepfomyces gibi iyi

bilinen ve yetenekli organizmalardan yeni bilesiklerin taranmasidir.

Bu amaglar dogrultusunda daha o6nce 3 farkli endemik bitkinin kdk
cevresi (rizosfer) topraklarindan izole edilmis olan 12 lokal izolatin, 16S rRNA
genleri  kullanilarak yapilan molekiiler teshis calismalarinda bu izolatlarin
Streptomyces cinsine dahil olduklar1 bulundu. Molekiiler teshisi yapilan 12
izolatin Benett + Glukoz besiyerindeki antimikrobiyal aktivitelerinin arastirilmasi

sonucunda bu izolatlardan 9’unun antimikrobiyal aktivite gosterdigi tespit edildi.

Molekiiler teshis caligmalar1 sonucunda daha once Streptomyces sp.
CAH29 olarak adlandirilan  izolatin  {iretmis oldugu sekonder biyoaktif
bilesiklerinin kimyasal tarama ydntemi ile belirlenmesi amaglandi. Izolat oncelikle
antimikrobiyal bilesik {iretme kapasitesi acisindan 5 farkli besiyerinde iiretildi.
Elde edilen filtratlar farkli polarite 6zelliklerine sahip 3 farkli ¢oziicii sistemi ile

ekstrakte edildi. Elde edilen organik ekstraktlarn antifungal ve antibakteriyel



aktiviteleri belirlendi. Bu sekilde elde edilen ekstraktlarin test organizmalari
iizerine farkli inhibisyon etkileri goézlendi. En giicli ve genis spektrumda
antimikrobiyal aktivite elde edilen Benett + Glukoz besiyerinde daha genis
Olcekte iiretilen  Streptomyces sp. CAH29’un sekonder metabolitleri, en iyi
aktivitenin gozlendigi etilasetat c¢oziiciisii ile ekstrakte edildi. Ekstraklarin
icerdigi bilesikler, ince tabaka kromatografisinde (TLC) farkl ¢oziicii sistemleri
ile birbirinden ayrildi. Bilesiklerin en 1yi olarak diklorometan — metanol (9:1)
¢oziicli sisteminde birbirinden ayrildigi tespit edildi. TLC ile birbirinden ayrilmis
bilesiklere ait spotlar biyootografi yontemi ile  test organizmalar1 {izerine
denendi. Rf degeri yaklagik 0,69 olan spot bdlgesinin hem antifungal hem de
Gram (+) organizmalara kars1 antibakteriyel etkisinin oldugu tespit edildi. Bu spot
bolgesindeki biyoaktif bilesigin saflastirilmast amaciyla nonpolar karakterdeki
hekzan — etilasetat ile polar karakterdeki etilasetat ve metanol ¢oziicii sistemlerinin
kullanilmasiyla gergeklestirilen kolon kromatografisinden 4 temel fraksiyon elde
edildi. ikinci bir kolon kromatografisi ve sonrasinda uygulanan yiiksek
performansli ince tabaka kromatografisi (HPTLC) sonucunda hedeflenen bilesik
saf halde 2 mg olarak elde edildi. Saf olarak elde edilen bilesik farkli 6zellikteki
TLC reaktifleri ile muamele edilerek olas1 fonksiyonel gruplar1 belirlendi.
Ayrica HPTLC sonucu saf bilesigin 270 nm’de maksimum absorbans verdigi
goriildi. Son olarak bilesigin Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes
ve Candida albicans tizerine antimikrobiyal aktivite gosterdigi tespit edildi.

Bilesigin yap1 aydinlatma ¢alismalari devam etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Strepfomyces, 16S rRNA genleri, antimikrobiyal

aktivite, sekonder metabolit.



ABSTRACT

New microbial metabolites are permanently needed due to the increase
in resistant pathogens and evolution of novel disease. Microbial secondary
metabolites represent a large source of compounds endowed with ingenious
structure and potent biological activities. Streptomyces strains which are
belonging to the order Actinomycetales are suprerior to other actinomycete
strains in their ability to produce large number and varieties of bioactive
metabolites. The main compounds of these secondary metabolites are
antibacterial, antifungal and antitiimor agents. To explore new bioactive drug,
the main strategy is to search for new compounds from well known and

talented microorganism, such as Streptomyces

For this purpose, 12 local strains were isolated from rhizospheric soils of
three endemic plants. 16S rRNA genes of isolates were amplified. According to
16S rDNA sequence analyses, we conclude that these local strains belong to
member of Streptomyces genus. Nine isolates were found to have antimicrobial

activity.

In this study, our aim is to describe the bioactive secondary metabolites
produced by Streptomyces sp. CAH29 using chemical screening methodology. The
1solate was grown at five different culture medium to determine the best
antimicrobial metabolite production. Culture supernatants were extracted with
organic solvents which have different polarity. The in vitro antimicrobial activities
of the extracts were applied to a panel of bacteria and C. albicans. Then,

Streptomyces sp. CAH29 was grown in large scale in the Benett + Glucose



medium which was the best for antimicrobial metabolite production. It was
determined that antimicrobial metabolites of CAH29 isolate were best obtained by
ethylacetat. Also, The compounds produced by isolates were separated using

dichloromethane-methanol (9:1) solvent system.

Compounds separated with TLC were applied to agar to test the inhibition
effects of spots to microorganisms by using bioautography methods. The spot with
Rf value about 0.69 have both antibacterial and antifungal activity. To purify this
compound, extracts loaded on columns and elution was carried out with different
combinations of solvents such as hexane-ethylacetate, ethylacetate and methanol.
Active fractions obtained from first column were combined and loaded to second
column. Active fractions eluted from second column were applied to high
performance thin layer choromatography (HPTLC) plates to purify target compound.
2 mg pure compound was obtained from the last step of prurification. Compound
was treated with different chemical reagents to highligths its possible functional
groups Pure compound was showed maximum absorbance at 270 nm. Finally, it
was determined that the compound have antimicrobial activity againist
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes and Candida albicans. The

studies on structure elucidation of pure compound are on going.

Keywords: Streptomyces, 16S rRNA genes, antimicrobial activity, secondary

metabolite



ONSOZ ve TESEKKUR

Bilimsel arastrmalarda uygulanacak yontem ve strateji, karsilagilan
sorunlara yoOnelik ¢oziimleyici yaklasim, verilerin ¢ok yonlii degerlendirilmesi
calismalarda basar1 saglanmasinda rol oynayan onemli etkenlerdir. Ote yandan
bilimsel ¢alisma etigi ve problemlere bilimsel metodoloji temelinde yaklagilmasi

gibi Ozellikler arastiricilarda bulunmasi gereken niteliklerdir.

Tiim bu ilkeler dogrultusunda tiim ¢alismam boyunca tecriibesini, yardimini,
bilgisini esirgemeyen ve danismanim olmasindan dolayr sansh oldugum c¢ok
degerli hocam Dog¢. Dr. Ebru INCE YILMAZ’a sonsuz tesekkiirlerimi ve
saygilarimi sunarim. Aymi sekilde calismamin her asamasinda degerli bilgi ve
tecriilbesini esirgemeden yakin ilgi ve destegini gordiigiim ikinci danigman

hocam olan ¢ok kiymetli Do¢. Dr. Murat KIZIL’a tesekkiirii bir borg bilirim.

Calisgmamin farkli agsamalarinda cesitli analiz yontemlerinin uygulanmasinda
destegini gordiigim Uzman Mehmet COLAK ve Arastrma Gorevlisi Ersin

KILINC’a tesekkiirlerimi ve siikranlarimi sunarim.

Laboratuvar ¢alismalarimda yardim ve desteklerini  hi¢bir zaman
esirgemeyen cok degerli calisma arkadaslarim Biilent BALI’ye, Ismail ACER’e,

ve Ilknur PORSUK’a tesekkiir ederim.

Cok degerli dostlarim Ahmet GUNES, Hatip POLAT, Recep POLAT,
Hiiseyin POLAT, Serhat YILDIZ, Omer AKARSU, Cenk KAYRO, ismail ERDEM,
Yusuf AVCIOGLU, Taskin OLMEZ, Fedrullah ZUMRUT, Ercan ASLAN, Yeliz
YASAR, Hacire ARIN, Besi SERIN ve Didem KISTIR’a manevi desteklerinden

dolay1 tesekkiir ederim.



Yardim ve desteklerinden otiirii teknisyen Thsan ZEYREK ’e tesekkiir ederim.

Arastirma Gorevlisi Bircan CEKEN ve Sevil EMEN basta olmak iizere
tim Biyoorganik Arastrma Laboratuvart calisanlarima, Molekiiler Biyoloji
Arastrma  Laboratuvar1 ve  Kimyasal Analiz Labaratuvari  c¢alisanlarina

yardimlarindan otiirii tesekkiir ederim.

Maddi ve manevi desteklerini hi¢cbir zaman esirgemeden her tirli
zorlukta destek¢im olan cok degerli ve sevgili aileme sevgi ve saygiyla en

icten slikranlarimi sunarim.

Bu calismaya maddi destek saglayan Dicle Universitesi Bilimsel
Aragtrma Projeleri Komisyonu'na (DUBAP) ve TUBITAK Temel Bilimler

Arastirma Grubuna tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Dogal iiriin terimi genel anlamda biyolojik molekiiller i¢in kullanilan bir
terimdir. Dogal iirlinlerin en 6nemli grubunu teskil eden sekonder metabolitler
kimyasal yapilar1 ve biyolojik aktivitelerinden dolayr diger makromolekiillerden
ayrilirlar'.

Bitkiler ve mikroorganizmalar 6nemli sekonder metabolit iireticileridirler.
Her iki organizma grubunun sentezlemis oldugu bilesikler karsilastirildiginda
mikoorganizmalarca sentezlenen sekonder metabolitler, kimyasal yapilar1 bakimdan
daha kompleks olup, daha fazla cesitlilik gosterir. Sekonder metabolitler sahip
olduklar1 06zel kimyasal yapilar1 ve biyolojik aktivitelerinden dolayr ilag
arastrmalarinda Onciil madde olma niteligine sahiptirler. Tibbi amag¢h kullanilan
ilaglarin % 25’1 bitki orjinlidir. Diinya Saglik Orgiitiince (WHO) belirlenmis baslica
252 ilacin % 11°1 bitki kokenlidir®. 1983-1994 yillar1 arasinda kesfedilen 520 yeni
ilacin, yaklastk % 39’u mikrobiyal kaynaklidi’. 23.000’in iizerinde bilinen
mikrobiyal sekonder metabolitin % 42’si aktinomisetler, % 42’si funguslar, % 16’s1
ise diger bakteri tiirlerince iiretilmektedir’.

Insanlar dogal iiriinleri terapdtik 6zelliklerinden dolay1 ¢ok eski zamanlardan
beri kullanmaktadir®. Giiniimiizde ise dinya niifusunun % 80’ninden fazlas
geleneksel tibbi tedavi yontemlerini kullanmaktadir’. Geleneksel tibbi yontemlerin
en fazla kullanildig: iilkeler arasinda basta Cin olmak iizere bir¢ok dogu tilkesi
bulunmaktadir®.

1928 yilinda Alexander Fleming’in tesadiif sonucu penisilini kesfetmesiyle
mikrobiyal kaynakli dogal {irlin arastirmalar1 baslamistir. Bu tarihten sonra

mikroorganizmalardan yeni antimikrobiyal bilesiklerin elde edilmesi amaciyla



yapilan ¢aligmalar hiz kazanmistir’. Bu calismalar sonucu yeni sekonder metabolitler
kesfedilmistir.

Aktinomisetler antibakteriyel sekonder metabolitlerin iiretimi bakimindan
onemli bir mikroorganizma grubudur.7Ticari ve medikal a¢idan kullanigh
antibiyotiklerin % 75’1 aktinomisetlerin Streptomyces cinsine dahil organizmalarca
iiretilmektedir®. Antimikrobiyallerin diinya marketlerindeki yillik pazari 25 milyar
dolardan fazladir’. Antibakteriyel 0Ozellikte olan; vankomisin, sefalosporin,
eritromisin, antifungal etkili; Sekil 1.1°deki amfoterisin B ve nistatin, antitiimor
Ozellikleri olan; aktinomisin D, doksorubisin , bleomisin, Sekil 1.2’deki daunomisin,
antidiyabetik; akarboz, antihelmitik; Sekil 1.3°teki avermektin, immiinbaskilayicilar;
rapamisin ve Sekil 1.4°teki FK-506, Streptomyces cinsine dahil tiirlerin liretmis

oldugu biyoaktif bilesiklerin en bilinen 6rnekleridir.

Sekil 1.1 Amfoterisin B Sekil 1. 2. Daunomisin



Sekil 1.3. Avermektin Sekil 1.4. FK-506

Antimikrobiyallerin tedavi amagl asir1 miktarda ve gelisigiizel kullanimi
bircok bakteri tiiriiniin mevcut ilaglara kars1 direnglilik gelistirmesine yol
agmaktadir'’. Son yillarda hizli bir sekilde antibiyotiklere direngli tiirlerin ortaya
ctkmasmdan dolayi, bakteriyel enfeksiyonlar diinya ¢apinda halk saghigini ciddi bir
sekilde tehdit etmektedir''. Ozellikle hastane enfeksiyonlarinda, Enterococcus
faecalis’den Staphylococcus aureus’a kadar bircok patojenik bakterinin su anda
kullanilan tiim antibiyotiklere kars1 direng gelistirdigi rapor edilmistir'?.
Myobacterium tuberculosis enfeksiyonu diinya ¢capinda 6liimlere ve kitlesel saglik
problemlerine neden olan bir hastaliktir. Diinya Saglik Orgiitii’niin 2008 verilerine
gdre 9.200.000 hastadan 1.700.000’i tiberkiilozdan &lmektedir'®. M. tuberculosis
rifampisin, isoniazid, ethambutol gibi ilaglara kars1 direnglilik kazanmlstlrm. 1980

1lindan Once methisilin direncli S. aureus oram1 % 3’ten azken bu oran son
y



zamanlarda % 40’m tizerine ¢ikmustir'>. Amerika Birlesik Devleleri’nde hastalardan
izole edilen Streptococcus pneumoniae’larm % 34’{iniin penisiline, Hemophilus
influenzae’larm % 32’sinin ampisiline, Moraxella catarrhais’lerin ise % 92’sinin
penisilin ve eritromisine direngli oldugu bulunmustur'®. Bakteri enfeksiyonlarina ek
olarak fungal enfeksiyonlarin Oliime sebebiyet veren en biiylik faktér oldugu
saptanmlstlr”. Amerika Birlesik Devletleri’nde kan kiiltiirlerinden iiglincii olarak en
fazla izole edilen tiirler Candida tiirleridir'®. Ayrica immiinbaskilayici kemoterapi
alan ve doku transferi yapilmis hastalarda; Candida, Aspergillus ve Fusarium
enfeksiyonlarindan 6liim oranlar1 oldukca yiiksektir. Kan yoluyla viicut i¢inde
organlara yayilan fungal patojenler ¢esitli organ nakillerinde alicinin 6liimiine neden
olmaktadir’. Fungal enfeksiyonlardan kaynaklanan mortalilte orami % 50’nin
tzerinde olup, oranmn % 95 oldugu kemik 1iligi nakillerinde Aspergillus
patojenlerinden kaynaklanan enfeksiyon belirtilmistir®”. Antifungal ajanlar insan ve
hayvan hastaliklarinin yanisira, bitki ve ekinlerin korunmasinda, gida endiistrisinde
yogun olarak kullanilmaktadir. Tiim bu sebeplerden o6tiirti hem ¢esitli patojenitelere
neden olan mikroorganizmalarin mevcut ilaglara direnglilik kazanmasindan hem de
toksititesi daha az antifungal tedavilerin gelistirilmesi i¢in yeni ilaglara ve ilag oncii
maddelerine ihtiya¢ vardir.

Son yillarda dogal {iriin tarama programlariyla, aktinomisetler tarafindan
iretilen biyoaktif metabolitlerin kesfi lizerine yogun c¢aba sarf edilmektedir. Yeni
biyoaktif sekonder metabolitlerin taranmasi dogrultusundaki caligmalar farkli
habitatlardan yeni Streptomyces tiirlerinin izolasyonu ve degisik tarama stratejilerine
dogru ydnlenmektedir. Ozellikle endemik bitki rizosferi topraklar1 antimikrobiyal

aktiviteye sahip aktinomisetler agisindan zengin bir kaynaktir’',
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Genel Bilgiler

2.1.1. Streptomyces Tiirlerinin Ozellikleri

Actinobacteria smifi, Actinomycetales ordosuna dahil olan Streptomyces cinsi
iiyesi organizmalar; Gram (+), aerobik, filamentli saprofit bakterilerdir. Dogada
farkli habitatlarda genis yayilim gosterirler. Iyi iireme kosullarinda Streptomyces’lar
mantarlardaki gibi ¢ok hiicreli genis misel yapilar olustururlar’. Koloni
morfolojilerinde yogun olarak vejetatif (subsrat) miselleri, hava miselleri ve spor
yapisi gosterirler’. Kompleks bir yasam dongiileri vardir. Besin yetersizligi gibi stres
kosullarinda vejetatif miseller farklilasarak hava misellerini meydana getirirler'.
Farklilagmanin bir sonraki adiminda ise hava misellerinden bélmelerin olusmasi ile
karakteristik uzun artrospor zincirleri meydana gelir'”. Olusan bu spor yapilar
enzimatik hidrolize, yiiksek sicaklik ve sonikasyon gibi cesitli etkilere karsi
dayaniklidir*. Heniiz tanimlanamayan bir sinyal yardimiyla sporlar yeniden germine
olmaya baslar'. Bu farklilasma olay: iist seviyede diizenleyici bir sistemle siki
sekilde kontrol edilmektedir®. Streptomyces antibioticus’la yapilan bir calismada
divalent katyonlarin germinasyonun baslamasiyla ilgili oldugu belirtilmistir’.

Streptomyces’larin ~ liremeleri  hava misellerinin  ucundaki sporlarla
gerceklesmektedir’. Hiicre ¢eperindeki peptidoglikan, yapisinda fazla miktarda L-
Diaminopimelik asit igerirler. Optimum pH istekleri 6.5-8.0 arasinda degisim
gosterir. En uygun biiylime sicaklik araligi 25-35 °C arasinda olup ayrica termofilik

veya psikorofilik olabilirler’.
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Streptomyces Yasam Dongiisti

Sekil 2.1. Streptomyces’larin Yagsam Dongiisii

Streptomyces tiirler1 topraktaki mikrobiyal populasyonun Onemli bir

bilesenini olustururlar®".

Ekonomik ©6neme sahip bu organizmalar topraktaki
aktinomiset populasyonun % 50’sini olusturmaktadi’. Ayrica Streptomyces’lar
toprakta bulunan biyopolimerlerin doniisiimiinde ve degredasyonunda ¢ok 6nemli
goreve sahip olmalarindan otiirii  toprak ekolojsinde ¢ok Onemli rol
oynamaktadirlar"'®. Bu sebeplerden dolay: endiistriyel dneme sahip ekstraselliiler
karakterdeki; ksilanaz, sellilaz ve lipaz gibi bircok enzimin sentezinden

1,11,12
sorumludurlar

. Bu acidan da endiistriyel ve biyoteknolojik Oneme sahip
organizma grubundadirlar.
Streptomyces coelicolor ve Streptomyces avermitlis genom projeleri

tamamlanmustir' . 8,7-9 Mb genom biiyiikliikleriyle S. coelicolor ve S. avermitlis,

genom projesi tamamlanan bakteriler arasinda en biiyilkk genoma sahip



organizmalardir'. Streptomyces’lar lineer kromozom yapisma sahiptirler ve
kromozomun sonunda terminal proteinlerin baglandigi terminal ters tekrar bolgeler
bulunmaktadir'®. Yasamsal 6neme sahip proteinleri kodlayan genler kromozomun
merkezi kisminda, sekonder metabolit ve transpozon ile ilgili genler ise kromozomun
sonuna yakimn bdlgelerde bulunmaktadir'’. Genetik materyal olarak ana kromozomun
disinda sekonder metabolit biyosentezi ile ilgili genleri tasiyan lineer plazmitler
icerebilmektedirler'®. S. coelicolor’da 7825 gen, S. avermitiliste ise 7574 gen
bulunmaktadir''®. Bu say1 E. coli K12’de bulunan gen sayisinin (4289) hemen
hemen 2 katma denk gelmektedir'’. Bu organizma grubunun iiyeleri 65 farkli sigma
faktore sahiptirler. 9 mb’lik S. avermitilis genomun % 70,7’sini gunain ve sitozin baz
ciftleri olusturmaktadir'®. S. coelicolor’da direk sekonder metabolit iiretiminden
sorumlu tahmini olarak 23 gen kiimesinin oldugu bununda tiim genomun % 5’ne
denk geldigi belirtilmektedir'. S. avermitilis’te ise yine sekonder metabolit
iretiminden sorumlu 594 kb uzunlugunda 30 farkli gen kiimesinin oldugu, bununda

ir’>?3 . Sekonder metabolit

9 mb’lik genomun % 6,6’simm1 olusturdugu belirtilmist
iiretiminden sorumlu bu gen kiimelerinin biiyiikliigii en kiiclik genoma sahip (580 kb)
Mycoplsama genitialium’dan daha bityiik oldugu gorilmektedir™'. Streptomyces
tiirleri sekonder metabolit liretimi agisindan biiyiik genetiksel potansiyele sahiptirler.
Her bir aktinomiset tiirii genetiksel olarak 10-20 sekonder metabolit tiretebilme
kapasitesine sahip oldugu diisiiniilmektedir®.

Streptomyces cinsi organizmalar deniz suyu, ¢0l ve toprak gibi cesitli
habitatlarda yasayabilmektedirler. Ozellikle endemik bitki rizosferi bdlgesinde ve

yiiksek yapili bitkilerde epifitik ve endofitik olarak kolonize olmus Streptomyces

tirleri  Uretmis olduklar1 sekonder metabolitlerle bitkileri ¢esitli patojen

10



organizmalara karsi korumaktadirlar***. Endofitik olarak bitkilerle birlikte yasayan

organizmalarla bitki arasinda simbiyotik iliskiler s6z konusudur?®.

2.1.2. Sekonder Metabolitler

Genel anlamda biyolojik olarak aktif molekiiller i¢in dogal {irtin terimi
kullanilir. Sekonder metabolitlerde dogal iirlinlerin en 6nemli grubunu tegkil eder.
Kimyasal yapilar1 ve biyolojik aktiviteleri bakimindan hiicresel makromolekiilerden
ayrilirlar”’. Sekonder metabolitler, proteinler, karbonhidratlar, lipitler ve niikleik
asitler vb makromolekiiller gibi canlilik faaliyetleri i¢in birinci dereceden metabolik
islemlerde ve biliylimede gerekli olmayan, organizmanin bulundugu ortama daha iyi
adapte olmasimi saglayan molekiillerdir. Bitkiler ve mikroorganizmalar sekonder
metabolit iiretiminden sorumlu en 6nemli canli gruplaridir. Canli sistemlerdeki
bircok biyolojik olayin gerceklesmesini saglarlar. Bu agidan biyolojik kontrol
ajanlaridir. Sekonder metabolitler savunma, farklilasma, diizenlenme, morfogenez,
tasima, hiicresel haberlesme gibi olaylarin gerceklesmesinde etkin rol oynayan
bilesiklerdir®’.

Molekiil agirliklar1 3000 dalton kiiclik olup kimyasal yap1 olarak oldukg¢a
cesitlilik gosterirler. Primer metabolizma sonucu olusan ara metabolitlerden
sentezlenirler. Bu sebepten dolay1 sekonder metabolitler primer metabolizma kdkenli
bilesiklerdir'?.  Sentezleri ile ilgili metabolik yollar heniiz tam olarak
bilinmemektedir’. Genel olarak sekonder metabolitler ekstraselliller olarak
sentezlenmektedir. Antimikrobiyaller, cesitli pigmentler, toksinler, reseptor agonist/
antagonistleri, enzim inhibitorleri, antitmiior ajanlar1 sekonder metabolit orjinli

molekiillerdir®. Cesitli hiicresel stres kosullart sekonder metabolit sentezinin
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baslamasinda onemli sinyallerdir. Sekonder metabolizma, kromozomal DNA veya
plazmit {izerindeki sekonder metabolit sentezinden sorumlu genlerce kontrol
edilmektedir'.

Mikrobiyal kaynakli sekonder metabolitler potansiyel olarak sahip olduklari
ozel yapilar1 ve biyolojik aktiviteleri ile dogal bilesiklerin zengin bir kaynagini
olustururlar. Sekonder metabolitler hem biyolojik aktivitelerinden hem de oldukca
degisik kimyasal yapilarindan dolay1 farmakolojik c¢alismalarda ilag 6ncii maddesi
olarak kullanilmaktadir. Ozellikle degisik hastaliklarin tedavisi i¢in yeni ilaglarin
kesfedilmesi amaciyla sekoder metabolit kdkenli bilesikler taranmaktadir. Ilag
endiistrisi diginda tarim, tip ves veterinerlik gibi alanlarda kullanilmaktadir.

Sekonder metabolitler organizmalar arasindaki simbiyotik, sinerjitik ve
antagonistik gibi degisik biyolojik etkilesimlerin gerceklesmesinde de rol
oynamaktadir. Bitkiler ve onunla simbiyotik iliski i¢inde olan mikoorganizmalar bu
etkilesimi sekonder metabolit itiretimi ile gerceklestirmektedir’®. Ote yandan yine
ayni ortami paylasan farkli mikoorganizmalarin ¢esitli stres kosullarinda antagonist
etkiye neden olan sekonder metabolitleriyle mikrobiyal populasyonda daha avantajli

hale gelmektedirler.

2.1.3. Sekonder Metabolitlerin Tarihsel Siireci

Insanoglu dogal iiriin olarak sekonder metabolitleri hastaliklarin tedavisinde
¢ok eski zamanlardan beri kullanmaktadir®®. Tarihsel gelisimini inceledigimizde eski
donemlerde 6zellikle tibbi 6nemi oldugu diisiiniilen bitkilerin ¢esitli hastaliklarin
tyilestirilmesinde kullanilmasi bugiinkii etnobotanik temelli tedavi yontemlerinin

temelini olusturmustur. O donemlerde mikroorganizmalar halen bilinmediginden
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dolay1 calismalar bitkiler lizerinde yogunlasmistir. Bunun sonucunda tibbi 6neme
sahip bitkiler belirlenmistir.

Bundan yaklasik 3000 yil 6nce Maya’larin bazi tahillar1 sindirim yolu
rahatsizliklarinin tedavisinde kullandigi, Cin imparatoru Shen Nung’un sitma
tedavisinde bitkileri kullanmasi, eski yunanda Papaver somniferum’un acilarin
dindirilmesinde ve anestetik olarak kullanilmas: 6nemli tarihsel kayitlardir*®. Bugiin
bile Avustralya’da yasayan Aborjin kabilelerindeki yerlilerin cesitli yaralarin
tedavisinde, bagirsak rahatsizliklarinda, bas agrist gibi sorunlarin iyilestirilmesinde
baz1 bitkileri kullanmaktadir™. Ayrica bugiin Cin diinya genelinde bitki temelli
geleneksel tibbi tedavi yontemlerinin en fazla kullamldig: iilke konumundadir™.
1806 yilina gelindiginde Afyon bitkisinden izole edilen analjezik 6zellige sahip
Morfin ticari olarak saflastirilan ilk dogal tiriindiir.

1928 yilinda A. Fleming’in Penicillum notatum tarafindan iiretilen penisilini
kesfetmesi mikrobiyal kaynakli dogal iirlin arastirmalarinin baslamasi agisindan
doniim noktasidir. Daha sonra penisilinin izolasyonu, saflastirilmasi, yapisinin
belirlenmesi ve tip alaninda kullanimu ile ilgili ¢alismalarindan dolay1 1945 yilinda
Alexander Fleming, Howard Florey ve Ernst Chain adli arastiricilar Nobel tip 6diilii
almistirlar. Bu tarihten itibaren mikrobiyal kokenli sekonder metabolitlere yonelik
arastirmalar hiz kazanmistir. Birgok arastirici tarafinda degisik mikrobiyal
kaynaklardan yeni biyoaktif sekonder metabolit elde edilmeye caligilmistir.
Penisillinin kesfinden sonra Selman Waksman’in Streptomyces griseus tarafindan
iiretilen streptomisini bulmasiyla bu alandaki caligmalar aktinomiset grubu
mikroorganizmalar iizerinde yogunlasmistir. Bircok arastiricinin yogun caligmalar1

sonucunda 1940-1970 yillara arasinda birgok yeni sekonder metabolitin bulunmasi
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bu dénemin antibiyotiklerin altm ¢agi olarak adlandirilmasma neden olmustur™>’.

Bu donemde bir¢ok yeni antibiyotik kesfedilmesine ragmen sonraki yillarda
patojenlerin antibiyotiklere direng gelistirmesinden dolayi siirekli yeni antibiyotiklere
ihtiya¢ duyulmaktadir. Ozellikle son yillarda yeni biyoaktif sekonder metabolit
calismalarinda farkli tarama stratejilerinin kullanilmasinda yonelik calismalar

uygulanmaktadir.

2.1.4. Antibiyotikler

Antibiyotikler prokaryot ve Okaryot organizmalarm belli hiicresel hedef
bolgeleriyle etkilesime girerek etki gosteren diisiik molekiil agirligima sahip
mikrobiyal kokenli sekonder metabolitlerdir. Mikroorganizmalarca sentezlenen bu
sekonder metabolitler organik kdkenli dogal iirlinlerdir. Genel olarak antibiyotikler
insan ve hayvanlardaki c¢esitli bakteriyel ve fungal enfeksiyonlarin tedavi
edilmesinde kullanilmaktadir®”. Ayrica tarimda bitkilerin ¢esitli patojenlerin
etkisinden korumak amaciyla kullanim alanina sahiptir.

Antibiyotikler etki mekanizmalarma (bakteriyostatik), etki ettikleri hedef
bolgeye (hiicre duvari), kimyasal yapilarina (aminoglikozit)) ve etki spektrumu
(genis spektrum) gibi ¢esitli 6zelliklerine gore simiflandirilmaktirlar. Penisillin,
tetrasiklin, makrolit, sefalosporin, aminoglikozit, kloramfenikol, glikopeptitler
antibiyotiklerin 6nemli gruplaridir. Antibiyotikler biyoaktif sekonder metabolitlerin
sayica en genis grubunu olustururlar. 2002 yilina kadar mikroorganizmalardan elde
edilen 22.500 biyoaktif bilesikten 20.000’i antibiyotiktir’®. Antibiyotik sentezi ile
ilgili 6nemli 6lciide kabul goren teorilerden biri, organizmanin besin yetersizliginde

antibiyotik sentezine basladigidir'".
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Antibiyotiklerin Tarihsel Geligim
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Sekil 2.2. Yillara gore antibiyotiklerin kesfedilmesi

Penisilin kesfinden Once enfeksiyon hastaliklarin tedavisinde sentetik
stilfoamidler kullanilmaktaydi. Penisilin kesfinden sonra 1970’lere kadar olan siiregte
yeni antibiyotiklerin bulunmasiyla bu donem antibiyotiklerin altin cagi olarak
adlandirild. Bu  siirecte  yeni  antibiyotiklerin ~ bulunmasiyla  patojen
mikroorganizmalara karsi verilen miicadelede basar1 kazanildigir diistiniilse de
direngli tiirlerin ortaya ¢ikmasiyla bunun o kadar da basit olmadig1 goriildii. Dogal
yollarla sentezlenen antibiyotiklerin yani sira yar1 sentetik ve kimyasal sentez yolu

ile elde edilen tam sentetik antibiyotiklerde bulunmaktadir.
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Tablo 2.1. Etki mekanizmalarina gére antibiyotiklerin smiflandirilmasi

Etki Mekanizmasi Antibiyotik Grubu Ornek

Hiicre duvari sentezi | Beta laktamlar, non Penisilin, sefalosporin,
inhibisyonu poliyenler, glikopeptitler | vankomisin,

Protein sentezi Aminoglikozitler, Eritromisin, streptomisin,
Inhibisyonu makrolidler, tetrasiklinler | oksitetrasiklin

Genetik materyal sentezi | Kinonlar Nalidiksik asit, oksolinik asit,
inhibisyonu Florokinonlar

Antimetabolitler Siilfoamidler Siilfasetamid, siilfametizol
Membran gegirgenligini Poliyenler Amfoterisin B, nistatin

bozanlar

2.1.5. Dogal Uriinlerin Farmakolojik Onemi

Dogal iriinler sahip olduklar1 6zel kimyasal yapilar1 ve biyolojik
aktivitelerinden dolayr onemli ila¢ Oncii maddeleridirler. Dogal iirlinler bu
ozelliklerinden dolayi ilag arastirmalarinda ¢ok sik kullanilmaktadirlar’’. Bu agidan
cogu dogal iiriin anti infektif 6zellikteki ajanlardir. Ozellikle mikroorganizmalarca
sentezlenen dogal triinler olduk¢a genis nitelikteki biyolojik aktivitelere sahip
bilesiklerdir. Antibakteriyeller, antifungallar, antitiimor ajanlari, antidiyabetikler,
antihelmintikler, antiviraller, enzim inhibitorleri, reseptor agonist-antagonistleri,
immunbaskilaycilar, antihipertansifler, antiparazitikler, antimigren, antiiilser ajanlar1
dogal trin orjinli ilag veya ilag Onciisii molekiillerdir’’. Dogal iiriinlerin
biyoaktivitelerinin sahip olduklar1 kimyasal yapilarmin bir sonucu oldugu
disiiniildiigiinde bu bilesiklerin kimyasal yap1 olarak oldukca farklilik gosterdigi
goriilmektedir. Mikrobiyal fermentasyonla iiretilen bu iriinler veya bunlarin
kimyasal modifikasyonlar1 bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilabilir olmasindan

dolay1 farmakolojik endiistrinin en 6nemli arastirma alanini teskil etmektedir.
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olkincil analizler / karsilagtirmalt
oSaflagtirma (aktivite - giidiimlii)
oYap1 aydinlatma

Saf aktif bilesikler
oBiyolojik karekterizasyon
oFarmakolojik degerlendirme
oOnciil optimizasyonu
oGiivenlik degerlendirmesi
oKlinik denemeler
Ilac

Sekil 2.3. Mikrobiyal dogal iiriinlerden antibiyotik kesfinin yontemleri

Kanser ve enfeksiyon hastaliklarinda kullanilan terapotik ajanlarin % 60-75’1
dogal orjinli ilaglardir’. Yine 1989-1995 yillar1 arasinda ila¢ onayi alan bilesiklerin
% 60’1, 1983-1994 yillar1 arasinda NDA onayr alan kanser ilaglarinin % 60’1

- 33,34

antibakteriyel ajanlarin % 78’1 dogal orjinlid . 1981-2002 yillar1 arasinda anti

tiimor, anti migren, anti hipertansiyon ajani olarak FDA onay1 alan yeni bilesiklerin
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% 50’sinden fazlas1 dogal kokenli ilaglardir’®. Bu istatistiki sonuglardan da agikca
goriilmektedir ki dogal {riinler yeni ilaglarm kesfi acisindan olduk¢a Onemli
kaynaklardir.

Antimikrobiyallerin farmakolojik endiistride ¢cok onemli ekonomik degere
sahip ila¢ grubudurlar. Diinya ¢apinda 2001 yilinda antibiyotiklerin pazar pay1 32
milyar dolaridir’®. Antifungal ilaglarm 2002 yilindaki pazar paylari ise 4 milyar
dolardir’’. Ote yandan poliketid yapisindaki ilaglarin yillik piyasa degerleri 15 milyar
dolar1 asmaktadir’®. 2007 yilinda antibiyotiklerin pazar paymm 66 milyar dolar
oldugu bildirilmistir*”.

Son yillarda 6zellikle asir1 miktarda ve gereksiz yere antimikrobiyallerin
kullanilmasindan dolayr hizli bir sekilde antibiyotiklere direncli tiirler ortaya
cikmustir. Ozellikle bakteriyel enfeksiyonlar diinya ¢apinda halk sagligmi ciddi
olarak tehdit etmektedir. Bu sebepten dolayr direngli tiirlere etkili yeni
antimikrobiyal ajanlara ihtiyag vardir. Son yillarda yeni biyoaktif bilesiklerin
kesfinde bir azalma olmasindan ila¢ arastirmalarinda farkli stratejilere yonenilmistir.
Bu stratejilerin en 6nemlilerinden olan “Yiiksek Ciktili Tarama’ (HTS) yontemi kisa
siirede ve hizl1 bir sekilde robotik olarak tarama yapilmasi temeline dayanir®®. Ayrica
Yap1 Aktivite Iliskisine (SAR) dayali diger bir metotla dogal iiriinlerin temel
kimyasal yapisindaki bazi fonksiyonel gruplarin degistirilmesiyle hedefle en iyi
sekilde etkilesime girebilecek degisik kimyasal yapida bilesikler elde edilir. Bu
uygulamalari disinda kombinatoryal kimya ile kimyasal senteze dayali yar1 sentetik,
tam sentetik veya dogal {riinlerin mimigi olan bilesiklerin sentezlenmesiyle de

biyoaktif bilesikler elde edilmeye calisiimaktadir™. flag kesfine yonelik yapilan
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calismalarda degisik yontem ve uygulamalar olmasma ragmen dogal olarak

sentezlenen bilesikler arastirmalarin temelini olusturur.

2.1.6. Kimyasal Tarama Yontemi

Yeni biyoaktif bilesiklerin taranmasinda ii¢ temel faktor vardir. Bunlardan
ilki organizmanin se¢imi, ikincisi kiiltiir metotlar1, sonuncusu ise bilesiklerin tarama
yontemleriyle tespit edilmesidir. Biyolojik aktif molekiillerin ekstraktlardan izole
edilip saflastirilmasinda uygulanacak olan tarama yontemi olduk¢a Onem arz
etmektedir. Biyoaktif sekonder metabolitlerden ilag¢ elde edilmesi siirecinde biyolojik
aktiviteye, fizikokimyasal ve kimyasal tarama yoOntemlerine dayali stratejiler
uygulanmaktadir.

Kimyasal tarama yontemi bir ekstraktaki bilesiklerin TLC ile ayrilmasi
sonucu ortaya cikan spot bdlgelerinin degisik renklendirici ajanlarin muamelesi
sonucunda vermis olduklar1 spesifik renk degisimlerine bagli olarak kimyasal
yapilar1 hakkinda bilgi edinilmesi temeline dayan1r40. Bu tarama yontemi ucuz ve
basit bir yontem olmasinda dolayr ¢ok sik kullanilan bir metottur. Bu tarama
yontemiyle sineromisin ve muskasin gibi birgok biyoaktif sekonder metabolit tespit

edilebilmektedir! #3434,

2.1.7. Biyootografi Yontemi

Biyootografi yontemi biyolojik aktiviteye dayali tarama ydntemlerinin en
onemlilerinden biridir. Bu yontem TLC tabakasi {izerinde birbirinden ayrilmis
degisik spotlarin biyolojik aktivitelerinin belirlenmesi ilkesine dayanir. Biyootografi

yontemi, belli bir eksraktta bulunan bilesiklere ait spotlarin agar lizerine yayilmis test
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organizmalar1 ilizerine biyolojik aktivitelerinin belirlenmesini saglar. Bu yontem
biyoaktif spotlarin biyolojik inaktif spotlardan ayirtedilmesi acisindan da énemli bir

stratejidir.

2.2. Onceki Calismalar
Etienne ve ark®. (1991) Aktinomisetlerin aminoglikozit {iretiminin
arastirildigr bir calismada taranan 2238 aktinomisetten % 63’liik oranla en fazla

Streptomyces 'larin aminoglikozit liretimi yaptig1 tespit etmislerdir.

Imamura ve ark®. (1993) Antibakteriyel 6zellikteki uramamisin sekonder
metaboliti Streptomyces sp. Ni-80’nin kiiltiir filtratinin metanol ekstraksiyonu sonucu

elde edilmistir.

Burkhardt ve ark?’. (1996) Streptomyces griseoviridis (FH-S1832) tiirii ile
yapilan bir caligmada organizmanin gliserol-kazopeptonlu besiyerinde yeni
sineromisin ve musacin sekonder metabolitlerini trettigi tespit edilmistir. Ayrica
anisaldehit/H,SO4, orcinol, ehrlich gibi TLC renklendiricilerin kullanilmasma dayali
kimyasal tarama yontemiyle; musasin, anisaldehit/H>SO4’in ile kahverengi, orcinol
ile yesil-gri, ehrlich ile mor, 6te yandan sineromisinin ise anisaldehit/H,SOy ile mavi-

gri, orcinol ile kahverengi, ehrlich ile mavi renk olusturdugunu belirtmislerdir.

Wadkins ve ark®. (1998) Streptomyces cinsine dahil organizmalarca

iiretilen aktinomisin D antibiyotiginin DNA molekiiliinde interkalasyona yol acarak

biyolojik aktivite gésteren bir antitiimor ajan oldugu saptanmustir.
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Birber ve ark®. (1998) Yeni bir antibiyotik olan naphthoquinone bir kizil
agac tirlii olan Alnus glutinosa’nin nodiillerinden izole edilen bir Streptomyces
tirlinden elde edilmis olup, Gram (+) bakterilere karsi antimikrobiyal aktivite

gosterdigi bildirilmistir.

Harindran ve ark™. (1999) Arastiricilarin Streptomyces CDRIL-312
izolatiyla yaptiklar1 ¢calismada butanol ekstraksiyonu ile elde edilen yeni antifungal
HA-1-92 bilesigini kolon kromatografisi ve preparatif ince tabaka kromatografisi
yontemleriyle saflastirmiglardir. Polien yapisindaki bu bilesigin C. albicans da dahil
baz1 patojen funguslara kars1 giiclii antifungal aktiviteye, Gram (-) E. coli ve P.
aeruginosa organizmalar1 {lizerine ise zayif antibakteriyel etkiye neden oldugunu

bulmuslardir.

Cruz ve ark™. (1999) Streptomyces griseocirneus tarafindan
gergeklestirilen pirazolizokinolin biyosentezinde en iyi karbon kaynagmnin glukoz

oldugunu rapor etmiglerdir.

Zeng ve ark’’. (2000) Deniz organizmalari ile beraber yasayan
aktinomisetlerin antitiimor ve antibakteriyel aktivitelerinin arastirildig: bir ¢alismada;
izole etmis olduklar1 aktinomisetler igerisinde en fazla antimikrobiyal aktivitenin

Streptomyces cinsine ait tlirlerin oldugunu ortaya ¢ikarmislar.
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Chu ve ark™. (2001) Bir Streptomyces tiiriinden, yalnizca prokaryotlarda
bulunan ve gorevi yeni sentezlenen proteinin N-terminalinden formil grubunu
uzaklastirmak olan ‘bakteriyel peptid deformilaz (PDF)’ enzimini inhibe eden yeni
iki metabolit elde etmislerdir. Streptomyces fermentasyon Kkiiltiirtinde izole edilip
yapilar1 aydinlatilarak biyolojik aktiviteleri tespit edilen bu yeni derformilaz

inhibitorleri Sch382582 ve Sch382583 olarak isimlendirilmistir.

Adinarayana ve ark™. (2001) Antimikrobiyal bilesiklerin {iretiminde
besiyerinin bilesimi ve kiiltiir kosullarinin etkisinin arastirildigi ¢calisma sonucunda
sekonder metabolit iiretiminin; sicaklik, pH, ve inkiibasyon siiresinin yanisira
besiyerinde bulunan karbon ve azot kaynaklari ile yakindan iliskili oldugunu

belirtmislerdir.

Ouhdouch ve ark™. (2001) Fas’tan farkli habitatlardan (endemik bitki
kokleri, Atlas dagi, Sahara kumu, nehir, gol, deniz suyu ve sediment) izole edilen
320 aktinomiset tiirlinden 32’sinin maya, mantar ve bakteriler {izerine giiclii
antimikrobiyal etkileri oldugu gosterilmistir. Aktif tiirlerin % 40’nin iki endemik
bitkinin rizosferindeki topraklardan oldugu tespit edilmistir. Ozellikle poliyenik
olmayan antifungal metabolitler {izerine gidilerek bunlarin sferoplast rejenerasyonu,
ergesterol inhibisyonu ve UV absorbanslar1 arastirilmistir. Bu strateji kullanilarak
secilen 10 izolatin Streptomyces cinsine dahil oldugu bulunmus olup, aktivite
spektrumlarma bakildiginda tiim izolatlar tarafindan iiretilen aktif bilesiklerin

birbirinden farkli oldugu tespit edilmistir.
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Won ve ark™. (2002) Aspergillus repens K42 tiirii ile yapilan bir calismada
organizmadan elde edilen metanol ekstraktinin uygulanan biyootografi yontemiyle
biyolojik aktif spot bolgelerinin Gram (-), Gram (+) organizmalara kars1 inhibisiyon
etkisinin oldugunu ayrica insan kolon ve akciger kanseri tiimor hiicrelerine karsi da

antitiimor aktivitesinin oldugunu belirtilmistir.

Asolkar ve ark’’. (2002) Degisik analitik saflastirma ve spekstroskopik
analiz yontemleri kullanilarak Streptomyces sp. B7064 izolatindan elde edilen
makrolid yapisindaki yeni bir antibiyotik olan chalcomisin B’nin E. coli, S. aureus,
B. subtilis ve C. albicans’a kars1 inhibisyon etkisi gosterdigi bildirilmistir. Ayrica bu
yeni bilesigin anisaldehit/H,SO, reaktifinin piiskiirtiilmesi ile koyu kahverengi bir

renk verdigi gézlemlemistir.

Pullen ve ark™. (2002) Bitkilerle endofitik olarak yasayan bir Streptomyces
tiirliniin biyoaktif sekonder metabolitleri arastirilmistir. Celastraceae familyasma
dahil bir bitkiden Streptomyces MaB-QuHS8 izole edilmistir. Bu izolattan TLC ve
kolon kromatografisi tekniklerine dayali yapilan saflastirma islemleri sonucunda
Gram (+) organizmalara kars1 etkili celastramisin A ve B olarak isimlendirilmis iki

yeni antibiyotik izole edilmistir.

Ugur ve ark>. (2002) Antimikrobiyal aktivitelerinin taranmasi amaciyla
Mugla yoresinden izole edilen 74 farkli Streptomyces izolatindan % 45°nin
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir. Bu izolatlardan Streptomyces

sp. MU106, Streptomyces sp. MU107 ve Streptomyces sp. MU114’in maya ve Gram
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(+) organizmalara 20 mm’den fazla inhibisyon zon capiyla gii¢lii antimikrobiyal

aktiviye sahip olduklar1 belirtilmistir.

Lemriss ve ark®. (2003) Aktinomisetlerin biyolojik aktivitelerinin
arastirildigr bir baska calismada ise 110 aktinomiset izolatindan 54’niin antifungal
aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir. Streptomyces cinsine dahil olan 91 izolattan
5’nin ise patojen Ozellikteki tiim fungal test organizmalarina kars1 biyolojik aktivite

gosterdigi rapor edilmistir.

Li ve ark®. (2003) Calisma grubunun Streptomyces sp. M045 izolatindan
elde edilen metabolitlerin etilasetat ekstraklarinin kolon kromatografisi ile
fraksiyonlandirilmasiyla antitiimor aktiviteye sahip chinikomisin A ve B olmak tizere
2 yeni bilesik izole edilmistir. Bilesigin yap1 analizi 6ncesi NaOH ile kirmizi-pembe
renk vermesine bagl olarak kinon yapisinda oldugu diisiiniilmiis, ve bu bulgu daha

sonra yapilan NMR ve IR sonuglar1 ile dogrulanmistir.

Taechowisan ve ark®. (2003) Arastirmacilarca bitki dokularindan endofitik
aktinomisetlerin izolasyonun hedeflendigi bir ¢aligmada izolatlarin yaygin olarak
Streptomyces cinsine dahil oldugu ve iki bitki patojeni fungus olan Colletotrichum
musae ve Fusarium oxysproum’un TUremelerini biiyilk 0Ol¢iide inhibe ettigi

gosterilmistir.

Maskey ve ark®. (2003) Streptomyces sp. B6921 deniz izolatindan

kloroform-metanol gradiyentli kolon kromatografisi ile kinon yapisindaki yeni bir
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antibiyotik olan himalomisin izole edilmistir. Uygulanan biyolojik testler ile bu
antibiyotigin S. aureus, S. viridochromogenes, B. subtilis, E. coli organizmalaria

kars1 antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu gorilmiistiir.

Mellouli ve ark®. (2003) Topraktan izole edilen ve 16S rRNA genleri
kullanilarak teshis edilen Streptomyces sp. US24’in Gram (+) ve Gram (-)
bakterilere kars1 giiclii inhibisyon etkisi gosteren iki bilesik iirettigi tespit edilmistir.
En yiiksek antibakteriyel aktiviteye tek karbon kaynagi olarak % 1 nisasta igceren
besiyerinde rastlanmistir. Bu izolatin, niddamisin ve celestisetin lireten Streptomyces
caelestis ile % 98 homoloji gostermesine ragmen, tirettigi iki biyoaktif molekiiliin bu
antibiyotiklerden farkli oldugu bulunmustur. NMR spektrumlarina bagh olarak

poliketid yapisindaki bilesikler olabilecegi diistintilmiistiir.

Fguria ve ark®. (2004) Arastrmacilar topraktan izole ettiklerin yeni bir
aktinomiset tiirii olan Streptomyces sp. US80’in iirettigi antibakteriyel ve antifungal
bilesikleri incelemislerdir. En 1yi antimikrobiyal aktiviteyi besiyerinde tek karbon
kaynagi olarak % 1 konsantrasyonunda glukoz kullandiklarinda elde etmislerdir. Bu
organizmadan irumamisin, X-14952B ve 17 hidroksi venturisidin A olarak
isimlendirilen ii¢ bilesik saflastirilip yapilar1 aydinlatilmistir. Bu bilesklerin V.
dahliae, C. albicans ve Fusarium sp. filamentli mantarlarmin tiremelerini inhibe
ettigi, bunun yani sira bilesiklerin Gram (+) bakteriler olan M. luteus, B. subtilis ve S.

aureus lizerine inhibisyon aktivitelerinin oldugu bulunmustur.
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Hayakawa ve ark®. (2004) Topraktan izole edilen Streptomyces
violaceusniger’in fenotipik grubuna giren tiim lyelerinin denen tim Gram (+)
bakterilere, mayalara karsi genis spektrumda bir antimikrobiyal aktivite gosterdigi
belirlenmistir. Daha da fazlasi bu izolatlarin antitiimor aktivitesin kolon karsinoma

hiicrelerine kars1 da % 68 oldugu bulunmustur.

Sobolevskaya ve ark®”. (2004) Bir baska deniz izolat1 Streptomyces sp. 6167
ile yapilan ¢alismada makrolid yapisindaki feigrisolide A, B, D ve dinaktin sekonder
metabolitleri izole edilmistir. Feigrisolid makrolidlerinin karsinoma tiimor
hiicrelerine potent sitotoksik ve B. cereus, E. coli hiicrelerine antibakteriyel etkisinin
oldugu kayit edilmistir. Ayrica makrolid yapidaki feigrisolid biyoaktif bilesiginin
anisaldehit/H,SOj4 renklendiricisiyle etkilesimi sonucu koyu kahverengi tonunda bir

renk olusumu gdzlenmistir.

Cao ve ark®. (2004) Domatesten izole ettikleri Streptomyces tiirlerinin
antimikrobiyal aktivitelerini test etmigler elde ettikleri tiirlerin % 21’nin
antibakteriyel % 41°nin ise antifungal metabolitler iirettiklerini tespit etmislerdir.
Ozellikle Streptomyces sp. S30’un domates fidelerini Rhizoctonia solani patojenine

kars1 korudugunu bulmuslardir.

Hossain ve ark®. (2004) Toprak izolat1 Streptomyces hygroscopicus kiiltiir

filtrat1 etilasetat ekstraktlarindan ii¢ yeni amidin izolasyonu yapilmistir. NMR ve MS

spektrumu verilerinin yorumlanmasiyla yapilar1 aydmlatilan bu bilesiklerin hem
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Gram (+) hem de Gram (-) bakterilere kars1 ¢ok giiclii antibakteriyel etkisinin oldugu

belirlenmistir.

Aghighi ve ark’. (2004) Antifungal aktivitelerinin arastirilamasi amaciyla
Iran’in Kerman bdlgesinden izole edilen 110 izolattan 14 tanesinin Alternaria solani,
Alternaria  alternata, Fusarium solani, Verticillum dahliae, Phytophtora
megasperma, Saccharomyces cerevisiae organizmalarindan en az birine karsi
antifungal aktivitesinin oldugu bildirilmistir. Ayrica bu izolatlardan olan
Streptomyces sp. 44, Streptomyces sp. 101’in ise genis spektrumda antifungal etkiye

sahip oldugu belirtilmistir.

Sujatha ve ark’'. (2005) Yeni bir tiir olarak karakterize edilen Streptomyces
psammoticus’un SBR-22 olarak isimlendirilen ve methisillin direncgli S. aureus’lara
kars1 antibakteriyel etki gosteren bir poliketid antibiyotik tirettigi gosterilmistir. Ayni
calismada antibiyotik iiretimi icin kiiltiir kosular1 optimize edilerek iireme ve
antibiyotik {iretimi i¢in glukozun en 1yi karbon, amonyum nitratin en 1yi azot kaynagi

oldugu tespit edilmistir.

Kitouni ve ark’%. (2005) Misir’da yapilan bir calismada su, toprak ve agac
kabugundan izole edilen 25 aktinomiset tiirliniin ¢esitli bakteri ve mantarlar {izerine
antimikrobiyal etkileri incelenmistir. izolatlardan 14’iiniin test edilen bakterilerden
en az birinin ilizerine antibakteriyel, izolatlardan ikisinin ise antifungal aktivitesinin
oldugu tespit edilmistir. 16S rRNA genleri kullanilarak yapilan teshis caligmalarinda

izolatlarm % 93’{iniin Streptomyces cinsine dahil oldugu bildirilmistir.
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Taddei ve ark™. (2005) Kimyasal tarama yontemine dayali renklendirici
reaktiflerin kullanilmasinda TLC tabakalari ilizerinde bilesik spotlarmin en iyi

ayriminin diklorometan-metanol (9:1) ¢oziicii sistemiyle elde edildigi belirtilmistir.

Chen ve ark’*. (2005) Bir toprak izolat1 olan Streptomyces sp. GAAS7310’1n
aseton ekstraktinin 12 fungal tiir {izerine giiclii antifungal etkisinin oldugu tespit
edilmistir. Degisik analitik ve spektroskopik yontemlerin kullanilmasiyla saflastirilip
yap1 tayini yapilan molekiiliin makrolid yapisindaki yeni bir fungisit olan antimisin A

oldugu bulunmustur.

Takahashi ve ark’. (2005) Japonya’da yapilan bir calismada topraktan izole
edilen Streptomyces sp. IUK-102 izolatindan makrolid yapisinda yeni bir

immunbaskilayici ajan olan ushikulid isimli sekonder metaboliti elde edilmistir.

Augustine ve ark’®. (2005) Farkl toprak ve su 6rneklerinde izole edilen 312
aktinomiset izolatinin patojen funguslara karsi antifungal etkilerinin arastirildigi
arastirmada tiim aktinomisetlerin % 72’sinin bu etkiye sahip oldugu gozlenmistir. Bu
aktinomisetlerden biri olan ve en giiclii antifungal aktiviteye sahip Streptomyces
albidoflavus PU23’lin sekonder metabolitleri hekzan, petrol eteri, etilasetat, butanol
ve kloroform ile yapilan ekstraksiyon isleminde en iy1 antibiyotik veriminin hekzan
ile elde edildigi bildirilmistir. Yap1 analizleri ve ergesterol inhibisyonundan dolay1

antifungal etkili bilesigin non poliyen yapida oldugu 6ngoriilmiistiir.
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Shiomi ve ark’’. (2005) Cin Yunnan bdlgesinden izole edilen Streptomyces
sp. KO1-0031°den saflastirilmasiyla yeni bir antibiyotik oldugu anlasilan antimisin
Ay metabolitinin nematosidal ve insektisidal biyolojik aktivitelerine sahip oldugu

tespit edilmistir.

Ilic ve ark’®. (2005) Yine topraktan izole edilen Streptomyces izolatlarmn
irettigi sekonder metabolitlerden c¢esitli test organizmalarina kars1 giiglii
antimikrobiyal aktiviteye sahip 0,70 ve 0,88 Rf degerli iki biyoaktif bilesigin

maksimum UV absorbans degerlerinin 217 ve 221 nm oldugu rapor edilmistir.

Dong ve ark”. (2005) Cin Yunnan bélgesinde yapilan bir baska ¢alismada
topraktan izole edilen yeni bir aktinomiset tiirii olan S. diannanensis’ten N99-596
olarak isimlendirilmis yeni bir aldoz rediiktaz enzim inhibitorii olan bilesik

belirlenmistir.

Igarushi ve ark®. (2005) Parthenocissue tricuspidata bitkisinin yapragindan
izole edilen Streptomyces sp. TP-A0625 izolatindan TPU-0043 poliyen yapisindaki

makrolid antifungal ajan1 saflagtirilmistir.

Geshava ve ark®. (2005) Streptomyces hygroscopicus 111-81°de makrolid
antibiyotik AK-111-81 biyosentezinde fermentasyon ortaminda kullanilan fruktoz,
siikroz, laktoz, gliserol gibi karbon kaynaklarinin ve g¢esitli azot kaynaklarinin
etkisinin arastirildigi calismada en iyi antibiyotik iiretiminin laktoz ve amonyum

suksinatta oldugu goriilmiistiir.
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Castillo ve ark®. (2006) Avustralya’da yapilan bir arastrmada yerli halk
tarafindan yaralarin temizlenmesinde kullanilan Kennedia nigriscans bitkisinin
kullanildigi  ve bu bitkide endofitik olarak yasayan Streptomyces NRRL 3052
tarafindan tiretilen munumbicins E-4 ve E-5 bilesiklerinin antimikrobiyal etkilerinin

yaninda antimalariyal etkisininde oldugu tespit edilmistir.

El Naggar ve ark®. (2006) Misir’da yapilan bir ¢alisma sonucunda 16S
rDNA dizi analizine dayali molekiiler teshis yontemiyle Streptomyces cinsine dahil
oldugu belirlenen Streptomycessp. MARO1 izolatindan meroparamycin antibiyotigi

elde edilmistir.

Kurosawa ve ark®. (2006) Molekiiler yontemlerle tanimlanmis
Streptomyces sp. MITKK-103 izolatinin yeni bir sitotoksik aktinomisin tiirevi

aktinomisin X, antibiyotigini tirettigi tespit edilmistir.

Roy ve ark®. (2006) Streptomyces cinsine dahil yeni bir tiir olan S.
albidoflavus 321.2°den prolin aminoasidi antimetaboliti olan dibutilfitalat biyoaktif

sekonder metaboliti elde edilmistir.

Mehdi ve ark®. (2006) Antimikrobiyal etkinin iizerine besiyeri bilesiminin

arastirildig1 bu arastirmada nisasta, siikroz, glukoz, fruktoz ve gliserol gibi karbon

kaynaklarmin kullanildig: kiiltiir ortamlarinda Streptomyces sp. TN97’inin en yiiksek
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antimikrobiyal aktiviteyi gliserol iceren TSB besiyerinde gosterdigi bildirilmistir.

Nisasta iceren TSB besiyerinde ise antimikrobiyal etkinin azaldig belirtilmistir.

Thakur ve ark®. (2007) Hindistan’da farkli toprak Orneklerinden
izolasyonlar1 yapilan 110 Streptomyces izolatindan % 30’ nun hem antibakteriyel hem
de antifungal aktivite gosterdigi, ayrica 65 izolatin antibakteriyel, 47 izolatin
antifungal aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir. Inhibisyon zonlar
karsilastirildiginda ise en fazla zon olusumun Gram (+) organizmalara kars1 oldugu

goriilmiistiir.

Ili¢ ve ark®. (2007) S. hygroscopicus SH100’den izole edilen 0,70 ve 0,78
Rf degerli iki farkli bilesigin biyolojik aktivitelerinin arastirildigi ¢aligmada her iki
bilesigin de genis spektrumlu antibakteriyel ve antifungal etkisinin yanisira antiviral
aktiviteye de sahip oldugu gozlenmistir. Bilesiklerin butanol ekstraktlarinin 217-221
nm’de maksimum absorbans vermesinden dolay1 bunlarin poliyen yapisinda oldugu

diistiniilmiistir.

Sarah ve ark®. (2008) Toprak izolat1 Streptomyces sp. IMD 2703’in TSB
besi ortammda en iyi antibiyotik Uretimi yaptig1 ve izolatlarm antimikrobiyal
etkilerinin belirlendigi c¢aligmada kiiltlir siipernatantinin methisillin direngli S.

aureus’a kars1 oldukga etkili inhibisyon etkisi oldugu bulunmustur.
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Arasu ve ark™. (2008) Molekiiler ve ¢esitli biyokimyasal yontemler ile
tanimlanmis Streptomyces sp. ERI-26 metanol ekstraktinin C. albicans, A. niger, A.

flavus organizmalarma kars1 antifungal aktiviteleri bildirilmistir.

Narayana ve ark’’. (2008) S. albidoflavus’un sekonder metabolit iiretimi
iizerine maltoz, arabinoz, dextrose, fruktoz, galaktoz, gliserol, laktoz, siikroz,
trehaloz ve mannoz gibi karbon kaynaklarmin etkisinin arastirildig1 calismada en

fazla antibiyotik iiretiminin maltoz ile elde edildigini bildirilmistir.

Saadoun ve Muhana®’. (2008) Streptomyces Ds-104 izolatn C. albicans
patojenine karsi antifungal aktivitesine degisik besi ortamlarinin etkisinin ¢aligildigi
arastirmada denenen kiiltiir ortamlarindan en 1yi inhibisyon zonunun nisasta-kazein-
nitrat (SCNB) besiyeri ile elde edildigi tespit edilmistir. En 1yi karbon kaynaginin ise
15 g/l konsantrasyonunda glukoz, en 1iyi azot kaynagi olarak 2,5 g/L

konsantrasyonunda KNO; oldugu goriilmiistiir.

Vijayalakshmi ve ark’. (2008) Streptomyces sp. ANU 6277 den etilasetat
ile elde edilen ekstraktin kolon kromatografisiyle fraksiyonlandirilmasi sonucu elde
edilen fraksiyonlarin birinde 8 hidroksikinolin yapisindaki bilesik saf olarak izole
edilmistir. Bu bilesigin 6zellikle ¢esitli patojen funguslara karsi oldukga etkili

inhibisyon etkisi gozlenmistir.

Szabo ve ark’. (2008) S. rubercidicus’tan bir baska immunbaskilayict ajan

olan FK-520 izole edilmistir.
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Yilmaz ve ark®™. (2008) Uc farkli endemik bitkinin kok bolgesi
topraklarindan izole edilen farkli Strepfomyces izolatlarnin antimikrobiyal etkili
sekonder metabolitlerinin lretiminin lizerine TSB ve M2 besiyerlerinin etkisinin
karsilastirildigi ¢alismada M2 kiiltiir ortaminda antimikrobiyal aktivitenin TSB ye
gore daha fazla oldugunu bildirmislerdir. izolatlarm % 40’nin antibakteriyel, %

14’liniin ise antifungal aktivitesinin oldugunu rapor etmislerdir.

Arasu ve ark’®. (2009) Streptomyces ERI-3’iin sekonder metabolitlerinin
farkli ¢oziicii sistemlerdeki biyolojik aktivitelerinin karsilastirildigi ¢alismada
etilasetat ekstrakt1 degisik patojenik bakteri ve C. albicans iizerine, hekzan ve eter
ekstraktlarmimn Xanthomonas ve C. albicans tizerine, kloroform ekstraktmi ise E.
coli, S. aureus, P. aeruginosa organizmalarina karsi antimikrobiyal etkisinin
oldugunu ortaya cikarilmistir. Ayrica degisik karbon kaynaklarmin kullanilmasina

bagli olarak en fazla antibakteriyel aktivitenin glukozlu ortamda oldugu gozlenmistir.

Thakur ve ark’’. (2009) Streptomyces sp. 201 sekonder metabolit iiretiminde
en 1yi karbon kaynagmin 1,5 g/L konsantrasyonunda manitol, en iyi azot kaynagmin
ise 0,9 g/L konsantrasyonunda asparajin aminoasidi oldugu belirtilmistir. Ayrica disk
difiizyon yoOntemiyle sekonder metabolitlerinin R. solani patojeni {iizerine

aktivitesinin oldugu bildirilmistir.

Xu ve ark’®. (2009) Pasifikten izole edilen Streptoyces albidoflavus tiirityle

yapilan bir ¢alismada ciirlime olaylarina neden olan organizmalara kars1 etkili, anti
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larval 6zellik gosteren ve toksik olmayan ¢iirlime Onleyici sekonder metabolitler
izole edilmistir. Izole edilen bu bilesiklerden bazilar1 yap1 aktivite iliskisinden (SAR)

yararlanilarak daha potent hale getirilmistir.

Ko ve ark’. (2010) Streptomyces sp. TKA-5 ile yapilan bir bagka ¢alismada
ise Phytophtora capsici ve Alternaria brassicicola gibi gesitli bitki patojenitelerine
neden olan organizmalara kars1 fungusidal ve fungustatik Ozellikteki metabolitler
iirettigi bildirilmistir. Inhibisyona neden olan bu metabolitlerin yapilan ¢alismalar
sonucunda etanol ve metanol gibi ¢oziiciilerde ¢oziinebilindigi, aseton, su, eter ve
kloroformda ise ¢ozlinmedigi tespit edilmistir.

Kumar ve ark'®

. (2010) Hindistan’in Bengal bolgesinden izole edilen ve
fenotopik ve filogenetik analizlar sonucu yeni bir tiir oldugu diisiiniilen Streptomyces
VITSVKS alt tiiriiniin ¢oklu ilag direngli ve patojen ozellikteki farkli Aspergillus
cinsi organizmalara kars1 antifungal aktivite gosterdigi belirtilmistir.

101
Wang ve ark 0

. (2010) Streptomyces nanchangensis tiiriinde anti parazitik
ozellikteki meilingmisin biyoaktif sekonder metabolitinin biyosentez metabolik
yolunda amonyum iyonunun O6nemli etkisinin oldugu tespit etmislerdir. Yapilan
calismada amonyum iyonunun, glukoz-6-fosfat dehidrogenaz, sitrat sentetaz,
suksinat dehidrogenaz, valin dehidrogenaz ve metilmalonil-CoA karboksi transferaz

gibi biyosentez yolu iizerinde bulunan enzimlerin aktivitelerinin diizenlenmesinde

onemli rol oynadig: belirtiliyor.
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102
Saha ve ark'

. (2010) Topraktan izolasyonu yapilan Streptomyces sp.
MNK7’in biyoaktif sekonder metabolit liretiminde karbon ve azot kaynaklarmnin
etkisinin arastirildigi calismada en iyi karbon kaynaginin inositol, azot kaynagmin ise
L-asparajin oldugu rapor edilmistir. Ayrica etilasetat ekstraktlarinin Gram (+) ve

Gram (-) organizmalara karsi antibakteriyel ve sitotoksik etkiye sahip oldugu

bildirilmistir.

Akhand ve ark'®. (2010) Banglades’in Kustia bdlgesinden topraktan
Streptomyces izolasyonu yapilmistir. Yapilan 16S rDNA dizi analizi sonucunda
izolatin % 99,3 oranindan bir benzerlikle Streptomyces parpurascens tiirtine yakin
oldugu ama morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal ozellikleri bu tiirden farkli
olmasindan dolayr Streptomyces lalonnensis 1ismiyle yeni bir tiir olarak
adlandirilmistir. Bu tiirden izolasyonlar: yapilan (E)-1-(3 hidroksiazetin-1-yl) undec-
7-ene- 1,5-dion bilesiklerin ratlar {izerinde sub akut toksititesi arastirilmis, 14 giin
boyunca ratlara 300 pug dozunda metabolit verilmis, uygulama sonunda ratlarda
gozle goriilen herhangi bir yan etkiye rastlanilmamis. Daha sonra 1., 7. ve 14.
Glinlerinde ratlardan alinan kan 6rneklerinin hematolojik analizinde parametrelerin
normal oldugu, biyokimyasal test sonuglarmin kontrollere gére ¢ok az degisim
gosterdigi ve karaciger, akciger, kalp, bobrek gibi organlardan alinan 6rneklerde
histopatolojik bir bulguya rastlanmadigi rapor edilmistir. Bunun sonucunda
Streptomyces tiirlerinden izole edilen antimikrobiyal bilesiklerin toksititelerin az

olmasindan dolay1 yeni ilag aragtirmalar1 agisinda 6nemli oldugu belirtilmistir.
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104
Yang ve ark'

. (2010) Cin’de yapilan bir calismada Streptomyces sp. ECO
00047 toprak izolatmin filogenetik analizler sonucunda % 99,4 oraninda
Streptomyces diastaticus tiiriine benzerlik gosterdigi belirtilmistir. Bu izolattan elde
edilen oligomisin A-C sekonder metabolitlerinin Alternaria alternata, Botrytis
cinerea, Phytophtora capsici gibi bitki patojenlerine kars1 antifungal etki gosterdigi
bildirilmistir. Yapilan arastrmalarada S. diastaticus’tan daha Once oligomisin
izolasyonunun rapor edilmedigi agiklanmustir.

Elleuch ve ark'®

. (2010) Streptomyces sp. TN262 topraktan izole edilmistir.
Molekiiler teshis sonrasi izolatm % 97-98 oraninda Streptomyces flavogriseus’a
benzerlik gosterdigi bulunmustur. Peptonlu modifiye Benett besiyerinde; nisasta,
fruktoz, gliserol, glukoz ve sakkaroz gibi karbon kaynaklarmin antimikrobiyal
aktivite lizerinde etkisinin arastirilmasiyla, maksimum biyolojik aktivitenin % 1°lik
gliserollii modifiye Benett besiyerinde goriildiigii tespit edilmistir. Bu besiyerinde
biiyiik 6l¢ekte yapilan iiretim sonucunda hekzandionik asit, benzensiilamid, asetil 3
karbonil, 3- hidroksi asetil indol, sineromisin B, 2,3-dihidro sineromisin sekonder
metabolitleri izole edilmistir.

Elardo ve ark!®

. (2010) Hirvatistan’da ti¢ farkli slinger tiiriinden izole edilen
11 (GU214750), 34 (GU214751), 22 (GU214752), TO3 (GU214749) kodlu
izolatlarm Streptomyces cinsine dahil oldugu tespit edilmistir. Yapilan ¢aligmalar
sonucunda 22 ve 34 kodlu deniz izolatlardan ilk kez valinomisin seonder metaboliti

izole edilmistir. Bu bilesigin biyolojik aktivitesi arastirildiginda Leishmania major,

Trypanosoma brucei parazitlerine karsi etkili anti parazitik aktiviteye sahip oldugu
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belirlenmistir. Diger izolatlardan izole edilen staurosporin ve butenolid
metabolitlerininde antiparazitik etki gosterdigi gozlenirken 6te yandan valinomisin
ve staurosporin’in ise sitotoksik aktivite sahip oldugu rapor edilmistir.
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. MATERYAL

3.1.1. Biyolojik Materyal

3.1.1.1 Lokal Tiirlerin Topraktan izolasyonu ve Karakterizasyonu

Ayas-Beypazar1 (Ankara) civarinda Aethionema dumanii, Salvia aytachii ve
Achillea ketenoglui endemik bitkilerinin, sirasiyla pH=8,8, pH=7,7 ve pH=7,7 olan
alkali 6zellikteki kok cevresi topraklarindan aktinomiset izolasyonlar: yapild'.

Yukarida bahsedilen bitkilerin kok c¢evresi topraklarindan daha Onceden
izolasyonlar1 yapilmis olan izolatlarm' 12’sinin, bu ¢alismada molekiiler teshisleri
yapilarak biyolojik aktiviteleri tarandi. Bu izolatlar; Streptomyces sp. ARA4,
Streptomyces sp. AR6, Streptomyces sp. AR9, Streptomyces sp. AS28, Streptomyces
sp. AS36, Streptomyces sp. BA12, Streptomyces sp. BA14, Streptomyces sp. BS29,
Streptomyces sp. BS32, Streptomyces sp. CAl12, Streptomyces sp. CAH29,
Streptomyces sp. CS41, Streptomyces sp. CS42.

Disk diflizyon yontemiyle antimikrobiyal etkinin arastirilmasinda Escherichia
coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Streptococcus pyogenes
(ATCC 19615), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) ve Candida albicans

(ATCC 10231) test organizmalar1 kullanildi.

3.1.2. Kullamilan Kimyasal Maddeler

3.1.2.1. Organik Céoziiciiler

Etilasetat, hekzan, diklorometan, etil alkol, asetik asit; sirasiyla; Riedel de
Haén, Metanol; Sigma-Aldrich, kloroform, petrol eteri, butanol, déteryum kloroform;

Merck, fenol, izoamiloalkol Sial’dan temin edildi.
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3.1.2.2. Antibiyotikler
Imipenem, Ofloksasin, Netilmisin, Amoksisilin, Eritromisin, Amfoterisin B

ve 6mm’lik bos antibiyotik diskler Oxoid’ten temin edildi.

3.1.2.3. Kullamlan Diger Kimyasallar ve Malzemeler

Sodyum siilfat, trietilamin (Sigma-Aldrich), silika jel [( 0,04-0,063 mm
partikiil biiyiiklikli) Fluka], ince tabaka kromatografisi tabakasi [TLC (20x20 cm)
Merck], agaroz, etidyum bromiir (AppliChem), brom fenol blue (Fermentas), TLC

tabakalar1 Macherey-Nagel’den temin edildi.

3.1.3. Kullamilan Besiyerleri

3.1.3.1. Antimikrobiyal Aktivitenin Arastirllmasinda Kullanilan

Besiyerleri

M2 sivi besiyeri; 10 g malt 6ziitii (Merck), 4 g maya 06ziitii (Oxoid), 3 g
glukoz (Merck) tartilarak ¢esme suyu ile 1 L’ye tamamlanip steril edildi (pH=7,8).
Kat1 M2 besiyeri hazirlamak icin ise 15 g/L olacak sekilde agar (Fluka) eklendi.

Benett + Glukoz s1v1 besiyeri; 1 g maya o6ziitli, 1 g et 6ziitii (Acumedia), 2 g
kazeinin (Bacto, Difco) tartilarak 1 L’ye tamamlanmasiyla Benett besiyeri hazilandi.
Ayr olarak steril edilen glukoz, final konsantrasyonu 10 g/L. olacak sekilde
besiyerine eklendi.

Yukaridaki gibi hazirlanan Benett besiyerine 10 g/L olacak sekilde gliseroliin
eklenmesiyle Benett + Gliserol besi yeri elde edildi.

Benett + Nisasta besiyerinde 10 g/L. olacak sekilde ¢oziiniir nisasta (Sigma)

onceden kaynatilmak suretiyle Benett besiyerine eklendi.
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AT siv1 besiyeri; 1 g maya 6ziitii, 10 g tripton (Sigma), 10 g nisasta, 0,5 g
dipotasyum hidrojen fosfat (Merck), saf su ile 1 L’ye tamamlanarak hazirlandi.

Tiim besiyerleri 121 °C’de 15 dakika 1,2 atm basinct altinda steril edildi.

3.1.3.2. Kromozomal DNA izolasyonu i¢in Kullanilan Besiyerleri

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

Maya o6ziiti-Malt 6ziitii siv1 besiyeri (YEME); 3 g maya 0ziitii, 3 g malt
oziitli, 5 g pepton (Bacto,Oxoid), 10 g glukoz, 340 g siikroz (Merck) tartilarak saf su
ile 1 L’ye tamamlandi. Sterilizasyon sonras1 1 L YEME besiyerine filtre (Sartorious
0,2um) ile steril edilmis 2,5 M MgClL. 6 H,O’dan 2 ml ve % 20’lik glisinden

(Sigma) 25 ml eklendi.

3.1.3.3. Test Organizmalar icin Kullanilan Besiyerleri

Gram (+) ve Gram (-) bakteriler i¢cin Nutrient Broth (NB, Fluka) siv1 besiyeri
ve Nutrient Agar (NA) kati besiyeri kullanildi. NB 8 g/L olacak sekilde saf su ile
hazirlanip steril edildi. Buna 15 g/L agar eklenmesiyle NA besiyeri elde edildi.

C. albicans Uretimi i¢in olarak Sabouraud % 4 Dextrose Agar (SDA, Merck)
kullanild1 (65 g/L). Sivi besiyeri olarak ise Sabouraud % 2 Dextrose Broth (SDB,

Merck) kullanild1 (30 g/L).

3.1.4. DNA lzolasyonu I¢in Kullanilan Kimyasal Maddeler

Maltoz, sodyum dosesil siilfat (SDS), siikroz, glisin, sodyum asetat, siikroz,

Tris-HCI (Merck), EDTA (Merck) kimyasallar1 kullanildi.
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Tris-asetik asit-EDTA tamponu (TAE 50X); 0,05M EDTA (pH=8), % 5,71
asetik asit , 242g tris baz olacak sekilde saf su ile hacim 1 L’ye tamamlandi. Tris baz

ve EDTA Merck’ten, asetik asit ise Carlo Erba Reagents’tan temin edildi.

3.1.5. Kullanilan Enzimler
Taq polimeraz (Fermentas), RNaz (Fermentas), Lizozim (Fluka) enzimleri

kullanildz.

3.1.6. Polimerizasyon Zincir Reaksiyonu (PCR) Icin Gerekli

Kimyasallar

Bakteriyel 16S rRNA geninin PCR ile amplifikasyonu i¢in ileri; STF (FS8,
pozisyon 8-28) (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’), geri; STR (R1492,
pozisyon 1492-1509) (5’- GTTACCTTGTTACGACTT-3") ve ileri; BSF 8/20 (5°-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) gerti; BSR 1541/20 (°5-
AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3’) primerleri kullanildi.  Primerler disinda
reaksiyon i¢in gerekli olan Taq polimeraz, PCR tamponu, deoksiniikleotittrifosfatlar
ve MgCl, igceren Qiagen Proof-Start Taq Polimeraz kiti (Qiagen, Hilden, Germany)

kullanildz.

3.1.7. Jelden DNA’nin Ekstraksiyonu i¢in Kullanilan Malzemeler

PCR firiinlerinin jelden geri kazanilmasi i¢in ekstraksiyon kiti kullanildi

(GeneMark).
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3.1.8. TLC Tabakasindaki Bilesik Spotlarim Gériintiilemek Icin

Kullanilan Renklendirici Reaktifler

Anisaldehit, siilfiirik asit, p-dimetilaminobenzaldehit, vanillin, tartarik asit,
Fluka’dan; glasiyel asetik asit, hidroklorik asit (HCI), potasyum iyodiir, Etanol
Riedel de Haén’den, Metanol Sigma-Aldrich’ten; bizmut nitrat Merck’ten; Demir

kloriir Sigma’dan; orcinol BHD Chemical Ltd’den temin edilmistir.

3.1.9. Renklendirici Reaktiflerin Hazirlanmasi

Anisaldehit/ Siilfiirik asit (H,SOj4) reaktifi; 1 ml anisaldehit, 100 ml glasiyal
asetik asit, 1 ml derisik siilfiirik asidin karigtirilmasiyla hazirlandi.

Ehrlich reaktifi; 1 g p-dimetilaminobenzaldehit’e, 25 ml derisik hidroklorik
asit (HCI) ve 75 ml metanolun eklenmesiyle hazirland:.

Potasyum permanganat reaktifi; 3 g potasyum permanganat (KMnQOy), 20 g
potasyum karbonat (K,COs3), 5 ml sodyum hidroksit (NaOH, % 5), 300 ml saf suyun
karigimiyla elde edildi.

Iyot reaktifi; 2 g iyot (I,), 100 g silika jel ile karistirilarak hazirlandu.

Vanillin/ H,SO4 reaktifi; 0,5 g vanillin, 80 ml derisik siilfiirik asit, 20 ml
etilalkol eklenerek hazirlandi.

Orcinol reaktifi; 0,1 g orcinol, 40,7 ml derisik HCI, 1 ml demir kloriir
(FeCls), 100 ml saf su ile hazirlandi.

Dragendorff reaktifi; iki ayr1 ¢ozelti grubunun 1:1 oraninda karistirilmasiyla
hazirlandi. Cozeltilerden ilki 1,7 g bizmut nitrat [Bi(NOs)s], 20 g tartarik asit
(C4HgOgs), 80 ml saf su ile hazirlanirken, ikincisi ise 16 g potasyum iyodiire (KI) 40

ml saf suyun eklenmesiyle hazirlandi.
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Ninhidrin reaktifi; 0,2 g ninhidrinin etil alkolde ¢6ziilmesiyle hazirlandi.
Sodyum hidroksit ¢ozeltisi; Reaktif olarak kullanilmak tizere 3 M sodyum
hidroksit ¢ozeltisi hazirlandi.

Siilfiirik asit ¢ozeltisi; Derisik H,SO4 ¢6zeltisi de reaktif olarak kullanildi.

3.1.10. Kullanilan Cihazlar

Otoklav (Hirayama)

Jel Goriintiileyici (UVP Dual Intensity Transiluminator)
UV Lambasi (Camag)

Evaporator (Heidolph)

Liyolifizator (Christ Alpha)

PCR Cihaz1 (Ependorf)

Elektroforez (Scie-Plas)

Hassas Tart1 (GEC Avery)

pH Metre  (Mettler MP220)

Etiiv  (Heraeus)

Sterilizator (Heraeus )

Derin Dondurucu (Ugur)

HPTLC Cihaz1 (Camag Linomat, Camag Scanner I1I)
Jel Gortintiileme Cihazi (Bio-Rad)

Laminar Kabin (Telstar AV 100)

Orbital Calkalayici (Zhicheng ZHWY-200B)

Mini Santrifiij (E.S-6)

Magnetik Karistiric1 (Stuart)
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Spektrofotometre (Varian)

Vorteks (VWR)

Gii¢ kaynag1 (Bio-Rad)

+4 °C dolap (Sanyo)

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

Isitic1 (Heildoph)

NMR cihazi (Varian Unitiy 300 MHz)

Mikropipet (Pipetman)
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3.2. METOD

Ug farkli endemik bitkinin kdk gevresi topraklarindan izolasyonu yapilan 12
aktinomiset izolatinin molekiiler olarak teshis edilmesi amaciyla kromozomal DNA
izolasyonlari, PCR ile 16S rRNA gen amplifikasyonlari, 16S rDNA dizi analizleri ve

biyoinformatik incelemeleri yapild.

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 {ireyen kiiltiiriin
2 ml’si 2/3 oraninda TSB-YEME iceren sivi besiyerine aktarilip orbital ¢alkalamali
inkiibatorde 28 °C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda
1,5’lik ependorf tiiplere kiiltiir Ornekleri alinip 2 dakika maksimum rpm’de
santrifiijlenerek pelet kismi izolasyon i¢in kullanildi. Pelet iki kez %10.3 siikroz
cozeltisi ile yikandiktan sonra 6 mg/ml lizozim ve 75 pg/ml RNaz eklenmis olan,
500u1 TSE tamponunda [25 mM Tris HCI (pH 8.0), 0,3 M siikroz, 25mM EDTA (pH
8.0)] ¢oziildii. 37 °C’de 45 dakika inkiibasyondan sonra, 300ul % 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
sonras1 10 dakika maksimum rpm’de santrifiijleme ile supernatant kismi alidi1. Ust
faz temizleninceye kadar ekstraksiyona devam edildi. Sonug¢ olarak temiz iist faz
almarak 3 M sodium asetat ve mutlak etanol eklenmesiyle DNA’nin ¢6kmesi i¢in -20
°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Kromozomal DNA’nin tamamen ¢oziilmesi igin

pelete uygun miktarda saf su eklenerek 37 °C’de bir gece inkiibe edildi.
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3.2.2. 16S rRNA Genlerinin PCR ile Amplifikasyonu

Saflagtirilan genomik DNA’dan, ileri; STF, BSF ve geri; STR, BSR
primerleri kullanmilarak 16S rRNA genleri amplifiye edildi PCR amplifikasyonu
Qiagen Proof-Start Taq Polymerase kiti (Qiagen, Hilden, Germany) ile yapildi. Total
hacim 50 pl olmak tizere; 100 ng template DNA, 5 pl 10x PCR tamponu, 1 pul Taq
DNA polimeraz, 2 pl ANTP mix, 1,5 pl ileri ve geri primerler, 5 ul MgCl, ve 29 ul
saf su eklendi. Reaksiyon PCR cihazinda termal dongii : 95°C’de 5 min (baslangi¢
denatiirasyonu), sonrasinda 30 dongii 94°C 1 dakika, 55°C 1 dakika, 72°C 2 dakika ve
final uzama adimi olarak 72°C’de 10 dakika uygulandi. BSF ve BSR primerleri ile
yapilan PCR amplifikasyonunda primerlerin kalip DNA’ya baglanmasi igin gerekli

olan 55 °C’lik sicaklik 50 °C’ye indirildi.

3.2.3. Agaroz Jel Elektroforezi

Kromozomal DNA’nin tespiti i¢cin % 0,7’lik, PCR ile amplifiye edilen 16S
rRNA genelerinin goriintiilenmesi amaciyla ise % 1’lik agaroz jel hazirlandi. TAE
tamponu icerisinde ¢oziinen agaroz jele % 1’°lik etidyum bromiir stok ¢ozeltisinden
Sul eklendi. 50ul PCR iirlinline karsilik Sul
brom fenol blue boyasi eklenerek kuyucuklara yilikleme yapildi. Daha sonra gii¢

kaynagmdan 90 voltluk akim verilerek yiirlimeye birakildi.

3.2.4. Jelden DNA’nin Geri Kazanilmasi

PCR sonras1 yaklasik 1,5 kb uzunlugundaki fragmentler jelden kesilerek

DNA jel ekstraksiyon kiti (Gene Mark) kullanilarak ekstrakte edildi.
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3.2.5. DNA Sekans Analizi
Saflagtirilan PCR firiinleri 16S rRNA gen dizi analizine tabii tutuldu. DNA

dizi analizleri fontek Sirketine (Istanbul) yaptirildi.

3.2.6. Biyoinformatik incelemeler

Izolatlarm 16S rDNA dizilimleri ilk olarak NCBI web sayfasinda:
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) Blast programinda incelendi. Buradan elde
edilen 16S rDNA dizilimleri ve bizim lokal izolatlarimizin 158-277 pozisyonlarina
denk gelen 120 baz ¢iftlik bolgeleri, Streptomyces cinsinin farkli kiimelerini temsil
eden tiirlerle CLUSTALW (Mega 3.1) programi kullamilarak align edildi*®. Mesafe
matrisleri Kimura-2-parameter algoritmasi kullanilarak hesaplandi®. Filogenetik aga¢
MEGA 3.1 programu kullanilarak neighbor-joining yontemi ile ¢izildi .
Amycolatopsis mediterranei grup dis1 organizma olarak secildi. 16S rRNA gen

dizilimleri tanimlanmis 12 izolatin gen dizilimleri GenBank veri tabanina sunuldu.

3.2.7. Lokal Streptomyces Izolatlarinin Antimikrobiyal Aktivite Tayini

icin Uretilmesi

Molekiiler  teshisleri  tamamalanan 12 Strepfomyces  izolatinin
Benett+Glukozlu besiyerindeki antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi ig¢in
250 ml’lik erlenlerde 50 ml Benett+Glukoz besiyerine Streptomyces izolatlarinin
kati kiiltiirlerinden &n inkiibasyon ekimi yapildi. On inkiibasyon siiresi sonunda
yine 50 mI’lik besiyerlerine sivi kiiltiirlerinden 500 pl ekim yapildiktan sonra 3

giin boyunca inkiibasyona birakildi.
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3.2.7.1. LoKal izolat Streptomyces sp. CAH29’un Farkh Besiyerlerinde

Uretilmesi

Streptomyces sp. CAH29 antimikrobiyal aktivitesnin arastirilmasi amaciyla;
M2, Benett + Glukoz, Benett + Gliserol, Benett + Nisasta ve AT gibi degisik
icerikteki besiyerlerinde tiretildi. M2 kat1 besiyerinden alinan koloniler igerisinde 50
ml sivi besiyeri bulunan 250 ml’lik erlenlere 6n inkiibasyon igin aktarildi. 28 °C’de
230 rpm’de 72 saat iiretimden sonra 150 ml besiyeri igeren 500 ml’lik erlenlere 1,5

ml inokiilasyon yapildu.

3.2.8. Filtrasyon
Inkiibasyon siiresi sonrasinda kiiltiir ortamindaki misellerin ve siipernatantin
birbirinden ayrilmast i¢in filtrasyon islemi yapildi. Misellerden ayrilan

supernatanttan ekstraksiyon oncesi 6rnek alinarak ‘filtrat’ olarak isimlendirildi.

3.2.9. Liyofilizasyon
Supernatantlar sivi azot ile dondurulduktan sonra liyoflizatdr cihazinda

yaklagik 15 saat liyofilize edilen filtratin hacmi 1/3 oraninda indirilmis oldu.

3.2.10. Farkh Besiyerlerinde Uretilen Streptomyces sp. CAH29

Filtratlarimin Ekstraksiyonu

Filtratlar farkli polarite 6zelligine sahip etilasetat, hekzan ve diklorometan
gibi organik c¢oziiciilerle ekstraksiyon islemine tabi tutuldu. Filtratlar her 3 organik
¢oziicii ile 1:1 oraninda ekstrakte edildi. Ekstraksiyon sonunda elde edilen fazlardan

bilesiklerin ¢ogunun gectigi diisiiniilen organik faz,bundan geriye kalan su fazi disk
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difiizyon yontemi ile antimikrobiyal bilesik taramasi i¢cin muhafaza edildi. Organik
ekstraklarin etilasetat, hekzan, diklorometan ¢oziiciileri rotary evaporator cihaziyla
ucurularak bilesikler kurutulmus halde elde edildi. Madde miktarlarmin tespiti
amaciyla yapilan tartim islemi sonrasi ekstraktlar kendi c¢oziciileriyle uygun

hacimlerde ¢oziildii.

3.2.11. Disk Difiizyon Yontemiyle Antimikrobiyal Etkinin Tespiti

Antimikrobiyal aktivite, ‘“National Committee for Clinical Laboratory
standards (NCCLS)” tarafindan 6nerilen disk difiizyon yontemine gore yapildi®.
Yapilan antimikrobiyal aktivite taramalarinda kullanilan mikroorganizmalar; E. coli
ATCC (25922), S. aureus ATCC (25923), S. pyogenes ATCC (19615), P.
aeruginosa ATCC (27853) ve C. albicans ATTC (10231)’dir .

Disk difiizyon testinde, bakteriler i¢in bir gece 6ncesinden kat1 besiyerinde
dretilmis taze bakteri ve Candida kolonileri sirasiyla 20 ml’lik NB ve SDB
besiyerlerine inokiile edildi. Daha sonra ¢alkalamali orbital inkiibatérde 37 °C’de
600 nm’de absorbanslar1 0,5 olana kadar yaklasik 4-6 saat arasinda liremeye
birakildi. Kiiltiirlerden 100 pl 6rnek alinarak herbir kati besiyerine steril plastik
Ozelerle yayma yapildi. Mikroorganizma yayma islemi sonrasinda agar iizerine 6 mm
capindaki antibiyotik diskleri ve bos diskler yerlestirildi. Bos disklere sirasiyla elde
edilmis filtrat, su faz1 ve organik ekstrakt Orneklerinden 20’ser pl emdirildi. Kat1

kiiltiirler 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakildiktan sonra zon yarigaplar1 6l¢iildii.
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3.2.12. Bilesiklerin ince Tabaka Kromatografisiyle (TLC) Ayrilmasi

Arastirmalarimizda 20x5 cm boyutlarinda silika kapl pleytler kullanildi. TLC
tabakas1 tizerinde baslangi¢ ve bitis noktalar1 belirlendikten sonra ekstraktin spot
islemi yapildi. Ekstraktta bulunan bilesiklerin spotlar halinde birbirinden ayrilmasi
ve birbirinden ayrilan bu spotlarin renklendirici ajanlarla fonksiyonel gruplarinin
belirlenmesi amaciyla diklorometan-metanol (95:5), diklorometan-metanol (90:10),
diklorometan-metanol (97:3) gibi degisik ¢oziicii sistemleri kullanildi. TLC sonunda
kurutulan tabakalar UV 15181 altinda 254 ve 366 nm’lerde goriintiilenerek renkli

spotlar isaretlendi.

3.2.13. TLC Spotlarina Cesitli Renklendirici Ajanlarin Piiskiirtiilmesi

TLC ile birbirinden ayrilan degisik Rf degerlerine sahip spot bolgelerinde
bulunan bilesik veya bilesiklerin farkli kimyasal reaktiflerle etkilesimi sonucu vermis
oldugu renk ile hangi fonksiyonel gruplara sahip oldugunun belirlenmesi amaciyla
anisaldehit/H,SO4, vanillin/H,SOj4, orcinol, Ehrlich, iyot, potasyum permanganat,

ninhidrin, dragendortf, sodyum hidroksit ve siilfiirik asit ile piiskiirtme yapildi.

3.2.14. Biyootografi Yontemi Ile Biyoaktif Spotlarin Tespit Edilmesi

TLC ile birbirinden ayrilmis spotlarin antimikrobiyal aktivitelerinin tespiti
amaciyla biyootografi yontemi uygulandi. UV 15181 altinda steril edilen TLC
tabakalar1 biyootografi yontemi i¢in hazirlanirken esit olan iki noktadan 10’ar pl
ekstrakt ile yiliklendi. Disk diflizyon yontemindeki gibi kat1 besiyerlerine yayilmis

olan test mikroorganizmalarma, TLC tabakasindaki spotlarin antimikrobiyal
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aktivitelerini belirlemek i¢in aymrim yapilmis tabakalar kati kiltiirler {izerine

aktarildi.

R

Sekil 3.1. Biyootografi yonteminin sematik gdsterimi

Diklorometan-metanol (9:1) ¢dziicii sisteminde yiiriitiildiikten sonra ¢oziiciiyii
ucurmak i¢in 15 dakika laminar kabin i¢inde beklemeye alindi. Bu siire sonunda
tabakalar steril makas ile esit boyutlarda iki pargaya ayrildi. Bu pargalardan biri daha
once ekim yapilmig kati besiyerlerine bastirilarak 30 dakika bu sekilde bekletildi.
Stire sonunda tabaka petriden uzaklastirilarak kati besiyeri 37° C’de 24 saat
inkiibasyona birakildi. Kesimden kalan diger parca ise spotlarn inkiibasyon siiresi

sonrasinda kat1 kiiltlirlerde spotlarin olusturdugu zonlar ile kiyaslandi.
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3.2.15. Yiiksek Performansh ince Tabaka Kromatografisi (HPTLC)

TLC ile belirlenen spotlarin daha detayli analiz edilmesi i¢cin HPTLC yapilda.
Organik ekstraklar HPTLC cihaziyla 20x20 cm pleytlere 30 pl hacminde diiz bir bant
seklinde spot edildi. Diklorometan-metanol (9:1) ¢6ziicli sistemi ile yapilan yiiriitme
islemi sonrasi tabaka iizerindeki spotlarm Rf degerleri, UV taramasi sonucu

bilesiklerin maksimum absorbans verdigi dalga boylar1 belirlendi.

3.2.15.1. Bilesiklerin HPTLC Tabakalarindan Geri Kazanilmasi

HPTLC tabakasinda ilgili bilesiklere karsilik gelen spotlar silikadan kazilarak
ependorf tiiplerine alindi. Ependorf tiiplerine 1000 nl metanol eklendikten sonra kisa
bir siire vorteks ile karistirildi. Sonrasinda 10.000 rpm’de 1 dakika santrifiijleme ile

siipernatant ile spottaki maddeler geri kazanild:.

3.2.16. Kolon Kromatografisi Ile Bilesiklerin Ayrilmasi

3.2.16.1. Organik Ekstraktin Kolon Kromatografisi ile Ayrilmasi

Kolon kromatografisi ¢calismalarinda 40 cm uzunlugunda, 2,5 cm ¢apinda ve
45 cm uzunlugundan 3 cm capinda iki farkli kolon kullanildi. Kolon dolgu maddesi
olarak silika jel kullanildi. Kolon hazirlandiktan sonrasinda 500 pl ham ekstraktin
kolona yiiklenmesiyle degisik oranlarda hekzan-etilasetat, etilasetat ve metanol
coziiciilerinin yardimiyla ekstraktin i¢cindeki bilesikler kolondan eliiye edildi.

Elde edilen eliiyetler farkli hacimlerde fraksiyonlandirilarak TLC
tabakalarinda analiz edildi. TLC profillerine gore de taranan tiim fraksiyonlar F1, F2,

F3, F4 seklinde 4 temel fraksiyon halinde birlestirildi. Biyolojik aktivitesinin
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belirledigimiz bilesik F3 fraksiyonunda oldugundan dolayr sonraki islemlere bu

fraksiyon iizerinden devam edildi.

3.2.16.2. F3 Fraksiyonun ikinci Kolon Kromatografisi ile Ayrilmasi

Ilgilenilen biyoaktif bilesik veya bilesikleri igeren F3 fraksiyonu 2. bir kolona
uygulandi. Kolon hazirlandiktan sonra F3 fraksiyonu kolona yiiklendi. Degisik
oranlarda diklorometan-metanol ¢oziicii sistemleriyle bilesikler eliiye edildi. Yapilan
eliisyonlar sonucunda elde edilen fraksiyonlar TLC profilleri incelenerek F3a, F3b,
F3c, F3d, F3e gibi 5 farkl fraksiyon seklinde birlestirildi.

Bilesiklerin izolasyon islemi, izole edilecek bilesigin polarite 6zelligine ve
bunun yaninda kolon i¢in dogru ¢oziicii sistemlerinin kullanilmasina baglidir. Bunun
belirlenmesi amaciyla her iki kolon kromatografisi 6ncesinde degisik polaritede ve

oranlarda TLC uygulamalar1 yapildi.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. 1.Topraktan izole Edilen Streptomyces Tiirlerinin Molekiiler Teshisi

Grubumuz tarafindan yapilan 6nceki ¢alismalarda {i¢ farkli endemik bitkinin
kok cevresi topraklarinda bulunan aktinomisetler; raffinoz-histidin agar, nisasta-
kazein agar ve aktinomiset izolasyon agar kat1 besiyerlerindeki karakteristik koloni
ve pigment Ozellikleri bakimmdan diger bakteri kolonilerinden ayrildi. Koloniler;
kuru, pirtikli, renkli veya renkli olmayan, agara yapisip yapismayan ve
hava/substrat miselleri agisindan degerlendirilmisti7.

Ug¢ endemik bitkinin rizosfer topraklarindan elde edilen 12 izolattan
Streptomyces sp. CS42 ve Streptomyces sp. CA12 izolatlarmm 16S rRNA genleri
BSF ve BSR primerleriyle, diger izolatlarin ise STF ve STR primerleri ile
amplifiye edildi.

Genler sekanslandiktan sonra NCBI web sayfasindan BLASTN programi
kullanilarak yapilan homoloji analizlerine gore AR4, AR6, AR9, AS28, CS41,
CA12, CS42, BA14, BS29, BS32, BAI12, AS36, CAH29 kodlu izolatlarin
Streptomyces cinsine dahil tiirlerle yliksek homoloji gésterdigi bulundu.

Molekiiler olarak teshis edilmis bu izolatlarin filogenetik agaclari ¢izildi. Bu
filogenetik agac 16S rRNA genlerinin degisken bolgesini iceren kisimlarmin (158-
277 pozisyonlar1 arasmnda kalan 120 baz ciftlik bdlge) kiyaslanmasiyla ile
olusturuldu.

Teshisleri tamamlanan izolatlarm filogenetik aga¢ incelemelerinde
Streptomyces cinsinin iiyeleri ile yiiksek oranda homoloji gosterdigi tespit edildi.
AR4’in, 25 Streptomyces tiiriinii temsil eden gruplarin {iyeleriyle herhangi bir kiime

olusturmadig1 gozlendi.
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AR6’nin  S. fulvissimus ile, AR9’un ise N. umisdischolae ile yakimn iligkili
oldugu gozlendi. AS36’nin S. purpureus ile kiimelestigi tespit edildi. Giiglii ve genis
spektrumlu antimikrobiyal aktivitesinden dolay1r kimyasal tarama i¢in sec¢tigimiz
CAH29’un da kullandigimiz temsili grup iiyeleriyle akrabaligi tespit edilemedi. Bu

sebeplerden otiirii bu tiirlerin yeni tiir olabilme potansiyelleri vardir.

4.1.2. Lokal izolatlarin Antimikrobiyal Aktivitesi

Molekiiler teshisi yapilan 12 izolatin Benett + glukozlu besiyerindeki
antimikrobiyal aktiviteleri Tablo 4.1°de gériilmektedir. izolatlardan 9 tanesinin
etilasetat ekstraktlarmin  farkli  test organizmalar1 iizerine antimikrobiyal
aktivitelerinin oldugu  tespit edildi. CS41 izolatmin elde edilen organik
ekstraktlarmin Gram (+) organizmalar iizerine giliclii inhibisyon etkisi saptandi.
BS29, BA14, BA12 izolatlarindan elde edilen ekstraktlarn hem antifungal hem
de antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu goriildii. En gliclii antifungal aktiviteye 7
mm’lik zon yar1 ¢ap1 ile BS29 izolatinin ekstraktinda, en zayif antibakteriyel
aktiviteye ise 4 mm’lik zon yari¢ap1 ile CS42 izolatmin ekstraktinda rastlanildi.
Izolatlarm filtrat ve su fazi 6rneklerinde herhangi bir antimikrobiyal aktiviteye

rastlanmadi.

4.1.2.1. Streptomyces sp. CAH29’un Farkh Besiyerlerindeki

Antimikrobiyal Aktivitesi

Endemik bitki rizosferinden izole edilen ve molekiiler olarak teshis edilmis
Streptomyces sp.’ler igerisinden en 1yi antimikrobiyal aktivite gosteren CAH29

farkli besiyerlerinde iiretildi. Izolatin M2, Benett + Glukoz, Benett + Gliserol,
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Benett + Nisasta ve AT besiyerlerinde iiretilmesinden diklorometan, etilasetat,
hekzan organik ekstraktlar1 elde edildi. Bu ekstraktlarla birlikte su fazi ve filtrat
ornekelrinin test organizmalarina kars1 degisik oranlarda antibakteriyel ve antifungal
aktiviteleri belirlendi.

Tablo 4.2°de de goriildiigili lizere en iyi antimikrobiyal aktiviteye Benett +
Glukoz besiyerinde etilasetat ekstrakti ile rastlandi. Ornegin Benett + Glukoz
besiyeri etilasetat ekstraktinin S. aureus’a karst 11 mm’lik inhibisyon yaricapmna
sahip oldugu belirlendi. Tiim besiyerlerinden hekzan ile elde edilen ekstraktlarin ve
filtrat 6rneklerinin S. aureus’a karsi inhibisyon etkisinin olmadigi tespit edildi. Hem
Benett + Glukoz hem de Benett + Gliserol etilasetat ekstraktlarmin S. pyogenes
iizerine gii¢lii antimikrobiyal etkisinin oldugu goézlendi. Bununla birlikte hekzanla
ekstraksiyonu yapilan tiim besiyerleri icerisinde, Benett + Gliserol besiyerinden elde
edilen ekstraktin S. pyogenes’e kars1 14 mm’lik inhibisyon zonu ile en giicli
antibakteriyel etki oldugu saptandi. M2 besiyerinde hekzan ekstraksiyonu ile elde
edilen su fazinda zayif antimikrobiyal aktiviteye rastlandi.

Streptomyces sp. CAH29 lokal izolatinin yukarida bahsedilen 5 farkli
besiyerinde iiretmis oldugu sekonder metabolitlerin organik ekstraklar1 P.aeruginosa
iizerine denendi. Kullanilan organik ¢6ziicliler icerisinde etilasetat ekstraktlarinin P.
aeruginosa hiicrelerini diisiik oranda inhibe ettigi gozlendi. Diklorometan
ekstraklarinda ise buna gore daha diisiik zonlar izlendi. Kullanilan diger ¢oziicii olan
hekzan ile yapilan ekstraksiyonlarda herhangi bir inhibisyona rastlanmadi. P.
aeruginosa gibi Gram (-) karakterde olan E.coli test organizmasi iizerine hekzan ve
bazi etilasetat ekstraklarimin zayif inhibisyon etkisine neden oldugu goriildii. Filtrat

ve su faz1 6rneklerinin herhangi bir antibakteriyel etki gdstermedigi belirlendi.
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Streptomyces sp. CAH29’un farkli besiyerlerinde antifungal aktiviteye sahip
bilesikler liretip iiretmedigini saptamak amaciyla da 5 farkli besiyerinde iiretilen
hiicrelerin farkli ¢oziiciilerle elde edilen ekstraktlar C. albicans iizerine denendi.
Buna gore M2, Benett + Glukoz, Benett + Gliserol kiiltiirlerinden elde edilen
etilasetat ekstraktlarinin C. albicans iizerine giiglii inhibisyon etkisi gosterdigi
bulundu. Bununla birlikte 16 mm’lik inhibisyon zon yar1 capiyla en fazla
antimikrobiyal aktiviteye Benett + Glukozlu besiyeri etilasetat ekstrakt ile elde
edildigi goriildii. AT besiyerinde diisiik bir antifungal aktiviteye rastlanirken Benett +
Nisasta besiyerinde herhangi bir aktivite gozlenmedi. Ayni besiyerlerinden elde
edilen stlipernatantlarin hekzan ve DCM coziiciiler ile elde edilen ekstraktlarin M2,
Benett + Glukoz ve Benett + Gliserol besiyerlerinden elde edilenlere gore antifungal

aktivitesinin daha diisiik oldugu kaydedildi.

4.1.3. Streptomyces sp. CAH29 Sekonder Bilesiklerinin Kimyasal

Taranmasi

4.1.3.1. Genis Olgekte Uretilen Bakterilerin Antimikrobiyal Aktivitesi

4.1.3.1.1. pH’ya Bagh Antimikrobiyal Aktivite

Bir¢ok sekonder metabolit zayif asidik 6zellige sahip olmasindan dolay1 suda
coziilebilen, organik c¢oziciilerde ise ¢Ozlinemeyen tuzlar1 halinde kiiltiir
siipernatantinda bulunurlar. Bu sebepten dolayr tuz formunun asidik forma
donilismesini ve organik c¢oziiciilerle ekstraksiyonu sirasinda organik faza ge¢melerini
saglamak amaciyla kiltiir filtratlarinda pH 3-4 ayarlamasi yapilmaktadir. Bu

nedenden dolay1 ekstraksiyon sirasinda su fazinda pH 4.0 ayarlamasi yapildi.

74



Ekstraktm pH’sma bagli antimikrobiyal aktivite, gerek pH’s1 4.0’a diisiiriilen
gerekse pH’sinda bir degisiklik yapilmayan liyofilizatlarin etilasetat ekstraktlarinin,
test organizmalarina kars1 inhibisyonlar1 dlgiilerek tespit edildi. pH ayar1 yapilan ve
yapilmayan ekstraktlarin inhibisyon etkileri karsilastirildiginda Tablo 4.3’te
goriildiigli gibi en fazla antimikrobiyal etkinin C. albicans iizerine oldugu ve her iki
ekstrakta da inhibisyon zonunun degismedigi gozlendi. Gram (+) organizmalar
acisindan bir kiyaslama yapildiginda S. pyogenes’e karst pH degisikligi
yapilmayanda zon yarigapinin hemen hemen 2 kat arttig1, bu durumun aksine Gram

(-) ise azald1g1 gozlendi.

4.1.3.2. Etilasetat ile Ekstrakte Edilen Bilesiklerin TLC ile Birbirinden

Ayrilmasi ve Biyootografi

Degisik oranlarda ve ¢oOziicii sistemleriyle yapilan TLC denemeleri
sonucunda sekonder metabolitlere karsilik gelen spotlarin birbirinden en 1yi
Diklorometan-metanol (9:1) ¢d6ziicii sistemiyle ayrildigr gozlendi. Uygulanan
biyootografi yontemiyle yaklasik 0,6-0,7 Rf degeri civarindaki spotlarin S. aureus, S.
pvogenes, C. albicans lzerine giiclii antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu
belirlendi. Daha asagida bulunan ve Rf degeri yaklasik 0,2 olan bolgenin ise E.coli

iizerine inhibisyon etkisi gozlendi.

4.1.4. Sekonder Biyoaktif Metabolitlerin HPTLC ile Belirlenmesi
20x20 cm boyutlarindaki TLC tabakalar1 ile yapilan HPTLC sonucunda
antimikrobiyal etkisi oldugunu diisiindiiglimiiz ve yaklasik Rf degeleri 0.54, 0.60,

0.64 ve 0.69 olan bolgelerdeki spotlarin UV absorbans degerleri belirlendi. Sekil
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4.3’te goruldiigii gibi 0.69 Rf degerli bolgenin tek pik’e karsilik geldigi ve 270

nm’de maksimum absorbans gosterdigi goriildii.

4.14.1. HPTLC Tabakalarindan Geri Kazamlan Spotlarin

Antimikrobiyal Etkilerinin Arastirilmasi

HPTLC tabakasindan geri kazanilan 4 farkli spot bolgesinin disk difiizyon
yontemi ile antimikrobiyal etkileri belirlendi. Yaklasik Rf degeri 0.54 ve 0.60’1 bulan
bolgedeki bilesik veya bilesiklerin Gram (+) organizmalara kars1 inhibisyon etkisinin
oldugu belirlendi. Tablo 4.7°de de goriildiigii gibi Rf degerleri 0.64 ve 0.69 olarak
belirlenen spot bdlgelerinin hem antibakteriyel hem de antifungal etkilerinin oldugu
tespit edildi. Spektrumlarda da gorildigl Ttzere; gerek genis spektrumda
antimikrobiyal aktiviteye sahip olmasi gerekse tek bir pik seklinde HPTLC
tabakasinda ayrilmis olmasmdan dolay1 gozle goriilebilen agik sar1 renge sahip,
0,69 Rf degerli madde spotunun iizerinde ¢alismalara devam edildi.

HPTLC tabakasindan geri kazanilan hem antibakteriyel hem de antifungal
etkili spotta bir veya daha fazla bilesik olup olmadigini1 anlamak iizere farkli ¢6ziicii
sistemlerinde yiirtitme yapildi. Diklorometan-metanol (9:1 ) ¢dziicli sisteminde tek
bir spot gibi goriilen 270 nm’de maksimum absorbans veren bu spotun, petrol eteri-
etilasetat (9:1) ¢oOziicii sistemiyle yapilan TLC uygulamasi sonucunda gozle
goriilebilen bir bagka bilesik daha igerdigi tespit edildi. HPTLC sonunda yapilan UV
taramas1 sonucunda tek bir pik vermesine ragmen TLC sonucunda saf olmadigi
anlasildi. Bu bulgu sayesinde anlasilan HPTLC tabakalarinda tek spot goriinen

bilesiklerin  beraberinde baska bilesik igerme olasiliklar1 olmasindan  dolay1
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organizma yeniden iiretilerek, kolon kromatografisi ile saflastirilma islemine

baslandi.

4.1.5. Hedef Bilesigin Kolon Kromatografisi ile Ayrilmas

1,8 L’lik iiretim sonrasi elde edilen 100 mg ham ekstrakt kolona yiiklendi.
Daha sonra hekzan-etilasetat, etilasetat ve metanol ¢oziicii sistemleriyle kolondan
eluye edildi. Yapilan TLC analizleri sonucunda kolondan elde edilen ornekler 4
temel fraksiyonda toplandi. Biyootografi ¢aligmalar1 sonucunda antimikrobiyal etkisi
gozlemlenen ve gozle goriilebilen sar1 renkli spot etilasetat ile kolondan eliiye
edilmis olan F3 fraksiyonunda tespit edildi. Daha sonra ayni fraksiyonda bu
maddenin yanisira TLC tabakalarinda gézle goriilmeyen fakat 254 nm UV altinda
goriilebilen 2 farkli spota daha rastlandi. Yapilan biyootografi testlerinde UV ce aktif
bu iki spotun antimikrobiyal aktivitesine rastlanmadi.

Hedeflenen biyoaktif bilesigi beraberinde bulunan diger 2 spottan ayirmak
amaciyla ikinci bir kolon hazirlandi. Farkli oranlarda diklorometan-metanol ¢oziicii
sistemi solvent olarak kullanildi. Kolondan elde edilen 6rnekler TLC tabakalar1
iizerinde incelenerek temel 5 farkl fraksiyon seklinde kombine edildi. Saflagtirmay1
hedeflegimiz biyoaktif bilesik F3a fraksiyonunda tespit edildi. Yapilan TLC
incelemelerinde hem gozle hem de UV 15181 altinda hedef bilesik yalniz goriinmesine
ragmen; iyot ve potasyum permanganat ajanlarmin uygulanmasiyla bagka bir

maddenin varlig1 daha belirlendi.
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4.1.5.1. HPTLC ile Hedef Bilesigin Saflastirilmasi
F3a fraksiyonu ile klorofom-metanol (9:1) ¢o6ziicii sistemiyle yapilan
preparatif TLC wuygulamasi sonrasi hedef bilesigin TLC tabakasindan geri

kazanilmasi1 sonucu saf olarak elde edildi.

4.1.5.2. Hedef Bilesigin Farklh Renklendirici Kimyasal Maddelerle

Muamele Edilmesi

Dogal rengi acik sar1 olan bilesikteki fonksiyonel gruplarin tespit edilmesi
amaciyla cesitli TLC ajanlarla muamele edilmesi sonucunda degisik renklerin
olustugu gozlendi. Tablo 4.5’te de belirtildigi gibi Anisaldehit/H,SO,4 piiskiirtiilmesi
sonucunda kahverengi, Vanillin/ H>SO,4 etkilesiminde koyu kahverengi, sodyum
hidroksit ile kirmizi-pembe renk verdigi goézlendi. Bu sonuglar dogrultusunda
bilesigin sodyum hidroksit ile etkilesimi sonucu olusan renk goz Oniine alindiginda
kinon yapisinda, orcinol, anisaldehit/H,SO,, siilfiirik asit reaktifleri ile vermis

oldugu renklerden dolayi ise makrolid yapida olabilecegi diisiiniildii.

4.1.5.3. Hedef Bilesigin Antimikrobiyal Etkisinin Arastirilmasi

Saf olarak elde edilen bilesigin C. albicans’a 6 mm’lik, S. aureus’a 12
mm’lik, S. pyogenes’e 7 mm’lik zon yar1 c¢aplar1 ile organizmalar {zerine
inhibisyon etkisinin oldugu goriildii.

Saf halde elde edilen bilesigin '"H NMR spektrumu alindi. Madde miktar az
oldugu i¢in *C NMR spektrumu alinamadi. Yapi aydinlatma calismalart icin fazla
miktarda maddeye gereksinim oldugundan bu asamadan sonra organizma c¢ok daha

genis Olcekte (~ 8 L) tretilerek buraya kadar anlatilan saflastirma teknikleri ve
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analitik yontemlerle saf olarak elde edilecektir. 'H NMR, Bc NMR, FTIR ve kiitle
spektroskopisi verileri elde edilerek yapist aydinlatilacak, dogal bilesik veri

tabanlarinda simdiye kadar bulunmus olan bilesiklerle kiyaslanacaktir.
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4.2. TARTISMA

Prokaryot sistematiginde 16S rRNA geni evrimsel Oneme sahip bir
gostergectir. Mikroorganizmalarim molekiiler yontemlerle teshisinin yapilmasinda
olduk¢a sik kullanilmaktadir. Biyokimyasal temelli tanimlama yontemleri yavas,
zor, ve oldukca pahali olmasmna karsin molekiiler teshis yontemi daha hizli ve
etkili bir metottur.

Calismamizda 16S rDNA dizi analizine dayali biyoinformatik incelemeler
sonucunda izolatlarmm Streptomyces cinsine dahil T{yeler oldugunu ve c¢izilen
filogenetik aga¢ ile farkli tiirlerle olan akrabaliklar1  tespit edildi. Yapilan
BLAST incelemeleri sonucunda gen bankasina sunulan diger Streptomyces tiirleri ile
% 97-99 oraninda benzerlik goriilse de izolatlarin, filogenetik agactaki
pozisyonlarindan yola ¢ikarak yeni Streptomyces tiirii olma olasiliklarmin yiiksek
oldugu goriilmektedir. Yeni bilesik {irettigi tespit edilen tiirlerin tam tiir teshisleri
DNA-DNA hibridizasyonu ile yapilacaktir.

Akhand ve ark'. molekiiler teshis yontemi ile yaptiklar1 analiz sonucunda
izolatlarmin % 99,3’likk oranla Streptomyces parpurascens tiirline benzedigi
tespit etmislerdir. Daha sonra yapilan analizler sonucu izolatin mofolojik ve
biyokimyasal 6zelliklerinin Streptomyces parpurascens tiiriinden farkli oldugunu
tespit ettiklerinden bu izolatinin yeni bir tiir oldugunu belirtmislerdir.

Yang ve ark’. topraktan izole ettikleri Streptomyces sp. ECO00047 izolatinin
cizilen filogenetik aga¢ sonucunda % 99,4 oraninda Streptomyces diasticus tiirii
ile benzerlik gosterdigini tespit etmislerdir.

Kurosawa ve ark’. Aktinomisin X, sekonder metabolitinin izolasyonunun

yapildig1r  Streptomyces MITKK-103’lin uygulanan molekiiler teshis ydntemi
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sonucunda Streptomyces padanus, Streptomyces griseofuscus ve Streptomyces
galbus tirlerine oldukc¢a yakinlik gosterdigi tespit edilmistir.

Sarah ve ark®. Streptomyces sp. IMD2703 izolat1 ile yaptiklari calismada
izolatm 16S rRNA geni kullanilarak gergeklestirilen molekiiler teshisi
sonucunda % 99 oraninda Streptomyces lavendulae ve Streptomyces globusus’a
benzedigini belirtmiglerdir. Daha sonra uygulanan DNA-DNA hidribizasyonu
sonucunda izolatin % 79.8 oraninda Streptomyces globusus tiriine yakmlik
gosterdigi belirtilmistir.

El Naggar ve ark’. bir toprak izolati olan Streptomyces sp. MARO1’in
molekiiler filogeni ¢alismalar1 sonucunda % 99’luk bir benzerlik oraniyla
Streptomyces aureofaciens tiriine yakinlik gosterdigi tespit edilmistir.

Elleuch ve ark®.  16S rRNA genin amplifiye edilip dizi analizi ve
biyoinformatik incelemeler sonucunda elde ettikleri sonuglar dogrultusunda
Streptomyces sp. TN262 izolatmin Streptomyces flaogriseus tiirline oldukca
benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.

Calismamizda molekiiler teshisleri yapilan 12 izolatin Streptomyces cinsine
dahil tyeler oldugunun tespit edilmesinden sonra Benett +Glukoz besiyerindeki
antimikrobiyal bilesik liretme kapasiteleri arastirildi. Bu arastirma sonucunda 9
izolatin antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu belirlendi. Bu sonug literatiirdeki
diger caligmalar ile kiyaslandiginda elde edilen oranin yiiksek oldugu tespit edildi.
Izolatlarm endemik bitki rizosferi bdlgelerinden izole edildigi ve bu bolgelerin
biyoaktif sekonder metabolit sentezleme potansiyeli yiiksek olan Streptomyces
tiirleri i¢cin 6nemli habitatlar oldugu goz Oniinde bulunduruldugunda sonuglarin

bu bilgi ile uyum i¢inde oldugu goriilmektedir. Ayrica kiiltliir ortamini bilesenleri,
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pH, sicaklik, minareller gibi c¢esitli faktorler sekonder metabolit iiretimini
etkilemektedir. 12 izolattan bazilarmin TSB besiyerinde iiretildiginde antimikrobiyal
aktivite gostermemesine ragmen’ Benett+Glukoz besiyerinde ftiretildiginde
antimikrobiyal aktivite gostermesi yukarida bahsedilen faktorlerden otiirii
besiyerinin bu acidan ne kadar 6nemli oldugunu gostermektedir. Bu sebepten
dolayr organizmalarin  biyoaktif sekonder metabolit {iretme potansiyellerini
artirmaya yonelik cesitli faktorlerle ilgili optimizasyon g¢alismalar1 yapilmaktadir.

Yilmaz ve ark’. endemik bitki rizosfer bolgesinden izole edilen
Streptomyces cinsi 55 toprak izolatindan % 40’nin antimikrobiyal aktiviteye
sahip oldugu tespit edilmistir.

Ilic ve ark®. calisma grubunun yaptigi arastrmada degisik toprak
orneklerinden izolasyonu yapilan 20 Streptomyces izolatinm % 44,5’inin
antibakteriyel aktivite gosterdigi tespit edilmistir.

Ouhdouch ve ark’. rizosfer topragi, dag topragy ¢ol kumu, gdl suyu,
deniz suyu, sediment, atik su gibi g¢esitli ekosistemlerden  izolasyonu
gerceklestirilen 320 aktinomisetten 2/3’tiniin antifungal aktivitesinin oldugunu
bildirmislerdir. Ozellikle Streptomyces cinsine dahil 10 izolatin ise genis
spektrumda antifungal ve antibakteriyel aktivitesinin oldugunu belirlemislerdir.

Ettienne ve ark'®. aminoglikozit antibiyotik iiretme potansiyellerinin
arastirildigr 2,238 aktinomisetten % 63’liikk oran ile liretimin en fazla Streptomyces
cinsine dahil tiirlerce gerceklestirildigi tespit edilmistir.

Thakur ve ark''. Streptomyces cinsi 110 toprak izolatmn antimikrobiyal
potansiyellerinin arastirildigi ¢alismada tiim izolatlardan % 33’liniin  hem

antifungal hem de antibakteriyel aktviteye sahip oldugu bildirilmistir.
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Ugur ve ark'’. Mugla yoresi topraklarindan izolasyonlari yapilan 74
farkli  Streptomyces  izolatimdan % 45,9’unda  antimikrobiyal aktivite
belirlenmistir.

Lemriss ve ark'’. yapilan calisma sonucunda 110 aktinomisetten %
49’unun antifungal aktiviteye sahip oldugu, bunlardan Strepfomyces cinsine dahil
olanlarindan 5’nin ise tiim patojen funguslara karsi inhibisyon etkisi gosterdigi
bildirilmistir.

Calismamizda Streptomyces sp. CAH29’nun farkli  besiyerlerindeki
antimikrobiyal aktivitesi arastirildiginda en  iyi besiyerinin Benett+Glukoz
besiyeri oldugu goriildii. Ayrica nisastali besiyerlerinde aktimikrobiyal etkinin
azalmasina bagli olarak bu karbon kaynaginin antimikrobiyal sekonder metabolit
sentezinin baskilanmasma neden oldugu diistiniildii. Sekonder metabolitlerin
sentezi i¢cin gerekli Oncii bilesikler primer metabolizma sonucu olustugundan
dolay1 sekonder metabolit sentezi primer metabolizma ile yakindan iligkilidir.
Bu nedenden dolay1 karbon kaynaklari, azot kaynaklar1 ve mineraller gibi
kiiltiir ortaminin temel bilesenleri, sekonder metabolit sentezinde O6nemli rol
oynamaktadir. Kiiltlir ortaminda bulunan degisik karbon ve azot kaynaklar1 herhangi
bir biyoaktif sekonder metabolitin sentezini artirip azaltabilmektedir. Primer
metabolizma sonucu sentezlenen sekonder metabolit Onciilii bilesikler belli bir
metabolik yolda bulunan enzimlerin aktivitesine bagli olarak sentezlenmektedir.
Metabolik yol lizerinde bulunan bu enzimler genellikle geri besleme mekanizmasina
dayali aktivite gosterdiginden dolayr karbon kaynaklari, azot kaynaklar1 ve
mineraller ~ bu enzimlerin  aktivasyonuna  veya  inhibisyonuna  neden

olabilmektedir.
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Degisik karbon kaynaklari1 transkripsiyonel aktivasyon veya inhibisyon
etkilerine neden olmaktadir. Buna en iyi Ornek glukoz katabolit resresyon
mekanizmasi gosterilebilinir. Katabolit respresyon mekanizmastyla gliserol, fruktoz,
galaktoz, arabinoz gibi karbon kaynaklarmin kullanimindan sorumlu enzimlerin
sentezini transkripsiyonel diizeyde glukoz tarafindan baskilanmaktadir. Ayrica
glukoz belli metabolik yollar lizerinde bulunan ve sekonder metabolit sentezi ile
iliskisi olan bazi enzimlerin represyonuna neden olmaktadir. Bunlarin yanisira
glukoz ayni1 zamanda aktinomisin gibi bircok sekonder metabolitin sentezinde
onemli rol oynayan bir karbon kaynagidir. Bu sebeplerden dolayr literatiire
bakildig1 zaman farkli biyoaktif sekonder metabolitin sentezinde farkli karbon
ve azot kaynaklar1 en iyi biyolojik aktivitenin ortaya ¢ikmasina neden oldugu
tespit edilmistir. Denemis oldugumuz besiyerleri i¢inde en iyi aktivitenin glukozlu
besiyerinde elde edilmesi bu bilgiyi destekler niteliktedir.

Saadoun ve ark'*. antimikrobiyal etki tizerine farkli karbon kaynaklarmin
etkisinin arastirildigl calismada en 1yi karbon kaynaginin glukoz oldugunu
belirtmislerdir.

Zeid ve ark'’. Magnamisin antibiyotiginin sentezinde en iyi karbon
kaynagmin glukoz oldugu bildirmisler.

Cruze ve ark'C. Streptomyces griseocarneus tirinden elde ettikleri
poliyen antifungal bilesigin sentezi i¢in glukozun en iyi karbon kaynagi
oldugunu belirtmisler.

Fguira ve ark'’. Gram (+) / Gram (-) bakteriler ve funguslara karsi
maksimum antimikrobiyal aktivitenin tek karbon kaynagi olarak glukoz

kullanildiginda elde edildigini bildirmislerdir.
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Thakur ve ark'®. antifungal aktivite iizerine degisik karbon kaynaklarmin
etkisinin arastirildig1 bu ¢alismada kullanilan tiim karbon kaynaklar1 i¢inde en
disiik aktiviteyi nisastali besiyerinde gorildiigiinii rapor etmislerdir.

Mehdi ve ark'’. Streptomyces sp. TN97 ile yapilan bir calismada TSB
besiyerinde farkli karbon kaynaklar1 kullanildiginda en diisiikk antimikrobiyal
aktivite nisastali kiiltiir ortaminda tespit edilmistir.

Ouhdouch ve ark®. antimikrobiyal aktivitenin 3 farkli besiyerinde
incelendigi calismada antimikrobiyal etki agisindan en iy1 besiyerinin Benett
oldugunu bildirilmislerdir.

Elleuch ve ark?. Streptomyces sp. TN262 modifiye Benett besiyerinde
glukoz, fruktoz, nisasta, gliserol, sakkaroz gibi karbon kaynaklar1 kullanildiginda
maksimum biyolojik aktivitenin  gliserollu besiyerinde gorildiigiinii  tespit
etmislerdir.

Calismamizda;  Benett+Glukoz  besiyerinde  {iretilen  Streptomyces
izolatlarmmn en fazla Gram (+) mikroorganizmalar {zerine antiikrobiyal
aktivitelerinin oldugu tespit edildi. Tiim izolatlardan 4’iiniin antifungal aktiviteye,
3’lniin ise Gram (-)’lere karsi antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu belirlendi.
Bu sonuglarimiz literatiirdeki bilgiler ile de uyum igerisindedir. Literatiirde de
genellikle Streptomyces tiirlerinden elde edilen ekstraktlarin en fazla antimikrobiyal
etkisinin Gram (+) organizmalar lizerinde daha fazla olduguna rastlanmaktadir.
Gram (-)’lerde dis membran yapisinin bulunmasi lipofilik karakterdeki bilesiklerin
hiicre i¢ine girigini zorlastirirken, Gram (+)’lerde bdyle bir durum s6z konusu

degildir.
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Ozellikle bitki rizosfer bolgesinde ve endofitik olarak yasayan
Streptomyces’lar bitki kokleri ve bu bdlgedeki diger organizmalarla simbiyotik bir
iligki kurabilmelerinden dolay1 bitkileri cesitli patojenlere karsi korumaktadirlar.
Bitkileri ozellikle patojenik funguslara karst korumalarindan otiirii  antifungal
etkiye sahip cesitli biyoaktif sekonder metabolitler iiretebilmektedirler. Funguslar
hiicre duvarlarinda bulunan kitinden dolayr cogu dis etkene karsi kendilerini
koruyabilmektedirler. ~ Funguslarin  6karyot hiicr yapisina sahip oldugu
disiiniildiigiinde Streptomyces’larin iiretmis olduklar1 biyoaktif bilesiklerin kimyasal
yap1 olarak oldukca ¢esitlilik arz ettigi goriilmektedir. Ayrica Streptomyces’lar
bircok biyopolimeri degredasyona ugratabilecek litik enzimleri sentezlemeleri
ile, topraktaki organik madde dongiisiinde biiyiik rol oynamaktadirlar. Topraktaki
diger organizmalarla olan bu iligkilerinden dolay1; Streptomyces sp. CAH29
izolatindan saf olarak elde ettigimiz bilesigin hem antibakteriyel hem de
antifungal akviteye sahip olmasi sitotoksik  oOzellige sahip olabilecegini
diistindiirmektedir.

Thakur ve ark®. biyolojik aktiviteleri taranan Streptomyces izolatlarmin
% 59°nun antibakteriyel, % 42’sinin antifungal aktiviteye sahip oldugu tespit
edilmistir. Antibakteriyel etkili izolatlarm % 15,38 Gram (-), % 78,46’s1 ise
Gram (+) organizmalara yonelik oldugu bildirilmistir.

Monami ve ark®. vyapilan calismada Streptomyces izolatlarmmn % 18- %
33 oraninda Candida albicans’a kars1 etkili oldugunu bildirmislerdir.

Ilic ve ark®. Biyolojik aktiviteye sahip 5 farkli Streptomyces izolati ile

yaptiklar1 ¢alisma sonucunda inhibisyon etkilerinin en fazla Gram (+) organizmalar
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iizerine oldugu, inhibisyon etkisinin en az ise Gram (-) organizmalara yonelik
oldugu tespit edilmistir.

Ugur ve ark™. antibakteriyel aktivitesi arastirilan Strepfomyces izolatlarinm
% 5,9 1le en az Gram (-) organizmalar iizerine etkili oldugu goriilmistiir.

Augustine ve ark®. Toprak ve su 6rneklerinden izolasyonunu yaptiklar:
312  aktinomisetten % 22’sinin  antifungal aktiviteye sahip oldugunu
bildirmislerdir.

Lemriss ve ark.?’ vyaptiklar1 calismalar sonucunda 110 aktinomiset
izolatmm % 49’nun test organizmasi olarak kullanilan en az bir fungus {izerine
antifungal etki gosterdigi belirtmislerdir.

Ouhdouch ve ark®®. Fas’ta yapilan bir calismada topraktan izole edilen
320 Streptomyces izolatindan % 7,2’sinin Candida albicans iizerine antifungal
aktivitesinin oldugunu rapor etmislerdir.

Yilmaz ve ark®™. 55 farkli toprak iazolatindan % 14’niin antifungal
aktiviteye sahip oldugunu bildirmislerdir.

Streptomyces sp. CAH29 lokal izolatinin sekonder metabolitlerinin
ekstraksiyonunda kullanilan polaritesi birbirinden farkli diklorometan, etilasetat ve
hekzan ¢oziiciileri kullanildi. En fazla aktiviteye etilasetat ekstraktlarinda rastlanmasi
literatlir ile uyum igerisindedir. Su fazi ve filtrat Orneklerinde herhangi bir
antimikrobiyal aktiviteye rastlanilmamasi bu bilesiklerin suda ¢6ziinemedigi veya
aktif formda bulunmadigin1 géstermektedir.

Calismamizda biyolojik aktiviteye sahip oldugunu belirledigimiz ve
saflagtirmay1 hedefledigimiz bilesigin degisik ¢6ziicii sistemlerinin  kullanildig:

TLC denemeleri sonucunda diklorometan-metanol, kloroform-metanol mobil
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fazlarinda oldukg¢a iyi yiiriidiigli, hekzan-etilasetat mobil fazinda ise yliriimedigi
tespit edildi. Buna bagl olarak bilesigin orta polarlikta bir yapida olabilecegi
disiiniilmektedir. Saf olarak elde edildikten sonra bilesigin metanol, etilasetat,
kloroform gibi ¢oziiciilerde rahat ¢Ozlinmesi, suda ise ¢oziinmemesi bu bulguyu
destekler niteliktedir.

Franco ve ark™. bir¢ok antimikrobiyal bilesigin ekstraksiyonunda etilasetat
kullanildig1 rapor edilmistir.

UV absorbans degerleri bilesikler hakkinda 6nemli bilgiler vermektedir.
Bilesiklerin UV ce aktif olmalar1 aromatik gruplar igerebilecegini diisiindiirmektedir.
Ozellikle non poliyen ve poliyen antifungallarin birbirinden ayrilmasinda 3
temel kriter goz Oniine almmaktadir. Bunlardan ilki UV spektrum degerleridir.
215 -270 nm maksimum absorbans degeri poliyenlere 6zgii bir 6zelliktir. Ikincisi
non poliyen antifungal ajanlara 6zgii olan ergestrol inhibisyonudur. Sonuncusu ise
yine non poliyen antifungal ajanlara 6zgiin bir 6zellik olan antibakteriyel etkinin
gozlenmesidir. Saf olarak elde etmis oldugumuz bilesigin UV’de 270 nm maksimum
absorbans vermesi ve ayrica antifungal etkisinin yaninda antibakteriyel etkisinin
olmasi non poliyen karakterinde olabilecegini diislindiirmektedir.

Ilic ve ark’. yapilan calisma sonucunda antifungal aktivitesi belirlenen
Streptomyces  izolatlarmin UV maksimum degerleri 216-262 nm arasinda
degismektedir.

Saadoun ve ark’”. antifungal etkili bilesigin etanol ekstraktn 205 nm
de maksimum absorbans verdigini ve ayrica flukonazol ve mikonazol antifungal

ilaglarmm 205-275 nm’de maksimum absorbans verdigini bildirmislerdir.
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Ugur ve ark™. biyolojik aktivitesi belirlenen 9 farkli Streptomyces izolatinin
butanol ekstraktlarmin maksimum UV absorbans degerlerinin 212-260 nm
arasinda degistigi rapor edilmistir.

TLC renklendirici reaktiflerin  kullanilmasiyla bilesiklerdeki ¢esitli
fonksiyonel gruplarin  belirlenmesi kimyasal tarama yonteminin temelini
olusturmaktadir. Bu amag¢ dogrultusunda c¢alismamizda degisik Ozellikteki
renklendirici reaktifler kullanildi. Ninhidrin, dragendorff, ehrlich gibi reaktiflerle
herhangi bir renk degisiminin gozlenmemesi bilesikte peptit bagmin, alkaloid
yapisinin, primer amin ve indol gruplarinin bulunmadigini isaret etmektedir.
Ote yandan sodyum hidroksit ile kirmizi-pembe renk degisimin gdzlenmesine
bagli olarak kinon yapisinda, anisaldehit/H,SO4 1ile koyu kahverengi renk
vermesinden Otlirii ise makrolid yapisinda olabilecegi diisiiniilmektedir.

Li ve ark™. Streptomyces sp. MO045 izolatindan elde chinikomisin
biyoaktif sekonder metabolitindeki kinon grbunun sodyum hidroksit ile kirmizi
renk verdigini bildirmislerdir.

Fiedler ve ark®. izolasyonlarmin gerceklestirdikleri makrolid yapisindaki
sineromisin ~ sekonder meaboltinin  anisaldehit/H,SO4 ile kahverengi renk
olusturdugu, musakin’in ise orcinol ile turuncu renk verdigini belirtmislerdir.

Grabley ve ark®®. Penicillum cinsine dahil organizmalardan izole ettikleri
makrolid yapisinda olan bilesiklerden bazilarmin anisaldehit/H,SO4 ile kahverengi
ve koyu kahverengi renk degisimini gercgeklestigini rapor etmislerdir.

Hu ve ark’’. makrolid yapida olan ilaglarin hizli bir sekilde tanimlamasi

icin siilfirik asit kullanilmistir.  Bunun sonucunda eritromisin, azitromisin,

89



asetilkitasamisin gibi makrolid yapisindaki ilaglarin siilfirik asit ile koyu

kahverengi renk verdigi gdzlenmistir.
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4.3. TABLO ve RESIMLER

Resim 4.1. Streptomyces sp. CAH29’un M2
Kat1 Besiyerindeki Gortiniimii

Resim 4.2. Amlifiye Edilmis 16S rRNA Geni
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AR17
N. umidischolae AY036001

S. rimosus EF371440
S. albus AJE97941

S. lydicus AB184281

BS39

S. violaceusniger DQ334782
CAH35

BSH46

S. hygroscopicus EF408736

21

1@

s. pl g DQ442538
S. lavendulae EF469608

A i i EFO17716

51 S. exfoliatus DQO26647
" S. purpureus AB184547
) AA53
Py BA1
44] | CA28
741 AS36
BA11

30

S. halstedii EF 178695

S. atroolivaceus AB184113
BR57

64l S. microflavus EF178673
AA50

cA12

AS42

N

AS29

90 | S. albidoflavus DQ826593
74 S. cyaneus AB184872
BS33
711 BSA44

ARS
S. fulissimus AB184787

S. griseoviridis AB184210
BA2

100 | BAH26

cs3s

S. olivaceoviridis AB 184288

S. violaceus AB184315

S. diastaticus AB 184785

S. griseoflavus AB 184274
AS37

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

oo lcaza

BA12

Sekil 4.1. Daha dnceden teshisleri yapilarak yayinlanan 55 izolat' ve bu ¢alismada
teshisleri gerceklestirilen 12 Streptomyces izolatinin, 25 Streptomyces grubunu temsil
eden tiirlerin 16S rRNA genlerinin 120 baz ¢ifti uzunlugunda (158-277) bolgesi baz

almarak Neighbor-joining yontemiyle ¢izilen filogenetik agag’.
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Tablo 4.1. Benett + Glukoz Besiyerinde Uretilen Lokal Streptomyces

Izolatlarinn Antimikrobiyal Aktiviteleri.

Lokal Inhibisyon zon yar1 ¢aplari (mm)
izolatlar S. aureus S. C. albicans E.coli P. Ekstrakte
pyogenes aeruginosa edilen
O|F|S|O|F|S|IO|F| S |O|F O|F| S madde
miktari
(mg)
Streptomyces | - | - |- | T |-|-|-|-] - - - -] - - 7,8
sp. AR4
Streptomyces | - | - | -| - |-|-|-|-| - |-]- - |- - 6,7
sp. AR6
Streptomyces | 9 | - |- | 9 | -|-|-]|-] - - - - - - 5,9
sp. AR9
Streptomyces | 5 | - | -| - | -|-|-|-| - |-]- - |- - 6,2
sp. AS28
Streptomyces | - | - |- | - |-|-|-1|-] - - - -] - - 29.1
sp. AS36
Streptomyces | 6 | - | -| 8 | -|-|5] - - |14 - - - - 7.2
sp. BA12
Streptomyces | 9 | - | -| 6 | -|-|5|-] - [5]- - - - 6,5
sp. BA14
Streptomyces | 9 | - |- |10 -|-|T|-] - [6]- - - - 7,6
sp. BS29
Streptomyces | 5 | - |- | - | -|-|-|-| - |-]- - |- - 53
sp. BS32
Streptomyces | - | - | -| - |-|-|-|-| - |-]- - |- - 9.6
sp. CAI2
Streptomyces | 16 | - | - [ 12| - | - | - | - | - - - - - - 8.4
sp. CS41
Streptomyces | 4 | - | -| - | -|-|-]|-] - - - -] - - 43
sp. CS42

Elde edilen ekstraktlar 150 pl etilasetatta ¢oziildii
O: Organik faz, F: Filtrat, S: Su fan
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Tablo 4.2. Streptomyces sp. CAH29 izolatmin Farkli Besiyerlerindeki

Antimikrobival Aktivitesi.

Inhibisyon zon yar1 ¢aplar1 (mm)

Organizma Organik Faz Su Fazn | Filtrat | Ekstrakte edilen madde
miktar (mg)
S. aureus Besiyeri [ E |H |D |[E| H|D - E H D
M2 100 -1]-1-14]- - 20,4 6,3 10,6
B+Glu 11| - | - |-|4]| - - 7,5 2,2 6,2
B+Gli | 9 | - | - | -] - |- - 32,5 2,5 5,3
B+Ni 6 | - | -1|-1-]- - 12,6 0,4 5,9
AT S -15]-1-1- - 13,5 2,5 10,2
S. pyogenes M2 816 | -|-]15]|- - 20,4 6,3 10,6
B+Glu |13 |5 |10] -] - | - - 7,5 2,2 6,2
B+Gli |13 |14| 8 | - | - | - - 32,5 2,5 5,3
B+Ni 8 |11 |6 | -]-1]- - 12,6 0,4 5,9
AT 6 | 5| -1-1-]- - 13,5 2,5 10,2
C. albicans M2 151417 |-|-]- - 20,4 6,3 10,6
B+Glu |16 | 7 | 7 |-]-]- - 7,5 2,2 6,2
B+Gli |15]4 |4 |-]|-|- - 32,5 2,5 5,3
B+Ni -5 5]-1-1- - 12,6 0,4 5,9
AT 4 1 -1 -1-1-]- - 13,5 2,5 10,2
E. coli M2 304 -1-1-]- - 20,4 6,3 10,6
B+Glu | 3 | 5| - |-]-]- - 7,5 2,2 6,2
B+Gli |4 |5 | - |-]-]- - 32,5 2,5 5,3
B+Ni 304 -1-1-]- - 12,6 0,4 5,9
AT -4 -]-1-]- - 13,5 2,5 10,2
P. aeruginosa M2 4 | - | 4] -1]-]- - 20,4 6,3 10,6
B+Glu | 5 | - |4 | -] - |- - 7,5 2,2 6,2
B+Gli | 5| - |3 |-]-]- - 32,5 2,5 5,3
B+Ni 4 1 -131-1-1- - 12,6 0,4 5,9
AT 4 1 -1 -1-1-]- - 13,5 2,5 10,2

Elde edilen ekstraktlar 400ul hacminde kendi ¢oziiciileriyle ¢oziildii
E: Etilasetat, H: Hekzan, D: Diklorometan
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Tablo 4.3. Streptomyces sp. CAH29 1zolatinin Benett + Glukoz Kiiltiir Ortamindan

Elde Edilen pH’li ve pH’s1iz Ekstraktlarm Antimikrobiyal Aktiviteleri.

Inhibisyon zon yar1 ¢aplar1 (mm)
Organizma Organik Faz Su Faz Filtrat | Liyofilizat | Ekstrakte edilen
pH’h | pH’s1z | pH’h | pH’s1z madde
miktari (mg)
pH’h | pH’siz
S. aureus 8 11 - - - - 375,1 28,5
S. pyogenes 7 14 - - - - 375,1 28,5
C. albicans 15 15 - - - - 375,1 28,5
E. coli 6 2 - - - - 375,1 28,5
P. aeruginosa 5 3 - - - - 375,1 28,5
pH ayarlanmasi yapilan ekstrakt 700 pl, pH ayarlamasi yapilmayan ekstrakt 350 ul etilasetatta
coziildii

Tablo 4.4. Coziiciilerin Test Organizmalar1 Uzerine Inhibisyon Etkileri.

Inhibisyon zon yar1 caplar1 (mm)
Organizma Etilasetat Hekzan Diklorometan
E. coli 2 - 4
S. aureus 3 - -
S. pyogenes 3 - 3
P. aeruginosa - - -
C. albicans 4 - 3
Her ¢oziiciiden 20 pl yiiklendi
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Tablo 4.5 Standart antibiyotiklerin Test Organizmalar1 Uzerine Etkisi.

Inhibisyon zon yar1 ¢aplar1 (mm)

Test Imipenem | Netilmisin | Amoksisilin | Ofloksasin | Eritromisin | Amfoterisin
Organizmalari B
S. aureus 18 11 15 14 15 -
S. pyogenes 20 12 13 13 13 -
C. albicans - - - - - 10
E. coli 15 13 11 14 R -
P. aeruginosa 10 9 R 10 R -
R: Direngli

Tablo 4.6. Saflastirilan Biyoaktif Bilesigin Farkli TLC

Reaktifleri ile Reaksiyonlar1

TLC Reaktifleri Renk
Anisaldehit/H,SO, Kahverengi
Vanillin/ H,SO4 Koyukahverengi-yesilimsi
Orcinol Turuncu
Ehrlich Renk degisimi gozlenmedi
NaOH Pembe
Iyot Sar1, kahverengi
Potasyumpermanganat Renk degisimi gozlenmedi
H,SO. Kahverengi
Ninhidrin Renk degisimi gozlenmedi
Dragendorff Renk degisimi gozlenmedi
Dogal renk Sar1
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Tablo 4.7. Farkhi TLC Reaktiflerinin Belli Fonksiyonel Gruplar Ile

Reaksiyonlari.

TLC Reaktifi

Olasi1 Fonksiyonel Gruplar

Renk

bilesik, siirfaktan

Anisaldehit/H,SO, Seker, streoid, terpen, Mor, mavi, kirmizi,
terpenoid, fenilhidrazin, lakton | Pembe-mavi, yesil-sari,

kahverengi

Vanillin/H,SO, Steroid, fenol ,alkol Kirmizi, kahverengi, sar1

Orcinol Glikolipit, glikozit Mor

Ehrlich Amin, indol, stilfoamid Kirmizi, mor

NaOH Kinon Kirmizi, pembe

Iyot Coklu ¢ift bag Koyu sari, kahverengi

Potasyumpermanganat | Doymamis yag asidi, alkol Sar1

H,SO, Makrolid Kahverengi

Ninhidrin Peptit bag Kirmizi

Dragendorff Fenol, alkaloid, nitrojenli Turuncu
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Tablo 4.8. Antimikrobiyal Aktiviteye Sahip Spot Bolgeleri ve Maksimum
Absorbans Degerleri.

Show all of selected substance Show all

Track | Rf Assigned Substance Max Signal | Display

Resim 4.3. HPTLC Tabakasindan Geri Kazanilan Antimikrobiyal
Etkili Spot Bolgeleri.
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Sekil 4.2. HPTLC Tabakalarindan Ayrilan Antimikrobiyal Etkili

Bilesiklerin Kromatogramu.

Spachra comparson

Sekil 4.3. HPTLC Tabakalarindan Ayrilan Antimikrobiyal

Etkili Bilesigin UV Absorbans Grafigi.
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Resim 4.4. AR9 izolatinin S. aureus ve S. pyogenes Uzerine Inhibisyon
Etkisi

F: Filtrat, S: Su fazi, O: Ekstrakt

S.aureus

Resim 4.5. CS41 Izolatmin S. aureus ve S. pyogenes Uzerine Inhibisyon
Etkisi

F: Filrat, S: Su fazi, O: Ekstrakt
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C.albicans

Resim 4.6. BS32 izolatmm S. Resim 4.7. BA12 izolatinin C.
aureus Uzerine Inhibisyon Etkisi albicans Uzerine Inhibisyon Etkisi
F: Filtrat, S: Su fazi, O: Ekstrakt a: Filtrat, b: Su fazi, ¢: Ekstrakt

S.aureus
S.pyogenes

Resim 4.8. BA12 Izolatmin S. aureus ve S. pyogenes Uzerine Inhibisyon

Etkisi
a: Filtrat, b: Su fazi, ¢: Ekstrakt
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C.albicans

Resim 4.9. BA14 Izolatmin C. albicans ve E. coli Uzerine Inhibisyon Etkisi
a: Filtrat, b: Su fazi, ¢: Ekstrakt

S.pyogenes
S.aureus

Resim 4.10. BA14 Izolatinin S. pyogenes ve S. aureus Uzerine Inhibisyon
Etkisi

a: Filtrat, b: Su fazi, c: Ekstrakt
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Calbicans

Resim 4.11. BS29 izolatinin C. albicans ve S. aureus Uzerine Inhibisyon Etkisi
a: Filtrat, b: Su Fazi, c¢: Ekstrakt

S.pyogenes

Resim 4.12. BS29 Izolatinin S. pyogenes
Uzerine Inhibisyon Etkisi
a: Filtrat, b: Su fazi, ¢: Ekstrakt
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Resim 4.13. CAH29 Izolatinin Benett +
Glukoz Besiyeri EtOAc Ekstraktinin

C. albicans Uzerine Antifungal Etkisi

a: Filtrat, b: Su fazi, ¢: Ekstrakt
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Resim 4.15. CAH29 izolatinin Benett
+ Glukoz Besiyeri EtOAc
Ekstraktinin S. aureus Uzerine
Antibakteriyel Etkisi
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S. pyogenes

Resim 4.14. CAH29 izolatmin Benett +
Gliserol Besiyeri EtOAc Ekstraktinin

S. pyogenes Uzerine Antibakteriyel Etkisi
a: Filtrat, b: Su fazi, c: Ekstrakt
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Resim 4.16. CAH29 izolatmin Benett
+ Nisasta Besiyeri Hekzan

Ekstraktinin S. pyogenes Uzerine
Antibakteriyel Etkisi
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Resim 4.17. CAH29 izolatinin

C. albicans Uzerine pH’s1iz Ekstraktin
Antifungal Aktivitesi

a: Liyofilizat, b: Su fazi, c: Ekstrakt,

d: Seyreltme

E.coli pH 1

Resim 4.19. CAH29 Izolatmin E. coli
Uzerine pH’l1 Ekstraktin Antibakteriyel
Aktivitesi

a: Liyofilizat, b: Su fazi, c: Ekstrakt,

d: Seyreltme

C.albicans pH

Resim 4.18. CAH29 izolatmin

C. albicans Uzerine pH’l1 Ekstraktin
Antifungal Aktivitesi

a: Liyofilizat, b: Su fazi, c: Ekstrakt,

S.aureus pHsiz

Resim 4.20. CAH29 Izolatmin

S. aureus Uzerine pH’s1z Ekstraktmn
Antibakteriyel Aktivitesi

a: Liyofilizat, b: Su fazi, ¢: Ekstrakt,
d: Seyreltme
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S.pyogenes pHsiz

Resim 4.21. CAH29 izolatmin
S.pyogenes Uzerine pH’s1z Ekstraktmn
Antibakteriyel Aktivitesi

a: Liyofilizat, b: Su fazi, c: Ekstrakt,

d: Seyreltme

S.aureus pH

Resim 4.23. CAH29 Izolatmin

S. aureus Uzerine pH’l1 Ekstraktin
Antibakteriyel Aktivitesi

a: Liyofilizat, b: Su fazi, c: Ekstrakt,
d: Seyreltme
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Resim 4.22. CAH29 izolatmin

S. pyogenes Uzerine pH’l1 Ekstraktm
Antibakteriyel Aktivitesi

a: Liyofilizat, b: Su fazi, c: Ekstrakt,
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Resim 4.24. CAH29 Izolatmin E. coli
Uzerine pH’siz Ekstraktin
Antibakteriyel Aktivitesi

a: Liyofilizat, b: Su fazi, c: Ekstrakt,
d: Seyreltme



Resim 4.25 S. aureus’a Etkili Resim 4.26 S. pyogenes’e Etkili
Biyoaktif Spotun Biyootografisi. Biyoaktif Spotun Biyootografisi.
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Resim 4.27. C. albicans Uzerine Resim 4.28. F3 Fraksiyonun §.
Etkili Spotun Biyootografi Yontemi aureus Uzerine Biyootografi [le
Ile Tespiti. Inhibisyon Etkisi.
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c.albicans

Resim 4.29. Saf Bilesigin S. pyogenes ve C. albicans Uzerine Inhibisyon Etkisi
a: MeOH, b: EtOAc, c: Saf madde

S.aureus

Resim 4.30. Saf Bilesigin S. aureus
Uzerine Inhibisyon Etkisi
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Resim 4.31. Pozitif Kontrol a: AMC, Resim 4.32. Pozitif Kontrol a: AFB
b: NET

S.pyogenes pozitif kontrol
S.aureus pozitif kontrol

Resim 4.33. Pozitif Kontrol a: AMC, Resim 4.34. Pozitif Kontrol a: AMC,
b: NET, c: OFX b: NET, c: E
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Resim 4.35. Hedef Bilesigin TLC Reaktifleri Ile Reaksiyonlar1

Resim 4.36. DCM-MeOH
(9:1) Coziicii Sistemi Ile
Birbirinden Ayrilan Spot
Bolgeleri
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Yeni biyoaktif bilesiklerin en zengin kaynagi dogal iriinlerdir. Yeni
ilaclarin arastirilmasma yonelik yapilan g¢aligsmalarda  mikrobiyal kaynakli
biyoaktif sekonder metabolitler oldukg¢a Onemli Onciil bilesiklerdir. Kimyasal
yapilart olduk¢a degiskenlik gosteren sekonder metabolitler bu O6zelliklerinden
dolayr farkli biyolojik aktivitelere ve dolayisiyla degisik hastaliklarin
tedavisinde kullanilabilir ilag 6ncii maddesi bilesiklerdir. Streptomyces’lar dogal
iriinlerin zengin bir kaynagimi teskil etmektedir.

Sekonder metabolit iiretme potansiyeli yliksek olan Streptomyces cinsi
organizmalarda biyoaktif metabolitlerin taranmasi sonucu yeni bilesiklerin kesfi
olas1 bir durumdur. Ozellikle srradis1 habitatlarda yasayan Streptomyces’lardan
yeni sekonder metabolitlerin izole edilme ihtimali daha yiiksektir.

Gilinlimiizde dogal kaynaklardan biyoaktif sekonder metabolitlerin
taranmasinda farkli yOntem ve stratejiler denenmektedir. Kimyasal tarama
yontemi de bu stratejilerden biri olarak sekonder metabolitlerin arastirilmasinda

sik kullanilan yontemlerden biridir.

1) Mevcut izolatlarin molekiiler yOntemlere dayali teshis caligmalari

sonucunda Streptomyces cinsine dahil olduklar1 tespit edildi.

2) Biyolojik aktiviteleri arastirilan AR4, AR9, AS28, BA12, BA14, BS29,
BS32, CS41, CS42 kodlu izolatlarm antimikrobiyal aktivite gosterdikleri

belirlendi.
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3)

4)

S)

6)

Kimyasal tarama yOntemiyle biyoaktif sekonder metabolitleri taranan
CAH29 kodlu izolatin en iyi antimikrobiyal aktiviteyi Benett+Glukoz

besiyerinde gosterdigi belirlendi.

Ekstraksiyon i¢in en iyi ¢oziicliniin ise etilasetat oldugu tespit edildi.

CAH29 kodlu izolatin hem antifungal hem de antibakteriyel aktiviteye

sahip oldugu goriildii.

CAH29 kodlu izolatin etilasetat ekstraktindaki bilesiklerin ~ TLC’de
birbirinden en iyi diklorometan-metanol (9:1) ¢oziicli sistemiyle ayrildigi

tespit edildi.

7) Biyootografi yontemiyle biyolojik aktivitesi tespit edilen hedef bilesik

8)

9

kolon kromatografisi ve HPTLC yontemleri kullanilarak saf olarak elde

edildi.

Saf bilesigin degisik TLC renklendirici reaktifleri ile bazi fonksiyonel

gruplara sahip olabilme potansiyelleri degerlendirildi.

Saf olarak elde edilen bilesigin hem antifungal hem de antibakteriyel

aktivitesi oldugu belirlendi.
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