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AMAC

Bu caligmada temel amag olarak, oldukga farkli kimyasal gruplara ait sekonder
metabolitleri iiretebilme yetenegine sahip aktinomisetlerin Strepromyces cinsine ait olan
bakterilerden yeni, Ozellikle de biyolojik olarak aktif sekonder metabolitlerin
izolasyonu, karakterizasyonu ve kimyasal yapilarinin aydinlatilmasi hedeflenmistir. Bu
amaclar dogrultusunda calisma asagidaki siraya gore dort temel boliime ayrilabilir.

a) Bakteriyel sekonder metabolitlerin biyolojik ve kimyasal olarak taranmasi;

Biyolojik ve kimyasal tarama metodlan ile biyolojik veya genetik olarak ilgi
cekici mikroorganizma suslarinin taranmasi avantajlidir. Streptomyces’lerden elde
edilecek ham ekstraktlar, biyolojik taramalar i¢in baglica disk agar difiizyon yontemine
gore antibakteriyel, antifungal ve antialgal aktivite yoniinden ve brine shrimp ydntemine
gore ise sitotoksisite yoniinden test edilecektir. Kimyasal taramalarda ise, metabolitlerin
kalitatif veya yari-kantitatif olarak belirlenebilmesi icin renklendirici reaktifler ile ITK
kromatogramlarinin boyanmasi veya HPLC tekniginden temel olarak yararlanilacaktir.

b) Sekonder metabolitlerin izolasyonu;

Biyolojik ve kimyasal tarama sonucu belirlenen ilgi ¢ekici tiirler icin optimum
tiretim kosullar (besiyeri, pH, sicaklik ve fermantasyon siiresi) belirlendikten sonra
yeterli miktarda saf metabolit elde edebilmek icin biiyilk Olcekte fermantasyon
gerceklestirilecektir. Elde edilen metabolit ekstraktlara, kolon kromatografisi, ITK,
PITK, molekiiler elek kromatografisi ve HPLC gibi cesitli kromatografik teknikler
uygulanarak saf bilesikler izole edilecektir. Biyolojik aktif bilesiklerin tanimlanmasinda
biyootografi ve direk biyoassay temelli fraksiyonlandirma yontemi denenecektir.

¢) Sekonder metabolitlerin molekiiler yapilarinin aydinlatilmas;

Sekonder metabolitlerin yapilarinin aydinlatilmasi kombine spektrofotometrik
yontemlerle dzellikle 1D NMR ('H ve '*C) ve 2D NMR (COSY, HSQC, HMBC gibi)
ile UV, IR ve MS gibi spektroskopik tekniklerin yaninda AntiBase, Dogal Uriinler
Sozliigii ve Chemical Abstract gibi veri bankalar1 kullanilarak izole edilen saf
metabolitlerin molekiiler yapilar1 aydinlatilacaktir.

d) Saf olarak izole edilen bilesiklerin biyolojik acidan degerlendirilmesi;

Izole edilen yeni ve saf metabolitler, farkli biyolojik aktiviteler yoniinden
degerlendirilecektir. Bu asamada, ham ekstraktlar icin uygulanan yontemler

uygulanacaktir.
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OZET

Son yillarda yeni hastaliklarin gelismesi ve mevcut antibiyotiklere kars1 direngli
mikroorganizma tiirlerinin ortaya ¢ikmasi nedeniyle, bakteriyel ve fungal enfeksiyonlar
insan saghigim kiiresel Olcekte tehdit etmektedir. Bu durum yeni biyolojik aktif
metabolitlerin kesfini zorunlu kilmaktadir. 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 iiretebilme 6zelligine
sahip yetenekli mikroorganizmalardir. Bu mikroorganizmalardan izole edilen ve ticari
oneme sahip sekonder metabolitlerden baglicalar1 antibakteriyel, antifungal ve antitimor
ajanlardir. Yeni biyoaktif metabolitlerin kesfi icin Strepromyces gibi iyi bilinen ve
yetenekli mikroorganizmalarda yeni bilesiklerin taranmasi temel stratejilerden biridir.

Bu amagclar dogrultusunda, endemik bitkilerin kok cevresi topraklarindan izole
edilip 16S rRNA genleri kullanilarak teshisleri yapilmis olan 67 Streptomyces ve 1
Nocardiopsis tiirtiniin ham ve farkli organik coziiciilerdeki ekstraktlarinin Gram-pozitif,
Gram-negatif bakterilerin ve Candida albicans mayasinin iiremesi iizerine etkisi in vitro
olarak test edildi. Biyolojik aktivite temelli 6n-tarama islemleri sirasinda denenen bu 68
tirden 25 kadarinin test mikroorganizmalarinin {iremeleri iizerinde engelleyici etkiye
sahip oldugu belirlendi. Biyolojik olarak aktif olan bu tiirlerin ham ekstraktlarinin, ITK
kromatogramlarinin ¢esitli renklendirici reaktiflerden yararlanilarak belirlendigi
kimyasal taramalar sonucunda ilgi ¢ekici tiirler belirlendi. Optimum iiretim kosullarinda
yeteri miktarda sekonder metabolit elde etmek icin biyolojik ve kimyasal taramalar
sonucu tespit edilen Streptomyces sp. BA2, Streptomyces sp. AAS0, Streptomyces sp.
BS40 ve Streptomyces sp. AS42 kodlu ilgi cekici tiirlerden biiyiik dlgekte iiretildi. Elde
edilen metabolit ekstraktlara, kolon kromatografisi, ITK, PITK, molekiiler elek
kromatografisi ve HPLC gibi cesitli kromatografik teknikler uygulanarak saf bilesikler
izole edildi. "H NMR ve "*C NMR teknikleri basta olmak iizere 2D NMR (COSY,
HSQC, HMBC gibi) ile UV, IR ve MS gibi spektroskopik tekniklerin yaninda
AntiBase, Dogal Uriinler Sozliigii ve Chemical Abstract gibi veri bankalar1 kullanilarak

saflastirilan sekonder metabolitlerin yapilar aydinlatildi.
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Streptomyces sp. BA2’den bilinen bilesikler olan, aktinomisin D (170),
monensin B (171) ve monensin A (172) kansimi ile bis(2-etilhegzil)ftalat (173)
saflastirilip yapilart aydinlatildi. Klinik olarak bazi kanser tiirlerinin tedavisinde
kullanilan aktinomisin D (170) ile dogal polieter iyonofor antibiyotikler oldugu bilinen
monensin B (171) ve A (172) karisitminin test mikroorganizmalarinin {iremesi iizerine
antimikrobiyal aktivitesi test edildi. Aktinomisin D (170) ve monensin B (171) ve A
(172) kanisimimin yiiksek antimikrobiyal aktivite sergiledigi belirlendi.

Streptomyces sp. AAS50’den, daha Once bazi Streptomyces tiirlerinden izole
edildigi rapor edilmis olan chrysophanol (175) ile 2-acetylchrysophanol (178) ve daha
once cesitli bitkilerden izole edilmis olan fakat ilk kez bu c¢aligmada bir
mikrorganizmadan izole edilen chrysophanol-10,10'-bianthron (174) bilesikleri
saflastirildi. Ayrica endotelin reseptor antagonisti olduklar1 bilinen siklik pentapeptit A
(179) ve siklik pentapeptit B (180) bilesikleri karisim halinde izole edildi. izole edilen
bu bilesiklerden chrysophanol-10,10'-bianthron (174) ve chrysophanol (175)’un DPPH
radikal sondiirme aktivitesi, indirgeme giicii gibi antioksidan Ozelliklerinin yaninda
ayrica agaroz jel elektroforezi kullanilarak bu bilesiklerin DNA’y1 OH radikaline karsi
koruma aktivitesi ile DNA’y1 prooksidan olarak kesim aktivitesi arastirildi.

Streptomyces sp. BS40’tan ise carbazomycin G (182) ile bilinen bilesik olan
teleocidin B2 (183) ve izomer (184) karisimi ile iki yeni teleocidin tiirevi olan
14-0O-acetylteleocidin B2 (195) ve 14-O-acetylteleocidin B2 izomer (196) karisimi izole
edildi. Caligmalar esnasinda, ciltte giiclii iritasyona ve vezikiil olusumuna neden oldugu
goriilen 14-O-acetylteleocidin B2 (195) ve izomer (196) karisiminin Artemia salina L.
larvalart iizerine 0,1-10 pg/mL konsantarasyon aralifinda % 100 sitotoksik aktivite
sergiledigi tespit edildi.

Streptomyces sp. AS42’den ise, endotelin reseptor antagonisti olduklar bilinen
ve bu caligmada ayrica AAS0 susundan da izole edilmis olan siklik pentapeptit A (179)
(siklo(-D-Glu-L-Ala-D-Val-L-Leu-D-Trp-) ve siklik pentapeptit B (180) (siklo(-D-Glu-
L-Ala-allo-D-Ile-L-Leu-D-Trp-) bilesikleri izole edilerek yapilart 1D ve 2D NMR
tekniklerinin yaninda HPLC-ESI-MS*/MS® teknigi kullanilarak aydmlatild.

Anahtar Kelimeler : Strepfomyces, Dogal iriinler, Sekonder metabolit izolasyonu,

Yapi1 aydinlatmasi, Antimikrobiyal aktivite, Antioksidant aktivite.
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ABSTRACT

In recent years, bacterial and fungal infections threat human health worldwide,
due to the development of new diseases and evidence of microorganisms resistant against
to the presently used antibiotics. This situation requires discovery of new biologically
active metabolites. Microbial secondary metabolites, having special structures and
biological activities represent one of the productive sources of natural compounds.
Streptomyces species, which is included in Actinomycetales order, are talented
microorganisms having property of producing secondary metabolites most of which are
biologically active. The main secondary metabolites isolated from these microorganisms
which have commercial value are antibacterial, antifungal and antitumor agents.
Screening of new compounds from well known and talented microorganisms such as
Streptomyces, is one of the basic strategies for discovery of novel biologically active
metabolites.

For this purpose, effects of crude and different organic extracts which were
obtained previously from 67 Streptomyces and one Nocardiopsis species that isolated
from soil around root of endemic plants and identified by using 16S rRNA genes were
tested in vitro on growth of Gram-positive and Gram-negative bacteria and that of
Candida albicans yeast. It was determined that 25 of the 68 species tested during pre-
screening processes based on biological activity have a preventive effect on the growth of
test microorganisms. The interesting species were selected from these biologically active
species according to the results obtained from chemical screening in which crude extracts
of species were estimated by using TLC stained with different staining reagents. In order
to obtain sufficient amount of pure secondary metabolites under optimum culture
conditions, the interesting species encoded Streptomyces sp. BA2, Streptomyces sp.
AAS5Q, Streptomyces sp. BS40 and Streptomyces sp. AS42 that determined by biological
and chemical screening, were cultured on a large-scale. Different chromatographic
methods such as column chromatography, TLC, PTLC, molecular exclusion
chromatography and HPLC were applied to purify these extracts. The structures of pure
secondary metabolites were elucidated by 'H NMR and "*C NMR spectroscopic method
and 2D NMR (COSY, HSQC, HMBC) and UV, IR and MS as well as several database

such as AntiBase, Dictionary of Natural Products and Chemical Abstract.
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From the terrestrial Streptomyces sp. BA2, mixture of known compounds
monensin B (171) and monensin A (172) and actinomycin D (170) and bis(2-
ethylhexyl)phthalate (173) were isolated and their structure were elucidated.
Antimicrobial activity of actinomycin D (170), which is used clinically for the treatment
of some cancer types, and monensin B (171) and monensin A (172) mixture, which is a
well-known representative of naturally polyether ionophore antibiotics, were investigated
for their antimicrobial activity on proliferation of test microorganisms. It was shown that
actinomycin D (170) and the mixture of monensin B (171) and monensin A (172)
exhibited high antimicrobial activity.

Chrysophanol (175) and 2-acetylchrysophanol (178) which were previously
isolated from some Streptomyces species, and chrysophanol-10,10"-bianthron (174)
which was formerly isolated from several plants but firstly isolated from microorganisms
in this study are purified. Moreover, cyclic pentapeptide A (179) and cyclic pentapeptide
B (180), which are known as endothelin-binding inhibitors, were isolated as a mixture.
DNA cleavage protection activity of the chrysophanol-10,10'-bianthron (174) and
chrysophanol (175) and DNA cleavage activity against OH radicals were studied by
using Agarose Gel Electrophoresis. The antioxidant properties such as DPPH radical
scavenging activity and reducing power of these compounds were also studied.

Carbazomycin G (182) and mixture of teleocidin B2 (183) and isomer of
teleocidin B2 (184) and mixture of novel teleocidin derivatives 14-O-acetylteleocidin B2
(195) and 14-O-acetylteleocidin B2 isomer (196) were also isolated from Streptomyces
sp. BS40. Mixture of 14-O-acetylteleocidin B2 (195) and 14-O-acetylteleocidin B2
isomer (196) showed 100 % cytotoxic activity in the concentration range of 0.1 to 10
pg/mL on brine shrimp (Artemia salina L.). It was observed that this mixture cause
strong skin irritation and vesication.

Cyclic pentapeptide A (siklo(-D-Glu-L-Ala-D-Val-L-Leu-D-Trp-) (179) and
cyclic pentapeptide B (siklo(-D-Glu-L-Ala-allo-D-Ile-L-Leu-D-Trp-) (180), which are
endothelin receptor antagonists, were isolated as a mixture from the terrestrial
Streptomyces sp. AS42 and characterized by 1D NMR and 2D NMR and HPLC-ESI-
MS*MS? techniques. This mixture of cyclic pentapeptide A and B were also isolated
from Streptomyces sp. AA50 in the beginning.

Keywords : Streptomyces, Natural products, Isolation of secondary metabolite, Structure

elucidation, Antimicrobial activity, Antioxidant activity.
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1. GIRIS

Dogal iiriinler; bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalardan elde edilen kimyasal
bilesiklerdir. Dogal iiriinler kimyasi, yiiksek yapili canlilar veya mikroorganizmalardan
yeni tibbi ilaglarin kesfine Onciililk eden yeni {iriinlerin izolasyonu, biyosentezi ve
yapisal tanimlanmasi ile ilgilidir.!

Dogal iiriinler kimyasi gecen yarim asirdan bu yana gelismeye devam
etmektedir. Dogal iirtinler, kimyasal farkliliklarni ve hastaliklara karsi cesitli
biyoaktivitelerinden dolay1r farmakolojik arastirmalarda onemli bir rol oynamaktadir.
Bunun yanisira, diisiik maliyetleri ve kolay temin edilebilirliklerinden dolay1, dogal ham
riinler ozellikle az gelismis iilkelerde tibbi amacl faydalanilan onemli bir kaynagi
olusturmaktadir. Diinya niifusunun % 80’inin, tedavi icin temelde geleneksel tibba bagl
olan bitkisel ilaclar1 kullandig1 Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan bildirilmistir.”

Geleneksel tip genelde bitkisel kokenlidir ve hastaliklar: tedavi edici tibbi ajan
olarak spesifik bitkilerden hazirlanan dogal iiriinlerin kullaniminin insanoglunun c¢ok
eski tarihlerine dayandigi tahmin edilmektedir. M.O. 30. yiizyila ait erken Cin yazih
kaynaklarinda 6zellikle bitkilerin koklerinden faydalanildigi yazilmaktadir.® Binlerce
yildir, 6zellikle Asya, Misir ve Antik Yunan’da bitki ve hayvanlarin bazi kisimlarindan
faydalanarak elde edilen, oldukca farkli dogal materyallerin karisimlarini iceren cesitli
minerallerin veya kendi hazirladiklart ham ekstraktlarin kullamldigi bilinmektedir.*
Bitkilerin bilimsel olarak smiflandirilmas1 Theophrastus (M.0O. 370-285) ile baglamis ve
Dioscorides tarafindan yazilan “De Materia Medica” (M.S. 77)’da tibbi amagh olarak
600’1 askin bitkinin kullanildigi belirtilmistilr.5 Daha sonra ibn al-Baitar (1197-1248)
“Corpus of Simples” adh eserinde 1.400°den fazla ilac1 ve tibbi bitkiyi listelemistir.°
Tibbi bitkilerle tedavi kiiltir ve gelenege dayanmaktadir. Anadolu halkinin yabani
bitkileri ila¢ olarak kullanis1 ¢ok eski devirlere kadar uzanmaktadir. Kirsal bolgelerde
ila¢ hazirlamak icin genellikle ¢cevrede yetisen veya yetistirilen bitkiler kullanilmaktadir.
Bitkilerin organizmalar1 oldiiriicii ve insan sagligi icin onemli olan ozellikleri 1926
yilindan bu yana arastirllmaya devam edilmektedir.””

[lk saflastirilan ticari dogal iiriin olan morfin (1) 1806’da afyon bitkisinden izole
edildi ve analjezik ilaclarin iiretimi 1826’da E. Merck, Darmstadt, Almanya firmasi

tarafindan gergeklestirildi. Giiniimiize kadar, kanserin son asamasindaki siddetli
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agrilardan 1stirap ¢eken hastalar tedavi etmek i¢in morfinden bagka hicbir alternatif ilag
bulunamads.'® Gegen yiizyilda, kimyacilar geleneksel tipta kullamilan materyallerden
cok sayida biyolojik aktif bilesik kesfettiler. Cin’de, geleneksel Cin tibbinda kullanilan
11.146 ¢esit bitkiden 10.000’den fazla bilesik izole edilip yapilar1 aydinlatilmustir."!
Modern ilaglar {izerine geleneksel Cin tibbinin etkisini gosteren bir Ornek
huperzin A (2)’dir. Bu alkaloid, 1986 yilinda Cin’de bir arastirma grubu tarafindan
Huperzia serrata bitkisinden izole edilmistir.12 Alzheimer, inflamasyon ve atese karsi
geleneksel Cin tibbinda yiizlerce yildir bu bitkiler kullanilmaktadir. Huperzin A (2)’nin
olduk¢a giiclii antikolinesteraz aktivitesinin yam sira carpict bir bigimde hafiza ve
O0grenme verimini artiric1 etkiye sahip oldugu tibbi ¢aligmalarla gosterilmistir. Bu
nedenle, Alzheimer hastaliginin tedavisi i¢in klinik aday olarak g(iriilmektedir.13 Bu
bitkinin verimli hale gelebilmesi ve tam olarak gelismesi icin 8-10 yi1l kadar siireye
ihtiyag olmasindan dolayi, arastirmacilar 100’den fazla tiirevini sentezlemislerdir.
Bunun yaninda yapi aktivite iliskisi (SAR “Structure Activity Relationship”) de
calistlmaktadir. Biyoassay verileri, dogal (—)-huperzin A enantiyomerinin
antikolinesteraz aktivitesinin ICsy degerinin 44,5 nM oldugunu, buna karsin sentetik
(+)-huperzin A enantiyomerinin sadece 1/33 kat kadar kuvvetli oldugunu

gdstermistir.'

Ph NHCOPh

Bitkilerden izole edilen dogal iiriinlere verilebilecek muhtemelen en bilinen
ornek olarak, ilk kez 1967 yilinda bati porsuk agacinin gdvdesinin kabugundan izole
edilen'® ve 1982°den beri klinik bir sitotoksik madde olarak kullanilan taksol (3)

verilebilir. Paklitaksol (3) bir diterpen esteridir ve bircok asimetrik merkeze sahiptir.
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Klinik uygulamalarda kullanilan ve mitoz boliinmede ig iplikcikleri formasyonlarini
inhibe eden diger antimikrotiibiill ajanlar (vinkristin, kolsisin) gibi, taksol da
mikrotiibiillerin  bir arada tutulmalarim saglayarak depolimerizasyona karsi
dayanmikliligin artmasim saglayip hiicre replikasyonunu inhibe etmektedir. Bu sebepten
dolayi antilésemik ve tiimor inhibisyon bilesigi olarak kullamlmaktadir.'®
Mikroorganizmalar ve 6zellikle de bakteriler kimyanin ve hatta tibbi bilimlerin
gelismesinde onemli bir role sahiptir. Alexander Fleming tarafindan 1928’de penisilinin
kesfedilmesi, mikroorganizmalarin da klinik olarak kullanilan dogal iiriinlerin zengin
bir kaynagini olusturdugunu gosteren antibiyotikler caginin habercisi olmustur."”
Penisilinin kesfinden beri mantarlar ve ozellikle toprak bakterileri iizerine yapilan
yogun ¢aligmalar, mikroorganizmalarin yapisal olarak essiz ve farmasotik olarak énemli
biyoaktif maddeler i¢in zengin bir kaynak oldugunu gbstermektedir.18 Ciinkii bir¢cok
antibiyotik, bakteriler (6zellikle aktinomisetler), funguslar ve mantarlar gibi cesitli
mikroorganizmalardan izole edilmektedir. Antibakteriyel olan; daptomisin,
sefalosporin, streptomisin antifungal olan; amfoterisin B (4) ve griseofulvin antiviral
olan; asiklovir antitiimor olan; aktinomisin D, doksorubisin ve ayrica antidiyabetik olan

asarboz (5) gibi bircok sekonder metabolit tipta ok Snemli bir rol oynamaktadir."

OH
HO

HO

OH 0

N

H OH

HO OH o
o
OH
HO OH o
o
HO oH V'OH
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Cesitli calismalar mikroorganizmalardan elde edilen sekonder metabolitlerin
olduk¢a farkli yapilara sahip oldugunu gostermektedir. Mikroorganizma kaynakli
metabolitler bitki temelli metabolitlerle karsilastinldiklarinda ¢ok daha ilgi c¢ekici
biyoaktivite  sergilemektedirler.  Bitkilerdeki tekdiize alkaloidlerin  yerine,
mikroorganizmalar, kimyasal yapilari oldukca farkli smiflara ait olan maddeleri
tiretirler. Bunlar; poliketidler (siklosporin A), terpenler, polisakkaritler (asarboz (5))10,
polieter benzeri maddeler ve ayrica indoller, peptidler, piroller, glikopeptitler gibi azot
icerikli bilesikler seklinde siralanabilir.*

Son yillarda hizli bir sekilde antibiyotiklere direngli tiirlerin ortaya ¢ikmasindan
dolay1, bakteriyel enfeksiyonlar diinya capinda halk sagligin1 ciddi olarak tehdit
etmektedir.  Ozellikle hastane enfeksiyonlarinda, Enterococcus  faecalis’den
Staphylococcus aureus’a kadar bir¢cok patojenik bakterinin su anda kullanilan tiim
antibiyotiklere karsi diren¢ gelistirdigi rapor edilmistir™® Amerika Birlesik
Devletleri'nde (ABD) hastalardan izole edilen Streptococcus pneumoniae’larin
% 34’iiniin penisiline, Haemophilus influenzae’larin % 32’sinin ampisiline, Moraxella
catarrhais’lerin ise % 92’sinin penisilin ve eritromisine direngli oldugu bulunmustur.*'
Bakteri enfeksiyonlarina ek olarak fungal enfeksiyonlarin (6zellikle dermatoloji ile ilgili
olanlar) 6liime sebebiyet veren en biiyiik faktor oldugu saptanmustir.** Pfaller ve Wenzel
(1992), ABD’de kan Kkiiltiirlerinden en fazla izole edilen iiciincii mikroorganizma
tiriiniin  Candida tiirleri oldugunu belirlemislerdir.23 Bunun da Otesinde, immiin
baskilayici kemoterapi alan ve doku transferi yapilmis hastalarda; Candida, Aspergillus
ve Fusarium enfeksiyonlarindan 6liim orani oldukga yliksektir. Antifungal ajanlar insan
ve hayvan hastaliklarinin yanisira, bitki ve ekinlerin korunmasinda, gida endiistrisi ve
aga¢ islenmesinde yogun olarak kullanmilmaktadir. Enfekte olan Okaryot konak ile
patojen mantar arasindaki biyokimyasal benzerlikten dolayr mevcutta kullanilan
antifungal tedavinin toksisitesi bulunmaktadir ve firsatct funguslarin sebep oldugu
mikozisin artmasi yeni antifungal antibiyotiklerin kesfi i¢in cesaret vermektedir.

Mikrobiyal sekonder metabolitler, potansiyel olarak sahip olduklar 6zel yapilart
ve biyolojik aktiviteleri ile dogal bilesiklerin zengin bir kaynagim teskil ederler.
Mikrobiyal fermantasyonla iiretilen bu iirlinler veya bunlarin kimyasal tiirevleri, insan
ve hayvan hastaliklaninin tedavisinde, tarnm ve c¢iftcilikte giincel olarak

kullanilmaktadir.***° Literatiirde (lit.) farkli habitatlardan izole edilmis ve biyoaktif
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bilesikleri test edilmis yeni Strepromyces tiirleri ve bilesikleri ile ilgili oldukc¢a fazla
calisma bulunmaktadir. Streptomyces peuceticus’un {irettigi daunomisin (6) ve
Streptomyces verticillus’un iirettigi bleomisin A, (7) antitiimor etkileri oldugu bilinen

biyoaktif bilesiklerdir. Bu caligmalara giin gectikce yenileri eklenmektedir.

Aktinomisetler, onyillardan beridir oldukga c¢esitli antimikrobiyal metabolitlerin
onemli bir kaynag olmaya devam etmektedir. Ticari ve tibbi acidan kullanish dogal
antimikrobiyal ajanlarin yaklagik olarak iicte ikisinin aktinomisetlerden izole edildigi ve
bu ajanlarin hemen hemen % 75'nin Streptomyces tiirleri tarafindan {retildigi
bildirilmistir.’** Yeni antibiyotiklerin taranmasi dogrultusundaki calismalar, farkli
toprak ve su Orneklerinden yeni Streptomyces tiirlerinin izolasyonuna dogru
yonelmektedir. Uygun izolasyon stratejileri benimsenmedigi siirece yeni metabolitlerin
izolasyon sansi diisiiktiir.”~° Bu stratejiler arasinda, endemik bitki koklerindeki
topraklar gibi kesfedilmemis bolgelerden segici kiiltiir ortamlart kullanilarak izolasyon
yapilmasi 6nemli bir yer tutmaktadir.>’ Ozellikle rizosfer topraklarin antibakteriyel
aktiviteye sahip olan aktinomisetler agisindan zengin bir kaynak oldugu gbsterilmistir.32

Streptomyces cinsinin en 6nemli 6zelligi genis varyetede sekonder metabolit
tiretebilme yetenegidir.3 3 Bu sekonder metabolitler, antimikrobiyal kullanimlarina ek
olarak, immiin baskilayicilar (rapamisin, ascomisin), antikanser (daunomisin (6),

bleomisin (7), daktinomisin, doksorubisin, staurosporin) ve antifungal (amfoterisin B
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(4), nistatin) ajanlar, herbisid (fosfinothrisin) ve antihelmintik (avermektin, milbemisin)
olarak ve aym zamanda diyabet tedavisinde (asarboz (5)) kullanilmaktadir.
Antimikrobiyallerin diinya marketlerindeki yillik pazari 25 milyar dolardan daha
fazladir ve yillik % 5 oraninda artis gosterdigi tahmin edilmektedir.® Strepromyces
coelicolor ve Streptomyces avermitilis’in genom projelerinin tamamlanmasi, bu tiirlerin
genomlarinda sekonder metabolitlerin biyosentetik genlerini tagiyan biiyilk gen
kiimelerinin bulundugunu ortaya c¢ikarmistir. Bu gen kiimelerinin icerisinde daha
onceden tanimlanmis sekonder metabolitlerin biyosentetik genlerinin yani sira, heniiz
dogada kesfedilmemis ve tammlanamayan iiriinler icin de genler mevcuttur.**** Bir
matematiksel modellemeye gore de Strepromyces tiirleri tarafindan sentezlenen tiim
antibakteriyel ajanlarin simdiye kadar yalmzca % 3’ii rapor edilmistir.”® Bu da yeni
teknolojiler kullanilarak kesfedilecek c¢ok biiylik miktarda muhtemel yeni ilaglarin
oldugunu diisiindiirmektedir.

Streptomyces tiirlerinin uzun siireden beri biyoaktif bilesikler agisindan yogun
olarak taranmis olmasina ragmen, bu cinse ait nadir tiirlerin kesfedilmemis metabolik
iiriinler icerdigi tahmin edilmektedir.”” Farkli habitatlardan yeni Streptomyces tiirlerinin
ve dogal biyoaktif bilesiklerinin taranmasi gibi stratejiler lokal tiirlerin genetik
potansiyellerini ortaya ¢ikarmak agisindan 6nem arz etmektedir.

Son yillarda aktinomisetler ve ozellikle Streptomyces cinsine dahil iiyelerinin;
izolasyonu, karakterizasyonu, antimikrobiyal ve antitimor etki gosteren biyoaktif
bilesiklerinin kesfi tizerine bir¢ok caligma mevcuttur. Farkli habitatlardan gerek yeni
tiirlerin gerekse lokal izolatlarin izolasyonu yaklagimim hedef alan ¢aligmalarda, yeni
antimikrobiyal ve antitiimor ajanlar elde edilmis olup her gecen giin bulunan yeni
bilesik sayis1 artmaktadir. Ticari ve medikal ac¢idan faydali olabilecek yeni bilesiklerin
kesfedilmesine yoOnelik arastirmalar, yeni Streptomyces tiirlerinin izolasyonuna dogru
yonlenmektedir. Bu ama¢ dogrultusunda, endemik bitki koklerindeki topraklar gibi
kesfedilmemis bolgelerden izolasyon yapilmasi, yeni biyoaktif metabolitlerin kesfi i¢in
onemli bir stratejidir.

Ulkemiz pek cok endemik bitki tiiriinii de kapsayan zengin bir vejetasyona
sahiptir. Bundan dolayi, endemik bitkilerin rizosfer topraklarindan antimikrobiyal
biyoaktif sekonder metabolit {iiretme kapasitesine sahip Strepromyces tiirlerinin

izolasyonu, yeni metabolitlerin ortaya ¢ikmasina olanak saglayacaktir.



2. KAYNAK TARAMASI

2.1. ANTIiBiYOTIKLERIN TARIHSEL GELISiMi

Antibiyotikler, dogal kaynaklardan izole edilen diisiik molekiil agirlikli (<2000
Dalton) sekonder metabolitler ve bu metabolitlerin kimyasal veya biyosentez yoluyla
iretilen tiirevleri olarak tanimlanmaktadir. Bu maddeler diisiik konsantrasyonlarda,
tiimor hiicreleri gibi yiiksek yapili organizmalarin gelisimi ile bakteri, mantar ve viriis
gibi patojenler iizerinde inhibisyon etkisi gostermesinden dolay1 bulasici hastaliklarin

tedavisinde kullanilmaktadir.*®*

Dogal iiriinlerin tamami antibiyotik olarak
kullanilamaz. izole edilen dogal iiriinlerin bircogunun gorevi hala tam olarak
bilinmemekle birlikte pek ¢ogu mikroorganizmalar arasinda sinyal molekiilleri olarak
gorev yapmaktadir. En ¢ok calisilan bakteriyel hiicre i¢i 6ncii maddelerden biri olan
A—faktor (y—butirolakton), Streptomyces griseus’da streptomisin iiretimini uyarmasinin
yanisira ayrica pigmentlerin ve miselyumlarin olusumundan da sorumludur.*’

Primer ve sekonder metabolizma arasinda ayrim yapmak kolaydir. Primer
metabolitler, yasam siirecinde 6nemli olan Krebs dongiisiindeki karboksilli asitler,
a—amino asitler, karbonhidratlar, yaglar, proteinler ve niikleik asitler gibi genis bir
araliktaki maddelerden olusmaktadir. Sekonder metabolitler temelde yasam i¢in gerekli
olmayan fakat kesinlikle yasamin siirdiiriilmesinde katkisi olan ve genellikle belirli
biyolojik gruplar icin karakteristik iiriinlerdir."!

Penicillium notatum ile kati besiyeri iizerindeki Staphylococcus sp.’nin
kontaminasyonunun ardindan Staphylococcus sp.’nin kuvvetli inhibisyonu ile olusan
meshur kaza Alexander Fleming’in penisilini kesfetmesine yol agmls‘ur.42 Penisilin,
insanlar i¢in bulasic1 6zellik gosteren bir¢ok hastaliga yol acan iki Gram-pozitif bakteri,
Staphylococcus ve Streptococcus’a karsi inhibitor etki gostermektedir. Penisilinin tipta
kullanimu ile ilgili 6ncii calismalarindan dolay1 1945 yilinda Fleming, Chain ve Florey’e
tip alaninda Nobel 6diilii verilmistir.**** O tarihten beri mantarlar, diger bakteriler ve
aktinomisetler gibi degisik mikroorganizmalardan pek cok antibiyotik izole edilmistir.

Biitiin sanayilesmis toplumlarda tibbi ihtiyaglar1 karsilayabilme becerisi ilag
endiistrisinin gelismisligi ile paralellik gosterir. Yasami tehdit eden bakteriyel
enfeksiyonlara karsi gelistirilen ticari antibiyotikler tedavide oldukga biiyiik &neme

sahiptirler.  Gectigimiz  ylizyllda antibakteriyel ajanlarin  arastirilmast  ve
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gelistirilmesinde Onemli basarilar saglanmistir. 1935 ve 1940’hh yillarda ilk olarak
sillfonamidlerin  (prontosil (8)) ve penisilinlerin (penisilin G (9)) piyasaya
siiriilmelerinden beri bakteriyel enfeksiyonlara bagli 6liim oranlarinda ciddi bir azalma
oldugu tespit edilmistir.*’

Antibakteriyel ajanlarin bir¢ogu Tablo 2.1°de goriildiigii gibi dogal iiriinler veya

bunlarin yarisentetik tiirevleridir.*®

Tablo 2.1. Yillara gore tedavide kullanilan yeni antibakteriyel ila¢ siniflarinin ozeti.*

Yil Grup Hedef Ornek Yapi

HN
Siilfonamidler Folat ) \(;,\N//N
1933 (Sentetik) Metabolizmas: L rontosil
SO,NH,
T
1940  B-Laktamlar Hiicre Duvari Penisilin G o N \)/

1949 Poliketitler Protein Tetrasiklin
Biyosentezi
| A
1949  Fenilpropanoidler Pr.otem . Kloramfenikol B OH
Biyosentezi v
OH
11
NH,
1950 Aminoglikozidler ~ LO®Im Tobramisin
Biyosentezi
1952 Makrolidler Protein Eritromisin A

Biyosentezi
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Tablo 2.1. Yillara gore tedavide kullanilan yeni antibakteriyel ila¢ siniflarinin 6zeti (devami).

Yl  Grup Hedef Ornek Yapi
H
NH,
0
OH
o o0 OH
o OH
o Cl.
OH
1958  Glikopeptitler Hiicre Duvart ~ Vankomisin Q 0
H
N e
y X )‘KE/NHM
9] o =z
CONH Y
14
o o
F
o
1962 Kmoloplar DNA. Siprofloksasin K\N N
(Sentetik) Replikasyonu \) A
HN
15
. Protein Pristinamisin
1962  Streptograminler Biyosentezi L, + Iy
o)
@
O
20 Qoo Toten it ey
N
o>_
18
. . Bakteriyel ..
2003  Lipopeptitler Membran Daptomisin coH
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1970’1lerin basindan itibaren mevcut terapiler yeterli goriilmekle birlikte yeni
antibiyotiklere olan ihtiya¢ da sorgulanmaya baglanmistir.*> Birka¢ onyillik aradan
sonra oksazolidinonlar (linezolid (18))* lipopeptitler (daptomisin (19))* gibi ilk ve
gercek kimyasal gruplar gelistirilmeye baglanmistir.

Glintimiizde enfeksiyon hastaliklar1 diinya capinda Oliimlerin ikincil ana
nedenidir ve gelismis iilkelerde ise iiciincii sirada yer almaktadir.” ABD’de, bakteriler,
enfeksiyona bagh oliimlerin en yaygin etkenidir.” Antibiyotiklerin her vakada etkili
olmasiyla birlikte belli mikroorganizmalar i¢in tedavi seceneklerinin olusturulmaya
baslanmasi hedeflenmistir.”’ Son gelistirilen ilaglar artik tedavide ilk secenek olarak
kullanilmaya baslanmigtir. Antibiyotiklerin yogun olarak kullamildig1 hastanelerde
direncli mikroorganizmalarin gelismesi ve hizli bir bicimde yayilmasiyla saat basa
dénmiistiir.”> Boylece ozellikle patojenlerin bir veya birden fazla antibiyotige karst
diren¢ gelistirme yetenekleri olusmus ve bu patojenler tiim diinyaya yayilmistir.”> Bu
beklenmedik diren¢ gelisimi antibiyotik kullaniminin sonucu olusmus ve her
antibiyotigin yasam siiresini ve etkinligini kisitlamistir. Dogru antibiyotik kullanimi
direnci azaltmakla birlikte, bu durumu tam olarak 6nleyemeyecektir. Bu problem ancak
yeni ilaglarin kesfi ve gelistirilmesiyle ¢oziime kavusturulabilecektir.*® Sonug itibariyle
bircok ila¢ firmas1 antibakteriyel alanlarda yeni antibiyotiklerin iiretimi i¢in hizli bir
bicimde calismaktadir.

Dogal iiriinlerin cogu ilag kimyasi i¢in oldukca iyi birer baslangic noktasidir.
Simdiye kadar, sadece penisilin G (9), tetrasiklin (10), eritromisin A (13) vankomisin
(14) ve daptomisin (19) gibi birkac saf dogal iiriin tibbi olarak kullanilabilecek
ozelliklere sahip ila¢ olarak tedavi asamasinda ¢ok oOnemli rol oynamaktadir.
Siprofloksasin (15) ve linezolid (18) ise izole edilen dogal iiriinler ornek alinarak
gelistirilmis sentetik ilaglard1r.5 433

Mikroorganizmalardan son 60 yilda yaklasik olarak 35.000 dogal iiriin elde
edilmistir. Bu bilesiklerden 10.000’den fazlasi biyolojik olarak aktiftir, 8.000’den
fazlas1 ise antibiyotik ve antitiimor ajan 6zelligindedir.18’56'58 Giintimiizde 100’iin
izerinde mikrobiyal iirlin, klinik olarak antibiyotik, antitiimor ilag ve zirai kimyasal

olarak kullanilmaktadir.



11
2.2. YENI ANTIiBIYOTIK KAYNAKLARININ ARASTIRILMASI

Antibiyotikler, mikroorganizmalarin bir metabolitini veya herhangi bir sentez
yolunu engeller, DNA sentezini bloke edebilir veya secilmis enzimlerin
transkripsiyonunu yada diger hiicre fonksiyonlarin1 baskilayabilir. Antibiyotiklerin ilk
kesfedildikleri yillarda tiim hastaliklarin {iistesinden gelinecegi diisiiniilmekteydi.
Bununla birlikte ayn1 antibiyotigin uzun siire kullanimi ile daha fazla etki gostermedigi
ve béylece bulasict mikroorganizmanin mutasyon ile kendini modifiye ettigi anlasildi.*®

Antibiyotik varliginda mikrobiyal populasyon iizerinde olusan evrimsel baski
sonucu direncli mikroorganizmalar gelisebilmektedir.” Bakteriler, antibakteriyel ilacin
enzimatik deaktivasyonu,” hedef proteinin degistirilmesi®' ve antibiyotigin hiicre icine
giriginin sinirlandinimas1® seklindeki bircok mekanizmayla antibiyotiklerin oldiiriicii
etkilerini smirlandirabilir.”® Yogun bakim iinitelerindeki nozokomyal enfeksiyonlar
Gram-pozitif bakteriler arasindaki diren¢ gelisiminin baslica nedeni olarak
gbrulmektedir.64 Metisiline direngli Staphylcoccus aureus (MRSA),” vankomisine
direncli enterokoklar (VRE)®® penisiline direngli Streptococcus pneumoniae (PRSP)®"8
gibi Gram-pozitif bakteriler en goze c¢arpan diren¢ gelistirmis patojenler olarak
siralanabilir. Metisiline direncli Staphylcoccus epidermidis (MRSE)® vakalar1 hizli bir
bicimde artis gostermektedir. Tablo 2.2°de 2004 yilinda ABD’de hastane kaynakli
antibiyotiklere kars1 bakteriyel diren¢ gelisme oranlari gbrulmektedir.46’70
Tablo 2.2. 2004 yilinda ABD’de hastane kaynakli enfeksiyonlarda bakteri direncliliginin

yayginlik oran1.™

Antibiyotik Patojen Direnc [ %]
S. aureus 59,5
Metisilin Koagiilaz-Negatif
Stafilokok 89,1
Vankomisin Enterokok 28,5
Enterobacter spp. 31,1
3. Kusak P. aeruginosa 31,9
Sefalosporinler E. coli 5,8
K. pneumoniae 20,6
Imipenem P. aeruginosa 21,1

Kinolonlar P. aeruginosa 29.5
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Bulasici hastaliklar ve kullanilan ilaglara karsi goriilen diren¢ durumlari, her yil
17 milyon yasama mal olmaktadir.”' Ozellikle hastane ortamlarindan kaynaklanan ¢oklu
ilagc direnci (MDR “Multi Drug Resistant”)’> diinya capinda yayginlik gosterirken,
basarisiz tedavi sayisinda artis buna paralel olarak da yiiksek tedavi maliyeti meydana
gelmektedir. Genellikle antibiyotiklerin gereksiz kullanimi, yetersiz hijyen kosullari,
yaslanma oranindaki artis ve teshis yetersizligi bakteriyel direnci ve bunun sonucu
olarak da ekonomik maliyeti artirmaktadir.” Antibiyotik satislar1 diinya ila¢ pazarinda
oldukca onemli bir yere sahiptir. Sekil 2.1°de temel antibiyotik siniflarinin 2004 yilinda

diinya piyasasindaki satis oranlar1 ve maliyetleri gtjrulmektedir.74

Diger Antibiyotikler Penisilinler

3131 milyon $ 4156 milyon $
% 12 % 16

Kinolonlar
4735 milyon $
% 19

Sefalosporinler
7596 milyon $
% 30

Makrolidler
4646{;“11;(“1 $ Penemler
‘ 1226 milyon $
% 5

Sekil 2.1. 2004 yilinda temel antibiyotik siniflarinin diinya piyasasindaki satis oranlari.

Ticari olarak piyasada yiliksek satis oranlarma sahip antibiyotiklere yanit
alinamayan vakalarda vankomisin (14) ve linezolid (18) gibi son gelistirilen
antimikrobiyal ajanlar kullaniimaktadir.”> Vankomisin (14), bakterilerin hiicre duvarinin
olusumundan sorumlu enzimlere kuvvetli baglanma egilimi gosterir ve MDR gosteren
patojen bakterilere karst savunma ajani olarak kullanilmaktadir. Fakat bazi
Staphylococcus aureus suslarmm (VRSA)® aminoglikopeptit olan vankomisin (14)’e
kars1 direng gelistirdigi rapor edilmistir. Bu nedenle, yeni ilaglarin kesfinde, sentetik
yaklagimlara ilave olarak yeni antibiyotik kaynaklarinin arastirilmasi ve ozellikle

biyolojik olarak aktif mikrobiyal iiriinler iizerine odaklanan uluslararasi ¢aligmalarin
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yant sira yeni dogal kaynaklarin kesfi i¢cin de diinya capinda arastirmalar devam
etmektedir.”’

Sentetik bir ila¢ olan linezolid (18), vankomisin (14) yerine kullanilmaktadir. Bu
ilag, bakteriyel ribozomlarin 30S-alt iinitesi iizerine etki ederek aktiflik gostermektedir.
Linezolid (18) bakteriyel protein sentetaz enziminin fonksiyonel baglatic1 kompleksinin
olusumunu bloke etmektedir.”®

1983’den beri immiinosupresan ajan olarak kullanmilan siklosporin A, organ
nakillerini kolaylast1rmaktad1r.79 Bu tarihten dort yil sonra, Japon Fujisawa sirketi yeni
bir immiinosupresan ajan olan FK506’y1 (20) izole etmistir. Bu madde Streptomyces
tsukubaensis’in kiiltiir ortaminda T-hiicrelerinden interlokin-2 salinim inhibitdrlerinin
etkisinin taranmasi sirasinda kesfedildi.*® Yiiz kat daha fazla aktif olan bu yapi

siklosporin A’nin yerini almistir.

HO,,

MeO

20

Biyotransformasyon teknikleriyle dogal iiriinlerin yeni biyoaktif tiirevleri elde
edilebilir. Bilinen bilesiklerin yeni tiirevleri; esterifikasyon, indirgenme, yiikseltgenme,
demetilasyon veya canli organizmalarin enzimlerinin kullanildigi glikolizasyon gibi

metodlardan faydalanilarak sentezlenebilir.*® Fakat bu islemler pek cok basamak
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gerektiren kimyasal reaksiyonlar iizerinden gerceklestigi i¢in zaman alicidir ve bir ¢ok
kimyasal kullanmilmasindan dolay1 ekonomik olarak maliyetli ve yan iiriin olusmasindan
dolayi diisiik verimle gerceklesmektedir.

Klasik kimyasal sentez veya yari—sentezler reseptor ve protein calismalarindaki
gelismelere bagli olarak, kimya ve ila¢ dizayni yaklasimlariyla farkli molekiiler yapilar
elde edilebilmektedir. Baz1 antibiyotiklerin farmakolojik 6zelliklerinin optimize
edilebilmesi i¢in dogal {irlinlerin bilinen yapilarinin yeniden modifiye edilmesi
gerekmektedir. Ornegin 1952’de Streptomyces erythreus’dan81 izole edilen makrolid
grubu bir antibiyotik olan eritromisin A (13)’daki deoksihekzos sekeri (cladinose)
yerine 3—keto alt iinitesinin gecmis oldugu ketolid tiirevi telitromisin (21) yar1 sentetik
bir ilagtir.** Telitromisin (21)’in MIC degeri makrolidlerden 10-40 kat daha diisiiktiir.*®
Ketolidler, makrolid ve diger antibiyotiklere karsi direng gosteren Staphylococcus,
Streptococcus ve Entercoccus gibi Gram-pozitif veya Gram-negatif koklara karsi ¢ok
iyi inhibisyon etkisine sahip yeni bir antibiyotik sinifim olustururlar.** Telitromisin

(21) 2001 yilindan beri yeni bir antibiyotik olarak Almanya’da kullanilmaktadir.

\N/
N =
7 \ : HO,,
=~ ~ N
N=/ o
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Dogal iiriinlerden elde edilen antibiyotiklerin ilk smnifin1 olusturan f3-laktamlarin
bir tiirevi olan metisilin (22), 6-aminopenisilanik asit (23)’ten (6—APA)86 yari-sentetik
olarak iiretilen bir antibiyotiktir. Kimyasal modifikasyon yoluyla elde edilen metilsilin

(22)’nin dayaniklilig1 dogal penisilin G (9)’ye nazaran ¢ok daha fazladir.
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Dogal iiriin ¢alismalart zaman alict ve pahali iglemler olmasina ragmen, ilag
firmalarn icin ciddi kazanclar elde ettikleri bir alan olmasi ve aym zamanda
insanoglunun saglikli bir yasam siirmesi icin gerekli materyallerin potansiyel kaynagini
olusturmas1 bakimindan 6nemli bir yere sahiptir. Bu sebepten dolay1 yeni ilaglarin kesfi
ve dizayn1 {izerine caligmalar olduk¢a yogun bir bigimde devam etmektedir.
Sekil 2.2’de ABD’de 1983-2005 yillarinda piyasaya ¢ikan yeni antibakteriyel ajanlarin
yillara gore dagilimlart gbrulmektedir.49’87 Cragg ve arkadaslar1 bir calismalarinda 1983
ve 1994 yillart arasinda insanligin kullanimina sunulan yeni antibiyotik ve antikanser
ilaglarmin % 60’1indan fazlasinin dogal iirlinlerden veya bunlarin tiirevlerinden
hazirlandigim  gostermislerdir.® En ¢ok satilan 30 ilagtan 9’u dogal iiriindiir.”
Antibiyotik pazarmin diinya ¢apinda yillik 25 milyar $ civarinda oldugu ve her yil

yaklagik olarak % 5 oraminda artis gosterdigi tahmin edilmektedir.”

sayi1

1983-1987

1988-1992

1993-1997

1998-2002

2003-2005

Sekil 2.2. ABD’de kullanilan yeni antibakteriyel ajanlarin yillara gore dagilima.
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Son yillarda kimyacilar, ilgi ¢ekici biyolojik ve farmasotik ozelliklere sahip yeni
metabolitlerin izolasyonu icin alternatif bir kaynak olarak potansiyel su alt1

: . i . 9091
mikroorganizmalarina yonelmektedlr.9 ?

Bakteriyel kaynakli metabolitlerin ¢ogu
aktinomisetler olarak adlandirilan Gram-pozitif toprak bakterilerinden izole
edilmektedir.

Yapilan cesitli caligmalar, mikroorganizmalardan elde edilen sekonder
metabolitlerin yapisal olarak oldukca farkli cesitlilik sergiledigini ve bitki kaynakli
sekonder metabolitler ile karsilastirildiklarinda cok ilging biyoaktiviteler gosterdiklerini
ortaya koymustur. Bitkilerden elde edilen tekdiize alkaloidlerin  yerine
mikroorganizmalar; poliketitler (FK506 (20)), terpenler, polisakkaritler, polieterler ve
azot iceren bilesikler (indoller, peptitler, piroller, glikopeptitler) gibi farkli kimyasal
siniflara ait bircok bilesik iiretirler.””

Su ana kadar mikroorganizmalardan 34.400’den fazla sekonder metabolit izole
edilmistir.”® Bitki ve hayvanlardan izole edilen dogal iiriinlerin sayis1 bu sayinin bes
katindan daha fazladir. Bununla birlikte bu yapilar ¢ogunlukla peptitler, terpenler,
steroidler ve flavonoidler ile stmrlidir.”*

Yeryiiziinin % 70’inden ve yer kabugunun hacminin % 90’indan fazlasi
okyanuslardan olusmaktadir. Mikrobiyolojik olarak, okyanuslar biiyiikk boyutlarda ve
olagan dis1 sicaklik, basing ve tuzluluk sartlarinda olduk¢a zengin yasam cesitliligi
gostermektedir. Bu sira dis1 kosullara mikroorganizmalarin uyum saglama stratejisi,
karada yasayan mikroorganizmalarin irettigi bilesikden farkli yeni dogal iiriinlerin
olusumuna neden olmaktadir. Karboimit dikloriir fonksiyonalitesi (-N=CCl,) ve
sulfamat (OSO,—~NHR) grubu sadece su alti dogal iiriinlerinde bulunmaktadir.”

Bununla birlikte, okyanuslarin mikrobiyal c¢esitliligi hala tam olarak
anlagilamamistir. Su alt1 bakterilerinin ve mantarlarin % 5’inden daha azinin bilindigi
tahmin edilmektedir. Buna paralel olarak, su alti bakterilerinin dogal iiriinleri tizerine
yapilan calismalar, aktinomisetler veya mantarlar iizerine yapilan calismalara gore
nispeten daha azdir. Okami,” mikroorganizmalardan elde edilen kimyasal bilesikler ile
ilgili problemleri ve potansiyelleri belirlemis, ayrica Fenical'® ise bilinen 50’ye yakin
kimyasal ile ilgili detaylar1 6zetlemistir.

Su alt1 bakterilerinin, siingerlerden izole edilen bilesiklerde oldugu gibi karada

yasayan bakterilerden farkli bilesikler iiretebilecegi tahmin edilmektedir. Su alt1
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mikroorganizmalarinin ¢ogu metaboliti 6zelikle de Streptomycetes olmak iizere karasal
orjinli olan tiirler ile c¢ok biiyiikk benzerlikler gostermis olmalar dolayisiyla bu
mikroorganizmanin gercekte su alt1 mikroorganizmasi olup olmadigina karar vermek
kolay degildir. Bu da bir su alti mikroorganizmasinin tanimlanmasindaki temel
zorluklardan  birini  olusturmaktadir. Son zamanlarda, su altt mikrobiyal
Pikoplankton’larin, heniiz izole edilip kimyasal yapilar1 arastirllmamis ¢ok miktarda
nadir tiir icerdigi belirlenmistir.””*® Gergek su alt1 bakterilerinin ve ilgili kaynaklarin bu
sekilde bulunabilecegi umulmaktadir. Fenical, yeni tanimladigi Salinospora cinsinin
sadece denizlerde bulunan nadir bir aktinomiset oldugunu ortaya koymustur.99 Detaylar
bilinmedigine gore, su alti bakteriyel izolatlarm, su alt1 bakterileri yerine su alti
kaynakl1 bakteriler olarak isimlendirilmesi pratik nedenler ile tavsiye edilmektedir.

Yeni dogal iiriinlerin kesfedilmesinde kaynak olarak mikroorganizmalarin
kullanilmasinin biiyiik avantajlar1 vardir. Temelde bir bakteri hiicresi, bakterilerin
tiretilmesi icin yeterlidir ve fermantasyon, mevsim ve iklimden bagimsiz olarak
gerceklestirilebilir. Bir diger avantaji da “Onciil yonelimli biyosentez” (precursor-
directed biosynthesis) olarak bilinen ve uygun ara iiriinler ile besleyerek kolayca bilinen
suglardan yeni metabolitler izole edilebilir. Zeeck ve ¢alisma grubu besi ortamini (besin
kaynaklar1), havalandirma kosullari, pH, 1s1k, inkiibasyon siiresi veya sicaklik, gibi
kiiltiir ortaminin kosullart degistirilerek “bir sustan pek cok bilesigin” (OSMAC “One
Strain MAny Compounds™) izole edilebilecegini gostermislerdir.'”  Ornegin
Streptomyces griseoviridus Tii 3634 susu’nun farkli besiyeri ortamlarinda degisik acil
ve fenil o—L-ramnopiranozidler tiretmis oldugu gbsterilmistir.101

1988 yilinda klinik vakalarda VRE ve cesitli antibiyotiklere karsi direngli tibbi
vakalarin goriinme siklig1 ihmal edilebilir diizeylerin iizerine ¢ikmistir. Alzheimer, MS
ve kardiyovaskiiler rahatsizliklar gibi hastaliklar su ana kadar yeterli bicimde tedavi
edilememistir ve bu tiir vakalarda artis egilimi goriilmektedir. HIV gibi yeni patojenler
ise diinya capinda ¢ok hizli bir yayilma gostermektedir. Cesitli hastaliklarin tedavisinde
kullanilmak iizere yeni biyoaktif dogal iiriinlerin ve yeni kaynaklarin arastirilmasi
siirecinde, tibbi ila¢g kesfine Onciilik etmesi agisindan kimyacilar, mikrobiyologlar,

biyokimyacilar ve farmakologlara énemli ve acil gorevler diismektedir.'”*
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2.3. DOGAL URUNLERIN FARMAKOLOJIiK ONEMi

Daha oOnce verdigimiz Orneklerden de anlasilacagi gibi dogal iiriinler
farmakolojik olarak oldukc¢a biiyilkk 6neme sahiptir. Newman ve Cragg tarafindan
yapilan bir arastirmada, 1981-2006 yillar1 arasinda 25 yili askin bir zaman diliminde
piyasaya siiriilen 1184 yeni farmakolojik ajandan sadece % 30’luk bir dilimin piir
kimyasal sentez yoluyla elde edilen ila¢ olmalasina karsin % 70’lik dilimin ise dogal
kaynaklardan elde edilen bilesikler veya bu bilesiklerden yola ¢ikilarak elde edilen
tiirevlerden olustugunu ortaya koymuslardir.'®

Bu calismada yer alan farmakolojik maddeler Sekil 2.3’te goriildiigii gibi su
sekilde  gruplandinlmigtir;  “B”  biyolojik  olarak  herhangi  bir  hiicre
kiiltiiriinden/organizmadan direk veya biyoteknolojik olarak izole edilmis 45’den daha
fazla amino asit kalintisina sahip peptit veya proteinler, “N” direk izole edildigi sekliyle
kullanilan dogal iiriinler, “ND” dogal iiriinlerin tiirevi veya yar1 sentetik modifikasyonla
elde dilen bilesikler, “S” tamamiyle sentetik olarak elde edilmis bir ila¢ (siklikla var
olan bir ajanin modifikasyonu veya rastgele tarama sirasinda bulunan ilaclar),“S*”
sentetik olarak iiretilen fakat farmakofor olarak bir dogal iiriin temel alinarak gelistirilen
ilaglar, “V” agilar ve “NM” Dogal iiriin etkisini taklit eden iiriinler (“Natural product

mimic”) seklinde kodlanmustir.

% 14

ND
% 23

% 30

Sekil 2.3. Ocak—1981 ile Haziran—2006 yillar1 arasinda piyasaya ¢ikan farmakolojik
oneme sahip dogal iiriinlerin oran1.'”?
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2.4. DOGAL URUNLERIN ARASTIRILMASINDA BASARI iCiN
ANAHTAR FAKTORLER

Dogal kaynaklardan biyolojik aktiviteye sahip yeni bilesiklerin elde edilmesi
icin yapilan arasgtirmalar, hastaliklarin tedavisinde oldukca biiyiik bir rol oynayan klinik
olarak kullamigh ilaclarin pek ¢ogunun kesfine Onciiliik etmektedir. Yapilan pek ¢ok
aragtirma, dogal {riinlerin oldukca farkli kimyasal yapilara sahip olma
potansiyellerinden dolay1 yeni ilaglarin kesfedilmesi ve gelistirilmesi iizerinde oldukga
onemli etkiye sahip oldugunu gt')stermistir.77’88

Bu islemlerin gerceklestirilmesi sirasinda bakterilerin izolasyonu ve teshisi icin
mikrobiyoloji, tiretim kosullarinin gelistirilmesi icin biyoteknoloji, tiimor hiicrelerine
kars1 aktivitelerinin incelenmesi icin tip ve bilesiklerin taranmasi, izolasyonu ve
yapilarin aydinlatilmasi icin kimya alaninda calismalarin yapilmasi gerekmektedir.
Sekil 2.4’te goriildiigii gibi bu islemler dizinin gergeklestirilebilmesi, disiplinler arasi

isbirligini sart kogsmaktadir.

Mikrobiyoloji
Bakteri izolasyonu
Filogenetik tarama

|

Kimya
Aktivite taramasi
Kimyasal tarama

Bilesiklerin izolasyonu \

Tip Biyoteknoloji

Tiimor hiicre serileri inhibisyonu Fermantasyon

Sekil 2.4. Biyoaktif bilesikleri tireten mikroorganizmalarin metabolik kapasitelerinin
ortaya c¢ikarilmasi i¢in isgbirligi yaklagima.
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Sekil 2.5’te goriildiigii gibi, mikrobiyal kaynakli dogal iiriinlerden yeni biyoaktif
metabolitin kesfindeki basari, istenilen metabolitin iiretimini artirmak igin uygun
kosullar altinda mikroorganizmanin iiretilmesini gerektirir. Bu metabolitler ekstrakte
edilip, test edildikten sonraki agsamalarda, bilesik orijinal karisimdan izole edilmek ve
tanimlanmak zorundadir. Bu islemler sirasinda wuygulanan biitlin stratejiler,
basamaklardaki karsilasilabilecek problemlerin nasil coziilebilecegi, verimin nasil
artirilabilecegi ve baska yontemlerde oldugu gibi olasi potansiyel sorunlarin nasil

¢Oziime kavusturulabilecegi, yogun calisma gerektiren bir islemler dizinidir.'"™

Cevresel kaynaklar
olzolasyon
\J
Kiiltiir suslar1
oSecim
oFermantasyon
Kiiltiirlerin iiriinleri
i oEkstraksiyon
Ekstraktlar
oAyirma
A
Baslica bilesenler
olkincil analizler / karsilagtirmali
oSaflastirma (aktivite - giidiimlii)
oYap1 aydinlatma
Saf aktif bilesikler
oBiyolojik karekterizasyon
oFarmakolojik degerlendirme
oOnciil optimizasyonu
oGiivenlik degerlendirmesi
oKlinik denemeler
Ilacg

Sekil 2.5. Mikrobiyal kaynakli dogal iiriinlerden ilag kesfi icin arastirma yontemleri.

Literatiirde farkli habitatlardan izole edilmis ve biyoaktif bilesikleri test edilmis

yeni Streptomyces tiirleri ve bilesikleri ile ilgili oldukga fazla ¢aligma bulunmaktadir.
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2.5. MIKROORGANIZMALARDA SEKONDER METABOLITLERIN

URETIMI

Sekonder metabolitlerin bir ¢ogunun, kendilerini iireten mikroorganizmanin
metabolizmasindaki fonksiyonlar1 ile biyosentez ve regiilasyon mekanizmalar1 tam
olarak bilinmemektedir.'” Bununla birlikte sekonder metabolitlerin; bakteriler,
mantarlar, amipler, bitkiler, bocekler ve ¢ok sayida hayvana karst savunma silah1 olarak
kullanim alanlar1 mevcuttur. Ayrica metal tasiyict ajan olma 6zelliklerinin yaninda
bitkiler, nematotlar, bécekler ve yiiksek yapili hayvanlar ile mikroorganizmalar arasinda
simbiyotik iliskinin kurulmasi gibi bircok fonksiyonlar1 bilinmektedir.'® Bugiine kadar
34.000’den fazla mikrobiyal sekonder metabolit tespit edilmis olmasina ragmen bu
metabolitlerden ¢ok azi uygulama alani bulmustur.” Sekonder metabolitlerin cogu bitki
koruma ve hayvan beslemede kullanilirken pazar payir acisindan terapotik amacla
kullanilan antibiyotikler en 6nemli grubu olusturmaktadirlar.

Bu kadar cok sayida sekonder metabolitin hi¢bir fonksiyonu olmadigim iddia
etmek gercekei bir yaklasim olmaz. Sekonder metabolitler ve olast fonksiyonlarina
iliskin bircok diisiince ve hipotez gelistirilmistir. Bunlardan 6nemlilerini asagidaki ana
basliklar altinda toplayabiliriz; 105
e Sekonder metabolitler primer metabolitlerin doniisiim iirtinleridir.
¢ Baz sekonder metabolitler kor barsak gibi diisiiniilebilir. Biyolojik evrim siirecinde

fonksiyonsuz kalmiglardir.

e Sekonder metabolitler detoksifikasyon (zehirsizlestirme) mekanizmasinin
tiriinleridir. Baz1 sekonder metabolitlerin kendi olusum ara metabolitlerinden daha
diisiik toksisiteye sahip olmalar1 bu tezi dogrulamaktadir.

e Sekonder metabolitler inhibe edilmis bir biiyiimenin sonucu olusurlar. Sekonder
metabolitler genellikle tiremenin olmadig1 fazlarda sentezlenir.

¢ Sekonder metabolizmada biyokimyasal evrime ait bir¢ok bilgi saklidir.

Sekonder metabolitler oldukca kompleks yapilara sahip bilesiklerdir. Bu
bilesiklerin metabolik olarak sentezinde, normal metabolizmanin iizerine en azindan
ilave birkac basamak gerekmektedir. Sekil 2.6’da goriildiigii gibi sekonder
metabolitlerin primer metabolitler ile iligkisi mevcuttur.

Primer ve sekonder metabolizma arasindaki iliskinin belirlenmesi biyoteknolojik

acidan istenilen sekonder metabolitin iiretiminin artirilmasina da olanak saglamaktadir.
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Streptomisin |

Neomisin
Kanamisin
Spektinomisin
Tobramisin
Paromomisin
Gentamisin

Ribostamisin N

Penisilin

Sefamisin

Sefalosporin

Aspartat

-

Triozfosfat

Serin -e— Fosfogliserat

Valin ««——Piruvat

o-Aminoadipat

Asetil-CoA

Okzalasetat

(

.‘.
‘\,

Niikleozidler
DNA, RNA

Koji asidi
Muskarin

A

<« Heksozfosfat —— Pentozfosfat ———— = Tetrozfosfat

/

Sikimik asit

Kandisidin
Korinesin

Korizmik asit —»

Kloramfenikol

Flosiyanin
SlStCln Fosfoenolpiruvat

\Z—Keto glutarat

Trlptofan Femlalamn —_— Tlrozm
Psﬂ051b1n Ghotoksm Novoblyosm
Ergolin Antramisin
Pirolnitrin Sibiromisin
Indolmisin Linkomisin
Aktinomisin Rubradirin

Yag asitleri Poliketitler
Sltrat
i t t
zositra 1zopren0idler 6-Metilsalisilat
* Patulin
) ] Aflatoksin
Giberellin Eritromisin
Steroidler Tetrasiklin
Karotenoidler Rifamisin
Orselinik asit
Streptovarisin

Sekil 2.6. Primer ve sekonder metabolit metabolizmalarinin baglantilari.
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2.6. YENI DOGAL URUNLERIN KESFi iCiN FARKLI TARAMA
YONTEMLERI

Penisilin ve aktinomisinlerin kesfi “antibiyotiklerin taranmasinda” yeni
arastirma olanaklarina onciililk etmistir. Yeni biyolojik bilesikleri kesfetmek icin, ham
ekstraktlar kimyasal tarama, ¢esitli biyolojik veya farmakolojik tarama yaklagimlan ile
degerlendirilebilir. Sonrasinda, endiistriyel Ol¢ekli “Yiiksek Hizli Seri Tarama”
(HTS “High Throughput Screening”) yonteminde oldugu gibi oldukca yiiksek duyarlilik
avantaji ve fazla sayida Ornegin aym anda taranmasi avantajlarinm saglayan
yontemlerden faydalamlarak biyolojik aktif bir bilesigi taramak icin odaklanilabilir.'”’
Fakat bu islemlerde diger hedeflere karsi aktivite gosterebilecek olan yeni bilesikler
gbdzden kacirilabilir. Bu problemin iistesinden gelebilmek icin Zdhner, Zeeck ve diger
arastirma gruplarnn 1980°de sistematik tarama metodlar1 arastirmaya baslamuglardir.'®
Ince tabaka kromatografisi (ITK) tabakalari iizerindeki metabolitlerin kromatografik
ozelliklerinin, ayrica bilinen reaksiyon kosullar1 altinda boyar reaktiflere karsi olan
kimyasal reaktiviteleri ile reaksiyon kosullarinin belirlendigi bdylece bir sekonder
metabolit numunesinin parmak izinin tanimlandig1 bir veri bankasi olusturulmustur.'®
Bu metodun kullanildigi biitiin metabolitler ilk kez izole edilip ve bilinmeyen
bilesiklerin biyolojik testleri yapilmistir. Elbette bilinen bilesikler sik sik izole edilip
yapilar1 hizli bir bicimde aydmlatﬂmlstnr.108

Kiitle spektroskopisi (MS) ve niikleer manyetik rezonans (NMR) cihazlarinin
duyarhiliklarimin  artmas1 ile birlikte ¢esitli dogal iiriinlerin  veribankalarinin
kullanilabilirliklerinin yayginlasmasi ve ayn1 zamanda diyot array dedektorlii yiiksek
performansli sivi kromatografisi (HPLC—-DAD), HPLC-MS, HPLC-NMR-MS veya
MS ile konbine gaz kromatografisi (GC-MS) sistemlerinin kullanilmas1 kimyasal
tarama yaklagimlarin1 gelistirmistir. Bu yontemler ham ekstraktlardan izole edilen bir
bilesigin yeni olup olmadigim arastirmaya olanak saglar. Boylece, bilinen bilesiklerin

tekrar tekrar izolasyonuna engel olunabilir.
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2.7. MIKROORGANIZMA iZOLATLARINDAN YENi SEKONDER
METABOLITLERIN TARANMASI

Baslangicta sekonder metabolitlerin taranmasi islemleri antibakteriyel bilesikler
izerinde yogunlastirilmisti. Daha sonralar1 antifungal, antiviral ve antitimor aktivite
taramalar1 seklinde genisletildi ve giiniimiizde insan tibbi ihtiyaclarinin karsilanmasi,
hayvan saglig1 ve bitki koruma gibi alanlar iizerinde caligmalar yogunlastlrllmlstlr.no
Mikroorganizmalarin drettigi dogal {irlinlerin oldugu gibi kullamimi fikri, biitiin
uygulama alanlarindaki yeni hedeflerin gelismesiyle birlikte yeni Oncii bilesiklerin
taranmasi sekline doniigmiistiir. Yeni Oncii bilesiklerin en 6nemli kaynagi doga ve
ozellikle de mikroorganizmalarin sekonder metabolitleri olarak goriilmektedir.'"!
Dogadan izole edilen yeni oncii bilesikler kimyasal sentez alaninda veya tiirevlendirme
yaklagimlarinda kullanilabilmektedir. Yeni sekonder metabolitlerin taranmasinin son 15
yilda cekiciligi artmis ve daha iyi kavranmaya baslanmistir.

Farmakolojik ve tarimsal alanlarda kullanigsh bilesiklerin taranmasi iizerine
yaklagik 100 yeni test sistemi tammlanmustir."'? Bu in vitro yontemler klasik antibiyotik
taramalarindan farklidir ve anahtar enzimler veya reseptorler iizerinde yogunlagmistir.

Bu yontemler;

e Mikrobiyal 6rnek veya ekstraktlarda bulunan proteazlar, protein reseptorlerinin veya
enzimlerin degredasyonuna yol agmasi sebebiyle yanlis pozitif sonuclara neden
olmaktadir.

e Tiim mikrobiyal kiiltiirlerde, ara metabolizmadaki degisken konsantrasyonlarda
bulunan metabolitlere duyarl cesitli yontemler vardir.

e Yontemler osmotik kosullara, enfeksiyonlara ve pH degerindeki degismelere
duyarlidir.

® Yontemler bir basamaktaki belirli bir kesin kosul i¢in secicidir ve tiim basamaklari
kapsamaz.

¢ Gelistirilen yeni metodlarin tiimii otomatik robot taramalar1 icin uygun degildir.

® Yontemlerin oldukga biiyiik bir gogunlugu hala bilinen bilesiklere duyarlhidir.

e Hedef yonelimli yontemlerin hi¢ biri mikrobiyal kiiltiir veya ekstraktlardaki

kimyasal cesitliligi tespit etmeye uygun degildir.
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Prof. Fiedler ve Prof. Zihner oOnciiliigiindeki olduk¢a genis kolobratif bir
arastirma grubu, mikroorganizma kaynakli yeni sekonder metabolitlerin taranmasi
islemlerinde sadece klasik antibakteriyel aktivite temelli yaklasim degil aym1 zamanda
yeni sideroforlarin belirlenmesi ve farkli ayrim yontemlerini kapsayan antifungal
aktivite giidiimli tarama islemlerinin gelistirilmesini gerceklestirmislerdir. Buna
ragmen yeni izole edilen aktinomiset suslarimin sekonder metabolitlerinin
saptanmasinda fizikokimyasal metodlar1 ana tarama stratejisi olarak kullanmislardir.
ITK ve cesitli reaktiflerle renklendirme temelli tarama yontemi ilk olarak Hamao
Umezawa tarafinda “kimyasal tarama” olarak tammlanmistir.'" Bundan birkac y1l sonra
Satoshi Omura bu yontemle antifungal ve antihipertansif bir ajan olan staurosporin
(24)’1 tespit etmistir.114 Hans Zihner izole edilen suslarin Kiiltiir kosullarinin
varyasyonlarini, ornek hazirlama ve boyama reaktifleri ile iliskili olan bu metodu

115,116

modifiye etmis ve calismalarinda biyolojik aktivite temelli yaklagima ikincil sirada

. . 110
yer vermislerdir.

MeO

Hans-Peter Fiedler’in saflastirilan sekonder metabolitlerin kimyasal ¢esitliliginin
tespit edilmesinde yardimci olmasi igin, bilgisayar destekli diyot array dedection ile
yiikksek performansli sivi kromatografi (HPLC-DAD) cihazinin kombine oldugu ve
antibiyotikler ile diger dogal iiriinlerin bir veri bankasinin bulundugu HPLC ve UV-
goriintir alan absorbans spektrum kiitiipanesi (HPLC-UV-vis Database)’ni olusturmasi

bu alanda olduk¢a Onemli bir c¢igir agmlstlr.m Bu etkili metod, UV-goriiniir alan
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spektrum verilerinin karsilastirilmasi ile ham ekstraktlarda bilinen bilesiklerin erken
donemde tanimlanmasini veya bilesigin siniflandirilmasini saglamaktadir. HPLC-DAD
tarama tekniginin etkinligi Prof. Jorg Metzger tarafindan HPLC-ESI-MS analizi ile
genigletilmistir. Molekiiler kiitle ile ilgili bilgilerin yer aldig1 kimyasal veri bankalarina
ticari olarak erisim imkani daha kesin arastirmalar yapmaya olanak saglamistir.

Yapilan calismalardaki temel stratejik amag¢ izole edilebilen ve biyolojik
aktivitesi test edilen yeni bir bilesik saptamak ve bdylece sekonder metabolit aktivitesini
degerlendirmektir. Kimyasal taramanin bir diger avantaji da calismalarda saf bilesik test
etmeye olanak saglamasidir. Birgok test sistemi mikrobiyal Kkiiltiirler veya ham
ekstraktlarla karsilastirilabilir olmaktan cok wuzaktadir ve saf bilesiklere ihtiyac
duyulmaktadir. Elde edilen saf bilesiklerin ne tiir bir biyolojik aktivitesinin mevcut
oldugunu tespit etmek icin genelde ila¢ veya tarim biyolojisi sirketleriyle ortaklasa
isbirligi yoluna gidilmektedir.

Sekonder metabolitlerin yap1 aktivite iliskisinin analizinde orijinal bilesik
sayisin1 dogrudan fermantasyon, besleme veya iiretim fazinda 6nciil modifikasyonu ve

bloke edilmis mutant kullanarak artirmak miimkiindiir.

2.7.1. Tarama Metodlari ve Yeni Bilesikler

2.7.1.1. Antimikrobiyal Aktivite Temelli Klasik Tarama

Gram-pozitif ve Gram-negatif bakteriler, maya veya filamentli mantarlarca
iretilen antimikrobiyal ajanlarin saptanmasinda 1988’den beri klasik agar pleyt
difiizyon yontemi uygulanmaktadir. Bu yontemle Streptomyces violaceoniger sp.
griseofuscus Tii 2557 den pridazomisin (25)""® ve Bacillus subtilis ATCC 6633’den ise
klorotetain (26)'" bulunmustur. Her iki antibiyotikte secici antifungal aktivite
gostermektedir. Pridazomisin (25) daha ©nce mikrobiyal sekonder metabolitlerde
tammmlanmis pridazin halkas1 icermektedir ve klorotetain (26) ise alisilmadik bir
bicimde klorlanmis amino asit igeren bir dipeptittir.

Bacillus subtilis’in bilylimesi iizerine inhibisyon etkisi olabilecek ajanlarin
arastirilmasi icin yapilan bir tarama esnasinda Streptomyces griseoflavus Tii 4072°den

aborisin (27) adinda yeni bir peptit antibiyotik kesfedilmistir.'*
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2.7.1.2. Botrytis cinerea Hiflerinde Morfolojik Degisikliklere Neden Olan

Antibiyotiklerin Taranmasi

Bu yontem hem Botrytis cinerea’nin biiyiimesinin inhibisyonu hem de “kabarma
etkisi” (bulging effect) olarak adlandirilan hiflerinin morfolojik degisiklikleri tizerine
temellenmistir. Bu c¢alisma vasitasiyla polien antibiyotikler varlifinda antifungal
aktivite maddeleri bulunmustur. Prof. Zahner’in grup ¢alismalarinda analize edilen en
onemli antibiyotik nikkomisin Z (28) ve X (29)’di1r.121 Nikkomisin Z (28) kitin sentaz
enziminin gii¢lii bir inhibitoriidiir ve insanlar icin toksik degildir. BAYER AG firmasi
tarafindan yillarca akarisid olarak tarimsal kullanim ig¢in derin arastirmalara tabi
tutulmustur fakat ¢ok pahali olmast ve bitki koruma uygulamalarindaki kisithilig
nedeniyle 1984 yilinda arastirmalar durdurulmustur. Nikkomisin Z (28) 1994 ile 1998
yillar1 arasinda ABD’de bir ilag sirketi tarafindan histoplasmosiz, blastomikozis ve

koksidoidomikozis tedavisinde antimikotik bir ajan olarak gelistirilmistir.
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Botrytis yonteminden faydalanilarak antifungal aktiviteye sahip dort yeni

makrolid grubu antibiyotik olan galbonolid A—D (30-33) kesfedilmistir.'**'*

30 R=0CH;

32 33

31 R=CH;

2.7.1.3. Yeni Sideroforlarin Taranmasi

Laktobasiller disinda tiim diger mikroorganizmalar demir iceren enzimlerini
desteklemek i¢in disardan demir takviyesine bagimlidirlar. Fe* iyonlarimin sudaki
¢Oziiniirliigliniin olduk¢a diisiik olmasindan dolay: biitiin mikroorganizmalar oldukca
etkin demir selatlayici bilesikler ve spesifik demir tutucu sistemler gelistirmektedirler.
Demir selatlayic1 bilesiklere trihidroksamatlar, katekoller, trikarboksilatlar ve demir
selatlayabilen diger bilesikler ornek olarak verilebilir. Mikroorganizmalardan oldukca

farkli yapilara sahip yeni selatlayici bilesikler izole edilmistir.
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Maduraferrin (34) bir HPLC calismas1 sirasinda belirlenip Actinomadura
madurae DSM 43067 susundan izole edilmistir.'** Bu bilesigin kompleks olusturan
merkezinde bir salisilikamit kismi, bir hidroksamik asit grubu ve bir tane de asit

hidrazid grubu bulunmaktadir.
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Yiiksek oranda hidrofilik karaktere sahip karboksilat tipi siderofor olan
sitafiloferrin A (35) ve B (36), demirin giiclii bir bi¢imde kisitlanmis oldugu kosullar
altinda iiretilen Staphylococcus hyicus DSM 20459’dan izole edilmistir.'>'*® Her iki
bilesikte giicli demir diizenleyicidir. Stafiloferrin A (35) amino bag ile D—ornitin
tizerinden bagli iki molekiil sitrik asit igerirken, stafiloferrin B (36)

2,3—diaminopropiyonik asit, sitrat, etilendiamin ve 2—ketoglutarik asitten olusmaktadir.

COOH COOH COOH

35 36
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Bacillus sp. strain DSM 6940’dan sizokinen’in yamnisira yeni dihidroksamat
siderofor olan akonitatin sitrat ile yer degistirdigi sizokinen B (37) izole edilmistir.'”
Yeni bir karboksilat tipi siderofor olan rizoferrin (38) Rhizopus microsporus’tan ve
farkli tiir Mucorales mantarlarindan izole edilmistir."**"*' Rizoferrin (38) yapisal olarak
stafiloferrrin A (35) ile benzerlik gostermektedir. Stafiloferrin A (35)’daki D—ornitin

kopriisiiniin yerini rizoferrin (37)’de putreskin almistir.
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Gli¢lii viriilan olan Yersinia enterocolitica H1852a susundan yersiniabaktin (39)
adinda bir siderofor izole edilmistir.'*> Bu yeni bilesik bir benzen ile bir tiyazolidin ve
iki tane de tiyazolin halkasindan meydana gelmektedir. Demir ve galyum gibi ii¢

degerlikli katyonlarla oldukca saglam kompleksler olusturmaktadir.
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Bu metodla ayrica ferrioksamin tipi siderofor olmayan fungal ferrikrom-

hekzapeptitler de izole edilmistir.'”
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2.7.1.4. Aktinomisetlere Ozgii Hiicre Farkhlasmasi Siirecinde Sekonder

Metabolitlerin Taranmasi

Aktinomisetler karmagik farklilagsma olusumlar ile karakterize edilebilirler. Bu
siiregleri etkileyen metabolitlerle ilgili arastirmalar yaygin onem arz etmektedir. Ciinkii
bu caligmalar aktinomisetlerin yasam dongiilerinin diizenlenmesi ile ilgili fikir
vermektedir.

Prof. Ziahner’in ekibindeki Prof. Heinz Wolf Streptomyces’lerde hava
misellerinin olugumunu uyaran bilesikleri saptamaya yarayan bir tarama sistemi
gelistirilmis ve Streptomyces griseoflavus W-384’den yeni bir peptit-lakton antibiyotik
olan hormaomisin (40)’i izole etmi§tir.134’135 Hormaomisin (40) bu mikroorganizma-
larda sadece hava misellerinin olusumunun uyarilmasindan sorumlu degil ayn1 zamanda

antibiyotik tiretiminin baslatilmasina da neden olmaktadir.
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Germisidin A (41) ve B (42) Streptomyces viridochromogenes NRRL
B-1551"den izole edilmistir.'*® Germisidin A (41) Streptomyces tiirlerinde spor

germinasyonunun ilk bilinen otodiizenleyici inhibitoriidiir.
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Prof. Fiedler’in ekibi nikkomisin iireten Streptomyces tendae Tii 901/8c’den
streptofaktin adinda yeni bir peptit izole etmistir. Bu biyosurfaktan Streptomycetes’lerde
hava misellerinin gelisiminde yapisal bir rol oynar ve kolonilerin ¢evresini saran su film
tabakasimin yiizey gerilimini azaltarak hava hiflerinin yukan dogru diklesmesini
destekler. Kiitle spektrometri sonuglar1 ve amino asit analizi su peptit kismin gosterir,

H,N-Leu—Leu—Ala—Val-Ala—Leu—Lys—Thr
ve ayrica yeri tam olarak belirlenememis ikinci bir valin kalintis1 iceren 1021 daltonluk
molekiiler kiitleye sahiptir. Streptofaktin yapisal ve otodiizenleyici fonksiyonlar

tanimlanmis ilk peptittir. 137

oH OH
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2.7.1.5. Kendiliginden Renkli Sekonder Metabolitleri ITK ile Kimyasal

Tarama

Streptomyces suslarinin miselleri ve kiiltiir filtratlarindan elde edilen konsantre
ekstraktlar silika jel kapli ITK tabakalari yardimiyla ayrilabilirler. Her bir sustan elde
edilen ekstraktin ITK iizerinde renkli goriilen spotlari aragtirilabilir. Bu yontem cesitli
yeni antrakinon, fenazin ve polien antibiyotiklerin belirlenmesine olanak saglamistir.

En 6nemli sekonder metabolit olan Urdamisin A—F (43—48) bilesiklerinin kesfi
bu metod ile gergeklestirilmistir. Streptomyces fradiae Ti 2717 nin irettigi bu yeni
angusiklin antibiyotikler Gram-pozitif bakterilere karst biyolojik aktivite ve murin

L1210 16semi kok hiicrelerine kars1 giiclii bir sitotoksik aktivite gtistermektedir.m_142
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Streptomyces griseoflavus ssp. thermodiastaticus Tii 2484’den izole edilen ve

herhangi bir biyolojik aktivitesi gozlemlenmemis para-kinon metabolitleri olan

cinnakinon (49) ve di—cinnakinon (50) bilesikleri izole edilmistir.'*>'**

0
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Koyu yesil renkli olan Esmeraldin A (51) ve B (52) bilesikleri Streptomyces
antibioticus 2706 susundan izole edilmistir. Sefanik asit familyasinin iki fenazin
kalintistnin kondensasyonu sonucu olusan bu bilesiklerin hic biri antibakteriyel aktivite
gostermemistir fakat esmeraldin B (52), c¢esitli tiimor hiicre serilerine karsi sitotoksik

aktivite gdstermistir. 143
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Streptomyces violaceus Tii 3556’dan izole edilen yeni naftokinon kompleksi
naftgeranin A—D (53-56) bilesikleri ile naftgeranin (57) bilesigi izole edilmistir.
Naftgeranin A (53) ve B (54)’nin zayif antibakteriyel ve antifungal etki gostermesine
karsin A (53), B (54) ve C (55) tiirlerinin degisik tiimor hiicrelerine karsi orta diizeyde
sitotoksik aktivite gosterdigi belirlenmistir. Tii 3556 susunun yeni naftokinon bilesikleri

olan nafteritrin D—F (58—60)’yi de iirettigi saptanmlstlr.146
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Bacillus subtilis’e kars1 antibakteriyel aktivite gosteren acik yesil renkli polien
karboksilik asit olan serpenten (61) Streptomyces sp. Tii 3851°den izole edilmistir. Bu
molekiillerde benzen halkasinin molekiiliin ortasina yakin olusu bu molekiil yapilarim

onemli kilmaktadir.'¥’

COOH

61

2.7.1.6. Floresan Ozellikteki Sekonder Metabolitleri ITK ile Kimyasal

Tarama

UV 15181 altinda ITK tabakalari iizerinde mavi floresan 6zellik gosteren iki yeni
metabolit belirlenmistir. Streptomyces parvulus Tii 2480’den izole edilen Tii 2480 F,
(62), Tu 2480 F; (63) ve Tii 2480 F, (64) olarak adlandirilan floresan piridindolol
gilikosid bilesiklerinde herhangi bir biyolojik aktivite gdzlenmemistir.'**

Streptomyces antibioticus ssp. griseorubinosus Tii 1661°den izole edilen ve yeni
siklopeptit antibiyotik grubunun iiyeleri olan floresan karaktere sahip depsiklorin A—D
(65—68) bilesiklerinin Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilere karsi biyolojik aktivite

gosterdigi g(izlemlenmistir.m’150
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2.7.1.7. ITK ile Kimyasal Tarama ve Ehrlich Reaktifi

Ehrlich reaktifi genel olarak primer aminler ile reaksiyon verir ve ITK tabakasi
tizerinde birkag saniye igerisinde kirmizi-viyole zonlar olusturur.

Bu reaktif, piridindolol glikozidlerini iireten Streptomyces parvulus Tii 2480’ den
izole edilen ve aktif olmayan pirol-3-il-2—propenoik asit (69) ile pirol-3—il-2—
propenamid (70) sekonder metabolitlerinin belirlenmesinde basarili bir sekilde
kullanilmustir.'!

Pirolam grubu Streptomyces olivaceus Tii 3082’ nin biyosentetik olarak iirettigi
dort yeni pirolozidinon’lardan (pirolam (71), pirolam A—C (72—74)) olusmaktadir.
Antibakteriyel ve antifungal aktivite gOstermemelerine karsin bugday ve piring
fidelerine kars1 zayif herbisidal aktivite gostermektedirler. Pirolam (71), Brachydanio

rerio baliginin embriyonik gelisimini etkilemektedir.'*
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69 R=0H 71 72 R=O0OH

70 R=NH, 73 R=0CH;

74 R= O=CH—O—€H2—CH3
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Streptomyces viridochromogenes Tii 2580’nin iirettigi obsurolide A, (75) ve
A3 (76), phosphodiesteras inhibitorlerinin yeni bir sinifin1 olusturmakta, ayn1 zamanda
bakteri, maya ve lifli mantarlarin biiyiimesine karst herhangi bir inhibisyon
gostermemektedir. 153

Streptomyces sp. Tii 3946’dan izole edilen yeni fenilpentadienamid’ler
(5—(4—aminofenil)penta—2,4—dienamid (77) ve NZ—[5—(4—amin0fenil)penta—2,4,dienoil]
—L—glutamin (78)) Ehrlich reaktifi ile ITK tabaka iizerinde portakal renkli bir bant
olarak belirlenmistir. Her iki sekonder metabolit de antibakteriyel ve antifungal etki

gtistermemektedir.15 ¢
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2.7.1.8. iITK ile Kimyasal Tarama ve Mavi Tetrazolium Boyar Reaktifi

Mavi tetrazolium boyar reaktifi, steroidler ve indirgeyici bilesikler i¢in oldukca
spesifik bir tiirevlendirici reaktiftir. Etkilestikleri bilesikler ile ITK tabakas1 iizerinde
151k altinda mavi veya viyole renkli zonlar olusmasini saglar.

Mavi tetrazolium reaktifi kullanilarak Streptomyces aurantiogriseus Tii
3149’dan izole edilen bir bilesik yesil-portakal renkli bir bant halinde belirlenmistir.
Streptomyces glaucescens’te hava misellerinin ve spor olusumunun uyarilmasini
saglayan bilesik differolid (79) olarak isimlendirilmistir. izole edilen bu bilesik bakteri,
maya ve lifli mantarlarin bityiimesi iizerine herhangi bir inhibitor etki gostermemistir.'*

Mavi tetrazolium reaktifi ile renkli bir bant olusturan bir diger bilesik olan
(28,3R,4R,6R)-2,3,4—trihidroksi—6—metilsiklohekzanon (80) Streptomyces albus Tii
3226 ve Streptomyces phaeochromogenes ssp. venezuelae Tii 3154°den izole edilmis,

bakteri ve mantarlara kars1 biyolojik aktivite gdstermemistir.'*®
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Streptomyces olivaceus Tii 3010’dan tiyotetronik asit yapisindaki dogal
bilesiklerin yeni bir iiyesi olan (25)—4—etil-2,5—dihidro—3—hidroksi—2—[(1E)—2—metil—
1,3—-butadienil]-5—okzo—2—thienilasetamit (tiyotetronik asit Tii 3010 (81)) izole
edilmistir. Bu bilesigin 6zellikle Streptomyces suslarina kars1 antibakteriyel etkiye sahip
oldugu belirlenmistir."’

Streptomyces griseoflavus Tii 2880’den manumisin grubunun yeni iiyesi olan
acik yesik renkli colabomisin A—C izole edilmistir. Mavi tetrazolium ile kahverengi
bant, vanilin-siilfiirik asit ile koyu viyole ve molibdatfosforik asit ile siyah bantlar
vermesi izole edilen bilesiklerin indirgeyici 6zellikte oldugunu gdstermektedir. Ana
bilesik olan colabomisin A (82) Gram-pozitif bakterilere kars1 biyolojik olarak aktiftir

ve murin L1210 I6semi kok hiicrelerine karsi sitotoksik aktivite g(istermektedir.158’159

81 82




41

Prof. Fiedler’in Hoechst AG ile isbirligi icerisinde yapmis oldugu calismalarda
Streptomyces griseoviridis FH-S 1832 ekstraktlarindaki 7 Musasin bilesigini ITK ile
belirlemislerdir. Bilesiklerin mavi tetrazolium kloriirle mavi-viyole renkli bir bant
olusturdugu, anisaldehit, orsinol ve Ehrlich reaktifleri ile de renkli bantlar verdikleri
tespit edilmistir. Bu yedi bilesikten altisinin yeni bilesik oldugu belirlenmistir. Musasin
A-F (83-87) olarak adlandirilan bu bilesiklerden musasin C (85)’nin Caenorhabditis
elegans ve Trichostrongylus colubriformis’e kars1 anthelmintik aktivite gosterdigi rapor

edilmistir.'®
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2.7.1.9. ITK ile Kimyasal Tarama ve Anisaldehit, Orsinol Reaktifleri

Sekerler, steroidler ve terpenler anisaldehit-siilfiirik asit reaktifi ile belirlenebilir.
Bu reaktif ile piiskiirtme isleminden sonra ITK tabakalar1 1sitildiginda koyu sari renkli
zemin iizerinde viyole, mavi, yesil gibi cok degisik renkte bantlarin olustugu
goriilmektedir.

Mavi tetrazolium kloriir ile ITK tabakasi iizerinde mavi viyole musacin
bantlarinin goriildigi Streptomyces griseoviridis FH-S 1832’den elde edilen ekstraktin
ITK tabakasi anisaldehit ve orsinol reaktifi ile renklendirildiginde daha diisiik R, degerli
baska spotlar olugsmustur. Bu spotlarda Sineromisin B’ye ek olarak makrolid
antibiyotiklerin sineromisin grubuna ait ii¢ yeni iiyesi olan Dehidrosineromisin B (88),
Oksisineromisin B (89) ve 2,3-dihidrocineromisin B (90) izole edilmistir. Bu bilegikler
Gram-pozitif bakterilere kars1 zayif aktivite gostermis olup baska herhangi bir biyolojik

aktivite gostermedigi belirlenmistir.'®

2.7.1.10. iTK ile Kimyasal Tarama ve Vanilin-Siilfiirik Asit Reaktifi

Vanilin-siilfiirik asit nispeten spesifik olarak yiiksek yapili alkoller, fenoller ve
steroidler ile reaksiyon vermekte ve ITK tabakasinda donuk zemin iizerine renkli
bantlar olusturmaktadir.

Colabomisin bilesiklerini iireten Streptomyces greiseoflavus Tii 2880 susunun
misellerinden 2880-II (91) olarak adlandirilan bir diger bilesik ITK tabakasi iizerinde

vanilin-siilfiirik asit reaktifi ile koyu kahverenk olusturan bir spot olarak belirlenmistir.
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Ferulik asit benzeri olan bu bilesik antibakteriyel ve antifungal etki
gostermemektedir.'®!
(3S,8E)-1,3-dihidroksidek-8-en-5-on bilesigi tireticisi Streptomyces fimbriatus
Tii 2335’ten izole edilen (3S,5R,6E,8E)-deka-6,8-dien-1,3,5-triol (92) ve (3S,6E,8E)-
1,3-dihidroksideka-6,8-dien-5-on (93) bakteri ve mantarlara kars: inaktiftir.'®*
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2.7.1.11. Polistiren Recine Fermantasyonu ile Yeni Sekonder Metabolitlerin

Taranmasi

Mikroorganizmanin biiyiimiis oldugu kiiltiir ortamina tercihen biiyiime fazinin
sonunda eklenen apolar karakterdeki XAD-16 veya XAD-1180 polisitiren recineleri
kararsiz ara iirlinleri veya mikroorganizmanin iirettigi bir metabolitin {ietimini uyaran
bilesiklerin adsorpsiyonuna olanak saglar.

Naftgreanin ve nafteritrin bilesiklerini iireten Streptomyces violaceus Tii 3556
susunun {iretildigi kiiltiir ortamina 36. saatten sonra XAD-1180 ilave edildigi zaman
yeni seri nafteritrin A—C (94—-96) bilesiklerini sentezledigi tespit edilmistir. Ana bilesik
olan nafteritrin A (94) ve B (95) Gram-pozitif bakterilere karsi biyolojik aktivite

gosterirken mantarlara kars1 zayif bir aktivite gosterdigi belirlenmistir.'®*



44

Aym sartlar altinda fermante edilen Streptomyces exfoliates Tii 1424’{in iirettigi
eksfoliamisin (97), 3-O-metileksfoliamisin (97) ve anhidroeksfoliamisin (99) adindaki
tic yeni naftokinon antibiyotiklerinin Gram-negatif bakterilere ve mantarlara karsi
duyarlilik  gostermezken Gram-pozitif bakterilerin  biiylimesini inhibe ettigi

saptanmustir,' 1%
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2.7.1.12 Fotoiletken Dedektorliit HPLC ile Yeni Sekonder Metabolitlerin

Taranmasi

Fotoiletkenlik dedektorii UV spektroskopisinden tamamen farkli bir tanima
tinitesine sahiptir ve HPLC ile analiz edilecek mikroorganizma ekstraktlar1 ve kiiltiir
filtratlarindaki yeni sekonder metabolitlerin tayinine olanak saglamaktadir.

Nokardamine’in yam sira klorotirisin, juglomisin A ve B, ketomisin, nikkomisin
Z (28) ve J bilesiklerini iireten Streptomyces antibioticus Ti 99 fotoiletkenlik
dedektorlii HPLC ile yeniden taranmistir. Bu metod ile Tii 99—1 (100), Tii 99-2 (101),
Tii 99-3 (102) ve Tii 99—4 (103) olarak adlandirilan dort yeni biitenolid tayin edilmistir.
Bu bilesiklerin Pseudomonas aeruginosa’ya kars1 zayif bir antibiyotik aktivite ve
Serratia marcescens’ten elde edilen kitinaz enzimine karsi ise zayif bir inhibisyon etkisi

gosterdigi tespit edilmistir.'*

OH oH 4 OH oH o
| o | o
OH OH

100 101 102 103

2.7.1.13 Diyot-Array Dedektorliit HPLC ile Yeni Sekonder Metabolitlerin

Taranmasi

Bu metod klasik kimyasal tarama prosediiriiniin modifikasyonu olarak ortaya
cikmigtir. Giinlimiizde, bilgisayar destekli DAD ile kombine oldukca etkin ters faz
HPLC (HPLC-DAD) teknigi, ITK ve renklendirici reaktiflerle yapilan kimyasal
taramanin yerini almis durumdadir. Ticari olarak satilan antibiyotikler ve dogal bilesik
kimyast alaninda calisgan arastirma gruplarinin  aktinomiset suslarmin  yeni
izolatlarindan elde ettikleri ham ekstraktlar ve kiiltiir filtratlarindan izole etmis olduklari
sekonder metabolitler, HPLC’de standardize edilebilmektedir. Referans ve biyolojik
orneklerin UV-vis spektrumlarnt ve alikonma zamanlari, HPLC-UV-vis veri

bankalarinin kiitiiphanelerinde kaydedilmis durumdadir."” Bu teknikten ilk olarak
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biyosentetik metabolizmanin ara {iriinlerinin tayini ile bloke mutantlarin
karakterizasyonunda faydalanilmaktaydi ve 1990’dan beri yeni izole edilmis
mikroorganizmalardan yeni sekonder metabolitlerin belirlenmesinde kullanilan bir
tarama metodu haline geldi.

Streptomyces olivaceus Tii 2353’1in ham ekstraktindan bes tane yeni bilesik olan
elloramisin B-F (104-108), HPLC-DAD ile tayin edilmis ve yapilar1 belirlenmistir.
Elloramisin’lerin tamaminin Streptomyces’lere karst giiclii  aktivite gosterdigi

bilinmektedir. Gram-pozitif bakterilere kars1 daha az metillenmis olan elloramycin B

(104)’nin en iyi aktiviteyi gosterdigi belirlenmistir,lﬁzmg
Rl R2 R3 R4
104| H H H CH;
105| H CH; CH; H
1) 106 | H CH; H CH,
~
OR 108 | OH CH; CH; CH,

107

Elloramisin bilesiklerini de {iireten Strepromyces olivaceus Ti 2353-R’nin
bloklanmig bir mutantindan yeni tetrasenomisin B3 (109) ve D3 (110) bilesikleri izole

edilmis ve yapilan aydinlatilmistir. Ana bilesik B; (109) Gram-pozitif ve Gram-negatif
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bakterilere kars1 antibiyotik olarak aktivite gostermezken D3 (110) Bacillus subtilis ve
Arthrobacler aurescens’e karsi orta diizeyde aktivite gostermektedir.'®

Yedi adet fenazin bilesigi Streptomyces antibioticus Tii 2706’dan izole
edilmistir. Safenamisin, safenik asit ve tubermisin B’nin haricinde ii¢ yeni fenazin,
6—asetilfenazin—1—karboksilik asit (111), safenik asit metil eter (112) ve sekiz farkli yag
asiti esterinin baglandig bir safenil grubu (safenil yag asidi esterleri (113)) HPLC-DAD

ile tayin edilmistir.'™

(0] o 0\
RO OH
N
N
~ AN
OH _
N N/
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COOH

COOH
109 R=CH; 111 112
110 R=H
A R = 12-metiltridekanoik asit
0 R B R =tetradekanoik asit
T D R = 12—-metiltetradekanoik asit
NS 0 E  R= l4-metiltridekanoik asit
— G R =hekzadekanoik asit
N I R = 14—metilhekzakanoik asit
COOH J R =doymamis C; asit
K R = 16—metilheptadekanoik asit
113

HPLC-DAD ile yapilan bir diger basarili calismada ise Streptomyces tendae Tii
901 mutantlarindan yeni nikkomisin bilesikleri tanimlanmastir. Nikkomisin’lerin
biyosentetik yoluna yeni bakis acist getirilmesinde ve yapi aktivite iligkileri iizerine
yapilan ¢alismalarin yogunlagmasina olanak saglayan bu metod ile 20 yeni nikkomisin
bilesigi tanimlanmustir.'”'™'”® Nikkomisin bilesiklerini iireten Streptomyces tendae Tii

901 susu modifiye edilmis besiyeri ortaminda iiretildiginde juglomisin grubunun bir
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tiyesi olan juglomisin Z (114)’yi sentezlemistir. Bu gibi naftokinon antibiyotikler
mayalara, Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilere karsi biyolojik aktivite
gostermektedir.'”

Streptomyces viridochromogenes Tii 2580’den ana bilesik olarak izole edilen
obskurolid A, ve Aj’iin haricinde sekiz yeni obskurolid (A; (115), A, (116) B, (117), B;
(118), B, (119), C (120), C, (121) ve D, (122)) izole edilerek tanimlanmustir.
Fosfodisterez aktivitesi deneylerinde en aktif obscurolid’in B4 oldugu belirlenmistir.

Obscurolid’lerin tamaminin bakteri, maya ve lifli mantarlarin biiylimesi {izerine inhibe

edici herhangi bir etkisinin bulunmadig1 gézlemlenmistir.'>'*
OH O
COOH
114
0]
0]
o)
o)
) = O
R N
H \
HO HO
115 R=COOH 117 R=CHO
119 R =CH,0CH;
o) 0]
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OH o)
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) < > i >/‘_< }E
0) 0)
HO o)
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Naftgeranin iireten Streptomyces violaceus Tii 3556’dan tubermisin B ve

1—fenazinkarboksilat’in yam sira daha once dogal iiriin olarak izole edilmemis olan

1—(3—indolil)-2,3—dihidroksipropan—1—on (123) ile naftgeranin F (124) bilesigi de izole

edilmistir. Naftgeranin F (124), naftgeranin C gibi Gram-pozitif bakterilere kars1 benzer

bir antibakteriyel aktivite gosterirken, 1—(3—indolil)-2,3—dihidroksipropan—I—on (123)

ise herhangi bir aktivite gdstermedigi belirlenmistir.'®'

OH
OH

TZ,

OH O

123 124

Kinoksalin grubu antibiyotiklerin yeni bir iiyesi olan echinoserin (125)

Streptomyces tendae Tii 4301 susundan izole edilerek tanimlanmistir. Bu yeni bilesik

echinomisin’in asiklik bir formudur fakat biyosentetik bir 6ncii madde degildir.

Echinoserin (125), echinomisin’den daha diisiik antibiyotik aktivitesi gtistermektedir.182
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Yeni bir simnif sekonder metabolit olan dioksolid (dioksolid A (126), B (127)
D (128) dehidrodioksolid A (129) ve B (130))’ler Streptomyces tendae Tii 4042’ nin
kiiltir filtratlarindan izole edilerek tanimlanmistir. Alisilagelmisin disinda siibstitiie
olmus dioksolan halkas1 iceren dioksolidlerin yaninda dogal bir iiriin olarak daha 6nce
tanimlanmamis olan para-hidroksibenzamid (131)’de tayin edilmistir. Bu bilesiklerin
hicbirinin Gram-pozitif, Gram-negatif bakterilere, maya ve lifli mantarlara karsi
herhangi bir biyolojik aktivite gdstermedikleri belirlenmistir.'®

Streptosporangium cinnabarinum ATCC 31213’den izole edilen ve Lemna
minor’e kars1 herbisidal aktivite gosteren 1-hidroksi—4—metoksi—2—naftoik asit (132)
HPLC-DAD yéntemiyle belirlenen diger bir yeni bilesiktir.'**

Yeni bir sekonder metabolit olan spirofungin (133) Streptomyces violaceusniger
Tii 4113 susunun kiiltiir filtratindan saflastirilmistir. Poliketit-spiroketal yapisina sahip
bu bilesik 6zellikle mayalar olmak {iizere cesitli antifungal aktiviteye sahip oldugu

belirlenmistir.'®

Os_NH, O~_ _OH Os_NH,
Os_NH,
0 0 0
O AL O NN N} O v
N N
H OR H OR
126 R=H 128 129 R=H 131
127 R=COCH; 130 R =COCH;
OH O N ¥ 0
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Yeni bir grup olan, 36 iiyeli poliol makrolid antibiyotikler olarak kanchanamisin
A (134), C (135) ve D (136) Streptomyces olivaceus Tii 4018 susundan izole edilerek
yapilar aydinlatilmistir. Bu bilesiklerin antibakteriyel, antifungal etki gosterdikleri ve
ozellikle Pseudomonas’a karsi etkili oldugu belirlenmistir. '8¢ Ayn1 sustan izole
edilen ve bir yag asidi olan (E)-4-oksonon-2-enoik asit (137) ozellikle Staphylococcus
aureus olmak iizere degisik Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilere karsi
antibakteriyel aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Fakat Paecilomyces variotii harig
diger mantarlara ve mayalara kars1 aktivite gostermedigi belirlenmistir.'®®

Streptomyces viridochromogenes Tii 6040’1n kiiltiir filtratindan (2E,42)-
dekadienoik asit (138) ve (2E,4Z,77)-dekatrienoik asit (139) ilk kez dogal iiriin izole
edilmistir. Bu yag asitlerinin Lemna minor ile Lepidium sativum’a kars1 giiclii herbisidal

aktivite gostermis olduklart saptanmlstur.189
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E NH
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Amycolatopsis sp. NNO 21702 susundan tiglolanmis tiglosid (140) adinda yeni

bir bilesik bulunmustur. Bu sekonder metabolit daha Oncesinde aktinomiset
suglarindan izole edilmeyen alisilmisin disinda bir yapisal ozellik sergilemektedir.
Yapilan biyolojik aktivite denemelerinde herhangi bir biyolojik aktivitesine
rastlanmamusgtir. 190

Nonomuria sp.’nin misel ekstraktlarimin HPLC-DAD ve HPLC-ESI-MS
yardimiyla yapilan taramalarinda mavi renkli sekonder metabolit olan kyanomisin (141)
belirlenmistir. Antrasiklin—fosfotidiletanolamin hibridi olan bu yap1 olduk¢a zayif

antimikrobiyal aktivite sergilemistir.191

C

H

13-167727-33

140 141

Yeni bir grup olan simosiklinonlar Streptomyces antibioticus T 6040’1n
fermantasyonu sirasinda izole edilerek tanimlanmistir. Bu grup, yeni dogal hibrid
poliketit antibiyotiklerden olup tetraen yan zincirli olagan dis1 angusiklinon halkasi ve
bir kumarin halkas1 icermektedir. UV-vis spektrumlari gbéz Oniine alindiginda
simosiklinon A (142), B (143), C (144) ve D (145) serilerine ayrildig1 belirlenmistir. D
(145) serisinde yer alan bilesiklerin Gram-pozitif bakterilere ve bazi tiimor hiicrelerine

kars1 aktivite gosterdigi belirlenmistir.'**™"
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2.7.2. Yonlendirilmis Fermantasyon ile Yapisal Cesitliligin Artirilmasi

2.7.2.1. Safenamisin ve Esmeraldin’lerin Biyomodifikasyonu

Streptomyces antibioticus Tii 2706, antibakteriyel ve antitimor aktivite gésteren

ve bir fenazin bilesigi olan safenamisin (146) ile sitotoksik aktivite gosteren esmeraldin

B (52)’yi iiretmektedir. Esmeraldin, bir molekiil safenik asit ve bir molekiil

safenamisin’in kondensasyon iiriiniidiir. Safenamisin, safenik asidin metilsalisilik esteri

oldugu icin esmeraldin B (52)’de aym1 metilsalisilik asit yan zincirini icermektedir. Tii

2706 susu fermantasyon sirasinda metilsalisilik asitin tiirevleriyle beslendiginde yan

zinciri modifiye olmus esmeraldinler ve safenamisinleri iirettigi belirlenmistir.

Asetilsalisilik asit, 3—metilsalisilik asit, 4—metilsalisilik asit, S—florosalisilik asit,

S5—klorosalisilik asit ve 5—bromosalisilik asit ile besleyerek yapilan biyomodifikasyon

sonucunda alt1 yeni safenamisin ve alt1 yeni esmeraldin bilesigi tayin edilmigtir.'”®
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Sefanamisin tiirevlerinin tamaminin degisik oranlarda antibakteriyel etki
gostermesine ragmen sadece 4-metilsafenamisin’in, safenamisin (146) kadar yiiksek
aktiviteye sahip oldugu ve iiriner mesane karsinoma hiicrelerine karsi sitotoksik
aktivitelerinin safenamisin (146)’den daha diisiik oldugu belirlenmistir. 4—metil— ve
S5—floro—esmeraldin B’nin, esmeraldin B (52)’ye nazaran daha genis spektrumlu ve daha
yiiksek antibakteriyel etkiye sahip olduklar belirlenmistir. Tiimor hiicrelerine karsi ise
S5—metilesmeraldin B’nin, esmeraldin B (52)’den daha fazla sitotoksik aktivite

gosterdigi tespit edilmistir'*®

2.7.2.2. Rizoferrinlerin Biyomodifikasyonu

Rizoferrin (38), 1,4—diaminobutan iizerinden iki amit bag ile iki molekiil sitrik
asidin bagli oldugu basit bir molekiil olmasina ragmen olduk¢a iyi metal baglama
ozelligi ve degisik mikroorganizmalar tarafindan kolayca pargalanabilmesinden dolay1
biyoteknolojide uygulama potansiyeline sahiptir. Cunninghamella elegans mantarinin
rizoferrin (38) iireten biyosentetik enzimlerinin, farkli zincir uzunluguna sahip diamin
bilesikleri ile modifiye sitrik asit molekiillerinin kondensasyonu iizerine spesifik etkisi
arastirilmistir. Diamin iskeletinin zincir uzunlugundaki degisikliklerin enzimler
tarafindan yeteri kadar ve B—pozisyonundaki fonksiyonel gruplardaki farkliligin ise
kabul edilebilir diizeyde tolere edildigi anlasilmistir. Bununla birlikte o—amino asitlerin
kullanilmasinin miimkiin olmadig gozlemlenmistir. Stafilokok tarafindan iiretilen
stafiloferrin A (35)’nin biyosentezinin rizoferrin (38)’in biyosentezinden farkli oldugu
diistiniilmektedir. Cunninghamella elegans’in ne D-ornitin ile beslenmesinin ne de
ornitin dekarboksilaz enziminin inhibe edilmesinin stafiloferrin A biyosentezine neden
olmadigi anlasilmistir. Yonlendirilmis fermantasyon teknigi ile Cunninghamella
elegans mantarinin diamin grubundaki farkliliklara gore sentezledigi A serisin (147)’de
bes farkli bilesigin oldugu ve 1,5—-diaminopentan iizerinden farkli tiir sitrik asit
molekiillerinin bagh oldugu B serisin (148)’de ise dort farkli rizoferrin bilesigini
sentezledigi belirlenmistir. Elde edilen biitiin rizoferrin tiirevlerinin benzer demir

selatlama kapasitesine sahip olduklar tespit edilmigtir."*!



56

®)

®)

©)

147

NH\/\/\/ NH

WCOO
OH
Cco

HO,,,

Homorizoferrin

NH—_~ \__—NH
jSitfcoo Hofj/:f7

Norrizoferrin

NH\//\\O//\\//NH

HO,,

€00
OH
Co0

00C

~0oocC

Okzahomorizoferrin

QT:/\[:COO

HO,,

oC
oC

NH

2—-Metilhomorizoferrin

(0]

CO0~

OH

COO™

HO

~00C

~00C

2—-Okzorizoferrin

/,I'

@}

O

e}

0 NH\/\/\/ NH

Monodesokzirizoferrin

o) NH__~_~_M 0

CcCoO H

H ~00C

coo 00C
Didesokzirizoferrin

o NH__~_~_-MH 0

COoO~ H,,

~00C

coo  00C

Monometilmonodesokzirizoferrin

o NH__~_~_-MH 0
Ccoo~
elele
coo  ~00cC

Dimetildidesokzirizoferrin




57
2.8. DEREPLIKASYON KONSEPTI

Modern metodlarin var olmasina ragmen, dogal bilesiklerin izolasyonunun ve
yapilarinin aydinlatilmasinin zaman alici ve de pahali islemler dizini gerektirdigi
olduk¢a aciktir. Bilinen bilesikler ile bilinmeyenleri ayirt edebilmek igin
“dereplikasyon” onemli bir asamadir ve bilinen bilesiklerin bu siirecin ilk agsamalarinda
siire¢ dis1 birakilmasina yardimci olmaktadir.

Bu metodun temel prensibi karisim igerisindeki bilesenlerin verilerinin
literatiirlerdeki benzer saf metabolitlerin verileri ile karsilastirmaktir. islem UV veya
MS verileri ve HPLC alikonma zamanlarinin uygun referans verileri ile karsilagtirilmasi
temeline dayanmaktadir."'” Referans verilerini olusturmak icin giivenilir ornek var ise,
bu metodla sadece az miktarda 6rnek ile tekrarlanabilir sonuglar elde etmek miimkiin
olabilmektedir. Eger bilinen analoglardaki benzer kromoforlar ve fragmentler taranan
metabolitte mevcutsa, UV verileri ve MS fragmentlerinden bilinmeyen metabolitin
tanimlanmasinda faydalanilabilir. Bakterilerden izole edilen 1000’den fazla bilesigin
ESI-MS/MS verilerinin bulundugu veri tabanlart mevcuttur. Bakteri kiiltiirlerinden elde
edilen ham ekstraktlardaki bilinen dogal bilesikler bu metod yardimiyla kolayca elimine
edilebilir. Bu metodlarin uygulanmasi yeni biyolojik ve farmakolojik olarak aktif
maddelerin bulunmasinda oldukca 6nemlidir.

Tam bir ornek seti elde etmek ve biitiin deneysel islemleri ayn1 sartlar altinda
gerceklestirmek pek miimkiin olmadigr igin, literatiirlerdeki referans verilerinin
kullanilmasi zorunludur. Eger 1 boyutlu NMR (1D NMR) verileri mevcutsa veritabani
arastirmasindan faydalanilarak yap1 aydinlatilabilir. Bu durumda maddenin yeteri kadar
saf olmasi1 gerekmektedir.

Veritabanlari ile UV, NMR verileri ve molekiillerle ilgili diger bilgiler bilgisayar
yardimiyla karsilagtirilabilir.'’ Dogal bilesiklerin verilerinin bulundugu en kapsaml
kaynak, bitkiler dahil tiim dogal kaynaklardan elde edilen metabolitlerle ilgili bilgileri
iceren “Dogal Uriinler So6zliigii” (DNP “Dictionary of Natural Products™)’diir.”*
Georg—August Universitesi Gottingen/Almanya’da Prof. Dr. Hartmut LAATSCH
tarafindan hazirlanan “AntiBase” veritaban1 mikrobiyal iiriinlerden elde edilen
metabolitlerin dereplikasyon isleminde hizli ve giivenli bir sekilde kullanilmaktadur.”
Yeni bir bilesik bulunmasi durumunda veritabam kullanilarak, bulunan bilesigin hangi

bilesik sinifina ait oldugu veya nasil bir molekiil iskeletine sahip olduguna dair oldukga
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yararl ve yol gosterici bilgilere ulagilabilir. Son olarak Chemical Abstract (CA) diinya
capinda verilerin bulundugu en kapsamli veri bankasidir ve nihayetinde bulunan yapinin
gercekten yeni olup olmadigina burada yapilacak tarama ile karar verilebilir. Teknik
nedenlerden otiirii ana yapinin kii¢iik fragmentlerinin aragtiritlmast miimkiin degildir.
HPLC-NMR ve HPLC-MS/MS dedeksiyon metodlarindaki giincel gelismeler
son zamanlarda ham bitki ekstraktlarinin, biyolojik matrikslerin ve su alt
mikroorganizmalarindan elde edilen ekstraktlarin taranmasinda yeni stratejilerin
gelistirilmesine yol acmistir. Bilesiklerin ¢ogu termal olarak kararli oldugundan dolay1
HPLC-ESI-MS/MS teknigi, cok bilesenli bir karigimda yiiksek secicilik ve duyarlilikla
bilinen molekiillerin tanimlanmasinda segilecek metod olarak yerini almugtir."”* 2% Saf
bilesiklerin mutlak konfigiirasyonunu “circular dichroism” (CD) spektroskopisi ile teyit

etmek miimkiindiir.”"!

2.9. ONCEKi CALISMALAR

Streptomyces tiirleri aerobik ve Gram-pozitif saprofitler olup, yogun olarak
vejetatif ve hava miselleri meydana getirmektedirler. Kompleks bir yasam dongiileri
vardir. Iyi iireme kosullarinda funguslardakine benzer bir sekilde cok hiicreli genis
miseller olustururlar. Besin yetersizligi gibi stres kosullarinda bu vejatatif miseller
(substrat miselleri) farklilagsarak hava misellerini meydana getirirler.3 * Farklilasmanin
bir sonraki adiminda, hava misellerinden bolmelerin olusmasi ile karakteristik uzun
artrospor zincirleri meydana gelir.202 Heniiz tanimlanmayan bir sinyal yardimiyla
sporlar yeniden germine olmaya baslalr.3 4

Aktinomisetler, dogal polimerleri par¢alama yeteneklerinden otiirii toprak
ekolojisinde ©Onemli bir rol oynarlar. Mezofilik ve termofilik aktinomisetler,
parcalayabilecekleri seliiloz, hemiseliiloz ve lignin gibi bitki polimerlerinin bulundugu
bolgelerde oldukca aktiflerdir. Topraktaki diger yararli aktiviteleri ise fungal
hastaliklara karg1 aktivitelerinin olmasindan dolayidir. Kok cevresi (rizosfer)’nde
bulunan aktinomisetlerin gerek kalitatif gerekse kantitatif olarak 6nemli oldugu ve bitki

koklerini patojenlerin istilasina karsi korudugu gdsterilmistir.zo3



59

Simdiye kadar kesfedilmis dogal antibiyotiklerin ¢cogu aktinomisetler tarafindan
iiretilmis olup bu kullamish antibiyotikler icin taramalar hala devam etmektedir.”*
Aktinomisetler icerisinde Streptomyces cinsinin tiirleri genis varyetede ve miikemmel
kapasitede biyoaktif madde iireticisi olarak dikkat cekmektedirler. Bu nedenle nadir
bulunan ve yaygin olmayan Streptomyces tiirlerinin izolasyonu ve teshisi dogal
iiriinlerin kesfinin ¢ok énemli bir parcasidir.”® 16S rRNA genlerinin sekans verileri
Streptomyces’lerin sistematiginde cok degerli bir 6neme sahiptir ve yeni izole edilen

Streptomyces tiirlerinin teshisinde yogun olarak kullaniimaktadir.**

Streptomyces
griseus tarafindan iiretilen ve tiiberkiiloza kars1 etkili olan streptomisin, Streptomyces
antibioticus’un  Urettigi oleandomisin Streptomyces cinsinin {iiyeleri tarafindan
sentezlenen antimikrobiyal bilesiklerden bazilaridir. Ayrica Streptomyces peuceticus’un
tirettigi daunomisin (6), Streptomyces verticillus’un {irettigi bleomisin A, (7) ve
Streptomyces avermitilis tarafindan {iretilen avermektin antitiimor etkileri oldugu
bilinen biyoaktif bilesiklerdir.

Topraktan izole edilen ve 16S rRNA genleri kullamilarak teshis edilen
Streptomyces sp. US24’tin Gram-pozitif ve -negatif bakterilere kars1 giiclii inhibisyon
etkisi gosteren iki bilesik iirettigi tespit edilmistir. En yiiksek antibakteriyel aktivite,
eser minerallerin varliginda ve tek karbon kaynagi olarak % 1 nisasta iceren besiyerinde
gozlemlenmistir. Bu izolatin, niddamisin ve selestisetin iireten Streptomyces caelestis
ile % 98 homoloji gostermesine ragmen, irettigi iki aktif molekiilin bu
antibiyotiklerden farkli oldugu bulunmustur. Bilesikler ekstrakte edilip, kolon
kromatografisi ile ayrildiktan sonra, aktif fraksiyonlar HPLC ile fraksiyonlandirilmus,
farkli pikler veren bilesikler ayr olarak toplanarak antibakteriyel aktiviteleri
belirlenmistir. Proton NMR spektrumlarindan yola ¢ikarak bu bilesiklerin poliketid
olabilecegi diisiiniilmiistiir.”’

2005 yilinda yapilan bir ¢alismada, arastirmacilar topraktan izole ettikleri yeni
bir aktinomiset tiirii olan Streptomyces sp. strain US80’in iirettigi antibakteriyel ve
antifungal bilesiklerini incelemislerdir. En yiiksek antimikrobiyal aktiviteyi, besiyerine
magnezyum iyonlar1 ekledikleri ve tek karbon kaynagi olarak % 1 konsantrasyonunda
glukoz kullandiklar1 zaman elde etmislerdir. US80 tiiriine ait 3 tane antimikrobiyal

molekiil saflastirilip; IR, ESI-MS, '"H ve BC/APT NMR teknikleri kullanilarak yapilar

aydinlatilmigtir. Irumamisin, X-14952 B ve 17-hidroksi—venturisidin A olarak
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isimlendirilen bu bilesiklerin test edilen iki filamentli mantar (Verticillium dahliae ve
Fusarium sp.) ve Candida tropicalis’in iiremelerini inhibe ettigi tespit edilmistir.
Bunlarin yanisira bilesiklerin, Gram-pozitif bakteriler olan Micrococcus luteus, Bacillus
subtilis ve Staphyloccus aureus iizerine inhibisyon aktiviteleri oldugu bulunmustur.””®

Deniz organizmalar1 ile beraber yasayan aktinomisetlerin antitimér ve
antibakteriyel aktivitelerinin arastirildigr bir calismada; izole edilen aktinomisetler
icerisinde en fazla antimikrobiyal ve antitiimor aktiviteyi Strepfomyces cinsine ait
tiirlerin gosterdigi bulunmustur.*”

Topraktan izole edilen Streptomyces violaceusniger’in fenotipik grubuna giren
tim iiyelerinin, denenen tiim Gram-pozitif bakterilere, mayalara ve filamentli
mantarlara kars1 genis spektrumda bir antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir.
Daha da fazlas1 bu izolatlarin antitiimor aktivitesinin kolon karsinom hiicrelerine karsi
da % 68 oldugu bulunmustur. Hayakawa ve arkadaslar1 aymi calismada izole ettikleri
102 tane Streptomyces violaceusniger tiriiniin in vitro antitimor aktivitelerini test
etmislerdir. Bunlardan % 67’sinin kolon karsinom hiicreleri olan HCT-116"ya karsi
inhibisyon aktivitelerinin oldugunu belirlemislerdir.*'°

Cao ve arkadaglar1 (2004) domatesin kokiinden izole ettikleri Streptomyces
tiirlerinin antimikrobiyal aktivitelerini test etmisler elde ettikleri tiirlerin % 21’inin
antibakteriyel % 41’inin ise antifungal metabolitler iirettigini tespit etmislerdir.
Ozellikle Streptomyces sp. strain S30’un domates fidelerini Rhizoctonia solani
patojenine kars1 korudugunu bulmuslardir.*"!

Yeni bir antibiyotik olan “naftokinon”, bir kizilaga¢ tiirli olan Alnus
glutinosa’nin nodiillerinden izole edilen bir Streptomyces tiirtinden elde edilmis olup,
Gram-pozitif bakterilere karsi antimikrobiyal aktivite gtistermektedir.212

Chu ve arkadaslar1 (2001), bir Streptomyces tiiriinden, yalnizca prokaryotlarda
bulunan ve gorevi yeni sentezlenen proteinin N-terminalinden formil grubunu
uzaklagtirmak olan “bakteriyel peptid deformilaz (PDF)” enzimini inhibe eden yeni iki
metabolit elde etmislerdir. Streptomyces fermantasyon kiiltiirlerinden izole edilip
yapilart aydinlatilarak biyolojik aktiviteleri tespit edilen bu yeni deformilaz inhibitorleri
Sch382582 ve Sch382583 olarak isimlendirilmistir.*"

2005 yilinda yapilan bagka bir calismada, izole edilen ve yeni bir tiir olarak

karakterize edilen Streptomyces psammoticus’un, SBR-22 olarak adlandirilan ve
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metisiline direncli S. aureus’lara karsi antibakteriyel etki gosteren bir poliketid
antibiyotik iirettigi gosterilmistir. Aym1 calismada antibiyotik tretimi igin kiiltiir
kosullar1 optimize edilerek, iireme ve antibiyotik tiretimi icin glukozun en iyi karbon,
amonyum nitratin da en iyi azot kaynag oldugu tespit edilmistir.*"*

Fas’tan farkli habitatlardan (endemik bitki kokleri, Atlas dagi, Sahara kumu,
nehir, gol, deniz suyu, sediment, giibre ve atik su) izole edilen 320 aktinomiset tiiriinden
32’sinin maya, mantar ve bakteriler iizerine giicli antimikrobiyal etkileri oldugu
gosterilmistir. Aktif tiirlerin % 40’nin iki endemik bitkinin rizosferindeki topraklardan
oldugu tespit edilmistir. Ozellikle polienik olmayan antifungal metabolitler iizerine
gidilerek bunlarin sferoplast rejenersyonu, ergesterol inhibisyonu ve UV-vis spektrum
ozellikleri arastinnlmistir. Bu strateji kullanilarak secilen 10 izolatin Streptomyces
cinsine dahil oldugu bulunmus olup, aktivite spektrumlarina bakildiginda tiim izolatlar
tarafindan iiretilen aktif bilesiklerin birbirinden farkli oldugu tespit edilmistir.”'

2005 yilinda Misir’da yapilan bir calismada; su, toprak ve agac kabugundan
izole edilen 25 aktinomiset tiiriiniin Gram-pozitif ve -negatif bakteriler, mayalar ve
filamentli mantarlar iizerine antibakteriyel etkileri incelenmistir. Izolatlardan 14’iiniin
test edilen bakterilerden en az biri iizerine antibakteriyel, ikisinin ise antifungal
aktivitesi oldugu tespit edilmistir. 16S rRNA genleri kullamilarak yapilan teshis
calismalarinda izolatlarin % 93’tintin Strepromyces cinsine % 7’sinin ise Actinomadura
cinsine dahil oldugu bulunmustur.”

Bitki dokularindan endofitik aktinomisetlerin izolasyonunun yapildigi bir
calismada, izolatlarin yaygin olarak Streptomyces cinsine dahil oldugu ve iki bitki
patojeni fungus olan Colletotrichum musae ve Fusarium oxysporum’un iiremelerini
biiyiik ol¢iide inhibe ettigi gosterilmistir.>"

2004 yilinda yapilan bir calismada topraktan izole edilen Streptomyces
hygroscopicus’ un Kkiiltiir filtratlarimin etil asetat ekstraktlarindan 3 yeni amid [N-
salicyloyl-2-aminopropan-1,3-diol, 1-acetyl-N-salicyloyl-2-aminopropan-3-ol ve N-
salicyloyl-2-aminopropan-1-o0l] izole edilmistir. 1D ve 2D NMR ve MS spektrum
verilerinin yorumlanmasiyla yapilari aydinlatilan bilesiklerin Gram-negatif ve -pozitif
bakterilere kars1 cok giiclii antibakteriyel etkisi oldugu gosterilmistir.*'®

Bir endemik bitki olan Argania spinosa L’nin rizosfer topraklarindan izole

edilen Streptomyces sp. strain Apl’in iki bitki patojeni Fusarium oxysporum f. sp.
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albedinis ve Verticillum dahliae’nin biiyiimesini giiclii bir sekilde inhibe ettigi
saptanmistir. Bu antifungal bilesik HPLC ile saflastinnlip, NMR ve MS analizleriyle ile
bir polien makrolid (isokainin) oldugu tespit edilmistir.>"’

Indigo ve 6,6'—dibiromoindigo bilesikleri, eski medeniyetler tarafindan
kullanilmis olan ve giiniimiizde de hala endiistriyel degere sahip en onemli boyar
maddelerdir. Maskey ve arkadaslart Streptomyces sp. GW48/1497 susundan
5,5’—dikloroindigo ile bu bilesige farkli tiir sekerlerin bagli oldugu akashin A (149),
B (150) ve C (151) adin1 verdikleri tiirevlerini izole etmislerdir. Indigonun herhangi bir
biyolojik aktivitesinin olmamasma ragmen, izole etmis olduklart akashin A-C
(149-151) bilesiklerinin farkl: tiir insan tiimor hiicre serileri CNCL SF268, LCL H460,
MACL ve kolon karsinom CCL HT29, melanom MEXF 514L, akciger karsinom LXFA
526L, LXFL, 529L, gogiis kanser hiicresi MCF-7 ile bobrek tiimérleri olan PRCL
PC3M ve RXF 631L"ye kars1 ICsy degerleri yaklasik 2,8 pg/mL seviyelerinde aktiviteye

sahip olduklarini belirlemislerdir.?'®

RHN
HO OH

149 R=H
150 R=COCH;

151

Topraktan izole edilmis olan iki farkli tiir Streptomyces’in etil asetat
ekstraktlarindan daha 6nceden bilinen mikrobiyal bir metabolit olan tetrangulol metil
eter ile {ic yeni angusiklin tiirevi olan ve seitomisin olarak adlandirilan bilesikler izole
edilmistir. Bu bilesiklerin orta derecede antimikrobiyal aktivite ve zayif fototoksik
aktiviteye sahip olduklari belirlenmistir.*"

Topraktan izole edilen diger bir Streptomyces sp. GW32/698 susunun etil asetat
ekstraktindan ise biyolojik aktiviteye sahip yeni kinon antibiyotikleri olan bhimanon ile

5 tane bhimamisin A—E bilesikleri izole edilmistir. Ayn1 zamanda bu bakteriden bilinen
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mikrobiyal metabolitler olan chrysophanol, aloesaponarin II, 3,8—dihidroksil-1—
metilantrakinon—2—-karboksilik asit, adenosin, 2’—deoksiadenozin, fenilasetamid ve
2—(p—hidroksifenil)etanol bilesiklerininde izole edilip yapilarinin aydinlatildigi rapor
edilmistir.”*

Yiiksek sitotoksik aktiviteye sahip klorlanmis indigo glikozidleri iirettigi tespit
edilmis olan Strepromyces sp. GW48/1497 susundan yeni bir antibiyotik olan
diazakinomisin C (152) izole edilmistir. Bu bilesigin yaninda diazakinomisin A ve
sitotoksik aktiviteye sahip oldugu bilinen panosialin wA (153) bilesigi de izole

edilmistir.?'

o7 ~o OH

152 153

Daha onceden farkli tiir mikroorganizmalardan saflastirildigr bilinen fakat ilk
kez bir Streptomyces susundan izole edildigi rapor edilen aerugin (154) olarak
adlandirilan 4-hidroksimetil-2—(2—hidroksifenil)-2—tiazolin bilesiginin Streptomyces
fradiae SU-1 susundan 2006 yilinda izole edilmistir. Bu bilesigin Colletotrichum
gloeosporioides ve Phytophthora parasitica’ya karst MIC degerlerinin 12,5 pulL/mL

oldugu belirlenmistir.”*

N OH
=
OH S\>_/
154

Azinotrisin benzeri 19 iiyeli siklodepsipeptit halkasma sahip siklik

hekzadepsipeptitlerin 5 yeni iiyesi olan kettapeptinler topraktan izole edilmis olan
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Streptomyces sp. GW99/1572 susundan izole edilmislerdir. MS ile 1 ve 2 boyutlu NMR

teknikleri kullamlarak bu bilesiklerin yapilar1 aydinlatilmistir. Ozellikle Gram-pozitif
bakterilere kars: antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklar tespit edilmistir.***

Triazolopirimidin antibiyotiklerinin ilk iiyesi olan essramisin A, Streptomyces
sp. Merv8102’den izole edilmistir. Cesitli Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilere
kars1 antimikrobiyal aktivitesinin MIC degerinin 2 ile 8 ug/mL arasinda degistigi ve
antifungal aktiviteye sahip olmadig1 rapor edilmistir.”*

12 iiyeli makrolid siifina ait yedi yeni pladienolid A—G bilesikleri Streptomyces
plantensis Mer-11107den izole edilmistir. Pladienolid B bilesiginin U251 kanser hiicre
serilerinin ekspresyon ve ¢cogalmasina karsi inhibisyon etkisi belirlenmistir. Ksenogref
model calismalarinda pladienolid B’nin tiimor hiicrelerinin bilyiimesini yaygin bir
bicimde inhibe ettigi tespit edilmistir ve bdylece kanser tedavisinde pladienolid benzeri
bilesiklerin kullanim potansiyellerinin olabilecegi ifade edilmistir.””

Interleukin—14 doniistiiriici enzimin bir inhibitorii olan EI-2346 (155),
Streptomyces sp E-2346’dan izole edilmistir. Bu bilesigin IL—1/4 doniistiiriicii enzim

inhibitérii olarak anti-inflamatuvar bir ajan olarak kullanilabilecegi belirlenmistir.”*°

Rapamisin gii¢lii bir immunosiipresif ve anti-proliferatif bir ajandir. Bu bilesik
ilk kez Streptomyces hygroscopicus NRRL 5491°den dogal bir iiriin olarak izole
edilmistir. Rapamisinin biyosentezinde son basamak sitokrom P-450 tarafindan 15 ve
32 numarali karbonlarin oksidasyonu ile 7, 32 ve 41 numarali karbon atomlarinin
oksijen iizerinden metillenmesi ile gerceklesmektedir. Bu sentez yolu olast pek c¢ok
biyosentetik ara {iriinlerin izole edilmesine olanak saglamaktadir. Graziani ve
arkadaslar1  aktinomiset LL-D45042’den 15—deokso—7,32—O—didesmetilrapamisini
izole edip, biyolojik aktivitesini incelemisler ve 12-kDa FK506-baglayici proteine
(FKBP12) ilgisinin ICsq degerinin 400 nM oldugunu bulmuslardir.”?’
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Streptomyces sp. KO3-0132’den iki yeni fenol tiirevi olan fenatik asit A (156) ve

B (157) bilesigi ile bilinen bir bilesik olan aktifenol izole edilmistir. Fenatik asit A (156)
ve B (157) bilesiklerinin Candida albicans’a kars1 antifungal aktivitelerinin yaninda
fenatik asit B (157)’nin bazi1 Gram-pozitif bakterilere kars1 orta derece aktiviteye sahip

oldugu belirlenmistir.***

156 157

2005 yilinda yapilan bir ¢caligmada yeni lipo-niikleosid antibiyotikler olan yedi
farkli Caprazamisin A—G bilesikleri Streptomyces sp. MK730-62F2 susundan Igarashi
ve arkadaglar1 tarafindan izole edilmistir.229 Aynm1 yi1l Takahashi ve arkadaslar
tarafindan yeni immiinosupresan ajanlar olan ushikulide A (158) ve B (159)
Streptomyces sp. IUK-102’nin kiiltiir ortamindan izole edilmistir. Her iki bilesiginde
C40HesO10 kapali formiile sahip, 22 iiyeli makrolidlerden olduklan belirtilmistir. Bu
bilesiklerin in vitro ¢alismalarinda murin splenosit proliferasyonu i¢in immunosiipresif

aktivite gosterdigi belirlenmistir.”
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Direk biyoassay temelli fraksiyonlandirma yontemi ile yeni bir makrolid olan
antimisin A7 Streptomyces sp. GAAS7310 susundan izole edilmistir. Bu bilesik 11
farkli mantar tiiriine kars1 anlamli antifungal aktivite sergilemistir.*’

2006 yilinda yapilan calismada Streptomyces sp. Tii 6319’dan fogasin olarak
adlandirilan yeni bir oktaketit ile SEK4b ve anhidroSEK4b adinda iki yeni metabolit
izole edilmistir.”*

2006 yilinda yapilan diger bir ¢calismada, Sontag ve arkadaglar1 aktivite temelli
fraksiyonlandirma yaklasimi ile yeni antimikrobiyal ve antifungal aktiviteye sahip
binlerce aktinomisetin sekonder metabolitlerini tararken yeni izole ettikleri
Streptomyces sp. GW9/1258’den okzaselin (160) adinda yeni bir bilesik izole
etmislerdir. Okzaselinin (160) cesitli mantarlara ve Gram-pozitif bakterilere kars1 giiclii
antibiyotik aktivite gosterdigini belirlemislerdir. Ayrica okzaselinin Fe™ ile saglam
kompleksler (siderofor) olusturdugunu bu sebepten dolay1 demir hastaliklar1 tedavisinde

kullanilabilecegini belirtmislerdir.”**
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Lu ve Shen 2007 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada, tibbi olarak faydalanilan
Maytenus hookeri bitkisinden izole ettikleri komensal bir tiir olan Streptomyces sp.
CS’den naftomisin A ve E olarak bilinen bilesiklerin yaninda naftomisin K olarak
adlandirdiklart yeni bir ansamisin bilesigi izole etmislerdir. Bilesiklerin yapilarint NMR
ve MS tekniklerini kullanarak aydinlatmislardir. Naftomisin K’nin P388 ve A-549 hiicre
serilerine kars1 sitotoksik aktivite gosterdigini fakat S. aureus ve Mycobacterium

tuberculosis bakterilerine kars1 herhangi bir aktivite gdstermedigini rapor etmislerdir.”*
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Streptomyces sp SS’den yeni bir niikleosidil-peptit antibiyotik olan sansanmisin
izole edilmistir. Bilesigin yapis1 bazik hidrolizasyon ve spektroskopik tekniklerle
aydmlatilmistir. Sansanmisin’in Mycobacterium tuberculosis Hz;Ra ve Pseudomonas
aeruginosa’ya karsi sirastyla 10 ve 12,5 pg/mL olan MIC degerinde antimikrobiyal
aktivite gosterdigi rapor edilmistir. 2

2007 yilinda yapilan diger bir calismada ise Streptomyces griseus Acta 2871’in
kiiltiir filtratindan antitiimor aktiviteye sahip iki yeni aminofenoksazinon bilesigi olan
elloksazinon A ve B izole edilmistir. Bilesiklerin kimyasal yapilart NMR ve MS
spektroskopisi tekniklerinin yaninda X-ray analizleriyle aydinlatilmistir. Elloksazinon A
ve B bilesiklerinin in vitro caligmalarda gastrik adenokarsinom insan hiicrelerinin
cogalmalarina kars1 orta derecede inhibisyon aktivitesi gosterdigi fakat hepatoseliiler
kanser hiicrelerine kars1 giiclii aktivite gosterdigi belirlenmistir. Ayrica, elloksazinon
B’nin insan gogiis karsinom hiicrelerinin iiremelerine karsi oldukca giiclii inhibisyon
aktivite sergiledigi rapor edilmistir. 236

2008 yilinda Fukumoto ve arkadaslarn metilsiline kars1 direng gelistirmis
Staphylococcus aureus’a karsi aktivite gosteren Cyslabdan (161) adinda yeni bir bilesik
izole etmislerdir. Bu bilesigi, Streptomyces sp. K04-0144’{in kiiltiir ortamindan Diaion
HP-20 ve ODS kolon kromatografisi ile preparatif HPLC tekniklerini kullanarak izole
edip NMR spektroskopisi teknikleri ile de yapisim1 aydinlatmiglardir. Labdan-tipi
diterpen iskelet yapisina sahip bilesigin tiyoeter kopriisiiyle bagli bir N-asetilsistein

237

icerigine sahip oldugunu belirtmislerdir.”" MRSA’ya karsi imipenem antibiyotiginin

MIC degeri 16 pg/mL iken cyslabdan (161) ile kombine olarak imipenem verildiginde

MIC degerinin 0,015 pg/mL degerine diistiigiinii gostermislerdir.”®
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2008 yilinda yapilan diger bir ¢alismada Motohasni ve arkadaslari tarafindan
Streptomyces antimycoticus NT17’nin kiiltiir ortamindan Napiradiomisin SR (162),
16—dekloro—16—hidroksinapiradiomisin C2 (163), 18—hidroksinapiradiomisin A1 (164),
18—oksonapiradiomisin Al (165), 16—oksonapiradiomisin A2 (166), 7—demetil
SF2415A3, 7—demetil A80915B, ve (R)—3—kloro—6—hidroksi-8-metoksi-R-lapachon
bilesikleri izole edilmistir. Bu yeni bilesiklerin bazilarinin antibakteriyel aktivite

sergiledigini belirtmislerdir.*

162 163

164 R=CH,0H

165 R=CHO 166

2009 yilinda yapilan bir calismada, cesitli habitatlardan izole edilen 316
aktinomisetten Streptomyces sp. JJ45 tiirliniin bitki patojeni Gram-negatif Xanthomonas
campestris pv. bakterisine karsi ¢cok kuvvetli antibiyotik aktivitesi sergiledigi
saptanmistir. Bu bakterinin 16S rRNA ile gen sekanslar belirlenmistir. Daha sonra
Streptomyces sp. JJ45’in kiiltiir ortamindan polar karaktere sahip fraksiyonlar

poliakrilamid veya silika kolon kromatografisi, ITK ve YPITK kromatografi teknikleri
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kullanilarak aktif bilesik izole edilmistir. izole edilen bilesigin a—L—sorbofranoz(3—2)—

—D-altrofranoz (167) oldugu NMR teknikleri ile belirlenmistir.**°

z OH

167

Li ve arkadaglar1 yeni izole etmis olduklar1 Streptomyces sp. HJ02 tiiriiniin

karbon kaynagi olarak sadece pridini kullanarak biiyiliyebildigini gézlemlemislerdir. Bu

tiriin pridini glicli bir bicimde biyodegredasyona ugrattigini belirlemislerdir.

Streptomyces sp. HJ02’nin farkli konsantrasyonlardaki pridin ve sukrozun biyolojik

parcalanmasina pH ve sicakligin etkisini ¢alismislardir. 2000 mg/L konsantrasyondaki

pridini Streptomyces sp. HJ02 nin yaklasik 8 giinde harcayabildigini belirlemislerdir.

Streptomyces sp. HJ02’nin pridini metabolik olarak Sekil 2.7°de goriildiigii gibi

parcalamus oldugunu énermislerdir.**!

H,0 COOH COOH
A CHO COOH 2
= CHO X _CHO
N N~ N CHO
H H
3 4

N COOH
NH,CHO
1 N 5 6
H,0—
NH, + HCOOH

1, pridin; 2, 1,4—dihidropridin; 3, N—formilaminovimilasetaldehit;
4, N—formilaminovimilasetik asit; 5, suksinik semialdehit; 6, suksinik asit

Sekil 2.7. Streptomyces sp. HJ02 nin pridini par¢aladigi olast metabolik yol.
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2009 yilinda yapilan diger bir calismada ise Streptomyces alboflavus 313’iin
fermantasyon kiiltiiriinden silika jel kolon kromatografisi ve HPLC teknikleri
kullanilarak NW-GO1 (168) olarak adlandirilan yeni bir siklik hekzadepsipeptit
antibiyotik izole edilmistir. NW—-GO1 (168) bilesigi; valin, N—metilalanin, klorlanmig
piroloindolin tiirevi ile ii¢ molekiil piperazik asit molekiiliinii icermektedir. NW-GO1
(168)’in, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus ve MRSA
bakterilerine karst MIC degerleri sirasiyla 3,90, 3,90, 7,81 ve 7,81 pg/mL olan giiclii

antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.***

Byscers
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. MATERYAL

Tiirkiye’nin Orta Anadolu Bolgesi'nde yer alan Ayas-Beypazar1 (Ankara)
cevresinde yetisen Aethionema dumani, Salvia aytachii ve Achillea ketenoglui endemik
bitkilerinin kok ¢evresi rizosferik tabasindan Prof. Dr. Mecit VURAL tarafindan
toplanan toprak numunelerinden, secici besiyerleri kullanilarak aktinomiset
izolasyonlar1 Dr. Ebru INCE YILMAZ tarafindan yapilmistir. Gerek morfolojik gerekse
baz1 biyokimyasal testler yapilarak Streptomyces cinsine ait oldugu belirlenen tiirler icin
16S rRNA genleri kullanilarak molekiiler teshis yapildi ve filogenetik calismalar
sonucunda izole edilen tiirlerin yaklasik % 95’inin Streptomyces cinsinin iiyeleri oldugu
tespit edildi.*” Bu calismada 67 Streptomyces tiirii ve bir tane de Nocardiopsis tiirii

kullamldi.

3.1.1. Streptomyces Tiirleri

Streptomyces cinsinin iiyeleri; Gram-pozitif, filamentli ve spor olusturan toprak
bakterilerinin ait oldugu aktinomiset grubuna dahildir. Cok fazla sayida tiir ve alt tiir
tarafindan temsil edilen Streptomyces cinsine dahil, 500’den fazla tiir tammlanmlstlr.244
Streptomyces tiirleri; yiiksek G/C oranina sahip Gram-pozitif bakterilerin iiyeleri olarak,
yaklagtk % 70-74 oranla en yiikksek kromozomal G/C icerigine sahiptirler.
Streptomisetlerin diger ayirt edici Ozellikleri oldukca biiyiik lineer kromozomlar
(=8 Mb) ve biiyiik lineer plazmidleridir (10-600 kb).** Bu cinsin tiyelerinin en
karakteristik  ozellikleri ise; yiiksek kapasitede sekonder metabolit iiretme
yetenekleridir. Bu sekonder metabolitler; oldukca kullanish antibakteriyel ve antifungal
antibiyotikler, antikanser ilaclari, herbisitler ve immiinbaskilayici ajanlardir. Bilinen
antibiyotik aktivite gosteren sekonkonder metabolitlerin % 55’1 Streptomyces tiirleri
tarafindan ve buna ek olarak % 11'i de diger aktinomisetler tarafindan
iiretilmektedir.****

Streptomyces’lerin diger bir dikkat ceken 0Ozelligi (onlar1 diger bakterilerden

ayiran), dikkate deger karmagiklikta olan yasam dbngiileridir.246 Kompleks yasam
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dongiileri agisindan, streptomisetler, filamentli funguslara benzerler. Dallara ayrilmig
hiflerin bir miselinden uglarin uzamasiyla biiyiime gosterirler.”*’ Tipik bir biiyiime
dongiisiinde, sporlar  besiyerinin  yiizeyinde biiyiiyen filamentli hiflerden
tomurcuklanirlar ve yogunlagarak vejetatif (substrat) miselleri olustururlar
(Sekil 3.1).**® Bu faz genel olarak vejetatif biiylime fazi olarak adlandirilir. Vejetatif
faz1 takiben, antibiyotik iiretiminin de es zamanh olarak gerceklestigi ve hava hiflerinin
olustugu ikinci faz meydana gelir. Bu fazda, hava hifleri biiyiiyerek misellerden cikar.
Hifler; bazen helikal bir yapr1 da olusturarak, vejetatif biiyiime dongiisiinii tekrar

baslatmak {izere spor olarak dagllur.249
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Sekil 3.1. Streptomyces tiirlerinin yagam dongiilerinin sematik gosterimi.

Streptomyces’lerde sekonder metabolit {iiretimi genellikle biiylime fazina
baghdir. Hava hiflerinin gelismesi sekonder metabolit iiretimi ile es zamanli olarak
devam etmektedir. Bu asama, s1v1 kiiltiirlerde genel olarak stasyoner faza denk gelir.250
Streptomisetlerde sekonder metabolit iiretimi diisitk miktardaki spesifik iireme ile
iliskilidir. Ciinkii spesifik iireme oraninindaki diisiis, kimyasal ve morfolojik farklilagsma
ile sonuglanan diizenleyici mekanizmalar icin sinyal olusturmaktadir.”' Resim 3.1°de
farkli biiyiime asamalarindaki Streptomyces hiicrelerinin goriintiileri verilmistir.”>?

Sonug olarak; klinik 6neme sahip kullanigh antibiyotiklerin iiretilmesi, kompleks
yasam dongiisii ve ayirdedici genetik ozellikleri, streptomisetleri ilgi ¢ekici bir caligma

alan1 haline getirmektedir.
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Resim 3.1. Farkli biiyiime asamalarinda Streptomyces hiicrelerinin goriiniimii;

(A) Streptomyces coelicolor’un sporlarinin ve hava misellerinin taramali elektron
mikroskobundaki goriintiisii, (B) S. coelicolor sporlarmin taramali elektron
mikroskobundaki goriintiisii, (C) S. coelicolor’un sivi besiyerindeki gen¢ misellerinin
151k mikroskobundaki goriintiisii, (D) S. coelicolor’un kivrilmig hava misellerinin

taramal1 elektron mikroskobundaki goriintiisii.

Bagka habitatlarda da Strepromyces tiirlerine rastlanmasina karsin, bu cinsin
tiyeleri genel olarak toprakta yayilis gosterirler. Gercekte karakteristik toprak kokusuna,
streptomisetlerin iiretmis oldugu geosminler olarak adlandirilan sekonder metabolitler
neden olmaktadir. Bu bilesikler; karbon, oksijen ve hidrojenden meydana gelen
doymamis halkali bilesiklerdir.244
Streptomyces’ler asidik topraklardan ziyade bazik veya notral topraklarda daha

cok yayihis gosterir. Iyi kurumus topraklarda bol miktarda bulunurlar.***
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3.1.2. Kullamlan Cihazlar

IR spektroskopisi: KBr pelletleri hazirlanan numunelerin ATI-Unicam marka
MATTSON Model 1000 Series FT-IR spektrofotometresi kullanilarak 6l¢iimleri alinda.

UV-vis spektroskopisi: Perkin-Elmer Lambda 15 UV/VIS spektrometre ve PG
Instruments Ltd. T80+ model UV/VIS spektrometre (UVWin5 spektrofotometre
yazilimi Ver 5.0.5) kullanilarak absorbans ol¢iimleri ve spektrumlar alindi.

Erime noktasi tayini: Gallenkamp MPD 350 BM 2.5 marka cihaz kullanilarak
erime noktasi araligi tayin edildi.

Optik cevirme acisi: Perkin-Elmer 341 model polorimetre kullanildi.

"H NMR spektroskopisi: Varian Unitiy 300 (300 MHz), Bruker AMX 300 (300
MHz), Bruker DPX-400 yiiksek performansh dijital FT-NMR (400,1 MHz), Varian
Inova 500 (499,8 MHz), Varian Inova 600 (599,7 MHz) kullanildi. Kimyasal kayma
degerleri kullanilan ¢oziiciiler internal referans olarak alinarak o—degerleri (ppm)
belirlendi. Eslesme sabitleri (/) Hz cinsinden hesaplandi. Multiplisite Kisaltmalari: s =
singlet, d = dublet, dd = dubletin dubleti, ddd = dubletin dubletinin dubleti, t = triplet, q
= quartet, dq = quartetin dubleti, m = multiplet, br = genis.

13C NMR spektroskopisi: Varian Unitiy 300 (75,5 MHz), Bruker AMX 300
(75,5 MHz), Bruker DPX-400 yiiksek performansh dijital FT-NMR (100,6 MHz),
Varian Inova 500 (125,7 MHz), Varian Inova 600 (150,8 MHz) kullanildi. Kimyasal
kayma degerleri kullanilan ¢oziiciiler internal referans olarak alinarak d—degerleri (ppm)
belirlendi. Kisaltmalar: s = singlet, d = dublet, t = triplet, q = kuartet.

2D NMR spektroskopisi: H.H COSY (‘H,'H-Correlated Spectroscopy)
HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Connectivity) HMQC (Heteronuclear Multiple
Quantum Coherence) ve HSQS (Heteronuclear Single Quantum Coherence).

Kiitle Spektroskopisi (MS): ESI MS; Quattro Triple Quadrupole kiitle
spektrometre (Finnigan) ve LCQ Finnigan HPLC ESI-MS; Finnigan LCQ ile kombine
HPLC-pump Rheos 4000 (Flux) ve UV dedektor (UVIS-205 (Linear)), ESI HRMS;
Micromass LCT kiitle spektrometresine bagli HP 1100 HPLC-DAD ile hesaplandi
(Reserpin (MW = 608) ve Leucin-Enkephalin (MW = 555) pozitif ve negatif
iyonlastirma modlarinda standart olarak kullanildi), DCI; Varian MAT 95 Finnigan
(200 eV) ve NHj reaktif gaz olarak kullanildi.
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Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC): Cihaz I, Analitik; Jasco

multiwavelength dedektor MD-910, iki pompali ve karigtirma hiicreli Jasco Intelligent
Prep. Pump PU-987, 20 pL’lik enjeksiyon valfi (tip Rheodyne), Borwin-HPLC-
yazilimli, Preparatif; 500 pL’lik enjeksiyon loop, Analitik kolon; 1) Eurochrom 4.6 x
125 mm o6n-kolonsuz, duragan faz: Hypersil, ODS 120 x 5 pm; 2) Vertex 4,6 x 250
mm, duragan faz: Nucleosil NP 100-C-18, partikiil boyutu 5 pm, Preparatif kolon; 1)
16 x 30 mm 6n-kolonlu Vertex 16 x 250 mm kolon, duragan faz: Eurospher C-18 RP
100 x 5 pm; 2) 16 x 30 mm On-kolonlu Vertex 16 x 250 mm kolon, duragan faz:
Nucleosil NP 100-C-18, partikiil boyutu 5 pm, pore capt 100 A (Macherey—Nagel &
Co.). Cihaz II; Analitik; BIO-RAD model 2800 pompa, 20 uL’lik enjeksiyon valfi (tip
Rheodyne), BIO-RAD 1801 model UV dedektor, HP marka kiral dedektor iinitesi,
Agilent marka G1379A model mikro degasser, LabAlliance kolon firii, Dizge Analitik
PicoChromo V 2.0 Kromatografi yazilim programi bulunan HPLC cihazi, Kiral Kolon;
Daicel Chemical Industries marka, Crownpak CR 4 x 10 mm 6n-kolonlu Crownpak CR
(+) 4 x 150 mm ve Chiralcel OD 4,6 x 250 mm kiral kolonlar. Cihaz III; Spektral-
dijital-fotometre A0293 model, 64 A0307 tip ikili pompa, HPLC-yazilimi V2.22,
A0285 model karistirma hiicresi, 20 pL’lik 6/1 A0263 (Rheodyne) enjeksiyon valfi
tinitelerini iceren Knauer HPLC cihazi. HPLC-goziiciileri; Asetonitril/su-azeotrop
(% 83,7 asetonitril / % 16,3 su, kaynama noktas1 78,5 °C). Azeotrop destile edildi,
membran filtresinden (pore @: 0,45 pm, regenerated cellulose, Sartorius, Gottingen)
gecirilerek filtre edilip ardindan 15 dakika ultrasonikatér ile igindeki gaz
kabarciklarindan arindirilarak kullanildi.

Yiiksek Performansh ince Tabaka Kromatografisi (YPITK): Camag marka
YPITK cihazi (Camag Linomat V sistem, 100 uL’lik enjektor, Camag Scanner III).

UV Lambasi: 254 nm ve 366 nm dalga boylu Camag marka cihaz kullanildi.

Filter press: Schenk Niro 212 B40.

Liyofilizator: Liomatic 3, Lioma GmbH (Géttingen), Christ Alpha 1-4, Christ
Loc-1 m, W. krannich GmbH CO. K.G. (Géttingen) ve Christ marka Alpha 2-4 LD Plus
model cihazlarla dondurarak kurutma iglemleri yapildi.

Sonikator: BANDELIN Sonorex RK 510 model kullanildu.

Jel Goriintiilleme sistemi: Quantitiy One 4.5.2 yazilim versiyonun kullanildig

Gel Doc XR, BioRad (USA) marka cihaz ile goriintiileme islemleri yapildi.
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Elektroforez: Bio-Rad Sub-cell GT mini (italya) marka elektroforez tanki ve
Wealtec marka gii¢c kaynag kullanildi.

Laminar akis kabini: Kojar KR-125 ve HERA safe KS12 model laminar akis
kabininde tiim mikrobiyolojik calismalar gerceklestirildi.

Calkalayici: Infos AG (CH 4103 Einbach) tip ITE, IKA shaker tip S50 (max.
6000 Upm) laboratuvar tipi calkalayicit ve Zhicheng ZHWY-200B (Cin) model orbital
calkalayict kullanilarak mikroorganizmalar iiretildi.

Etiiv: BINDER BD53 (Almanya) model etiiv kullanildi.

Otoklav: Albert Dargatz Autoclave, 119 L hacim, ¢alisma sicaklign 121 °C ve
basing 1,2 kg/cm2 ile HIRAYAMA HV-50L (Japon) marka otoklavlar kullanilarak
mikrobiyolojik materyallerin sterilizasyonu yapildi.

Derin dondurucu: Sanyo marka derin dondurucu kullanilarak caligilan biitiin

mikroorganizmalar saklandi.

3.1.3. Kullanilan Kromatografik Teknikler

Ince Tabaka Kromatografisi (ITK): DC-Folien Polygram SIL G/UVjs
(Macherey-Nagel & Co.), YPITK Aliiminyum silika jel 60 F;s4, 0,25 mm silika jel 60
Fys4 ile kapl aliiminyum tabakalar (Merck KGaA).

Kimyasal Tarama icin Kullamlan Cam Tabakalar: Merck silika jel 60 Fjs4
kapli 10 x 20 cm’lik cam tabakalar.

Preparatif ince Tabaka Kromatografisi (PITK): 55 g silika jel P/UVas,
(Macherey-Nagel & Co.) iizerine 120 mL saf su ilave edilip 15 dakika kanstilip
homojen hale getirildi. Elde edilen homojen siispansiyondan 60 mL 20 x 20 cm’lik cam
tabakalar tiizerine yayildi. Hazirlanan tabakalar 24 saat boyunca acgik havada
kurutulduktan sonra aktive etmek i¢in 130 °C’de 3 saat etiivde 1sitilarak hazirlandi.

Kolon Kromatografisi (CC): MN silika jel 60: 0,05-0,2 mm, 70-270 mesh
(Macherey-Nagel & Co.), Silika jel 60 (partikiil boyutu 0.04-0.063 mm) (Fluka)
kullanildi. Molekiiler elek kromatografisi teknigi ile saflastirma islemlerinde Sephadex
LH-20 (Pharmacia)’den faydalamildi. Kati faz ekstraksiyon islemlerinde Amberlite
XAD-2, 300-1000 um (Serva) ile XAD-16, 13-80 inch (Serva, Heidelberg) kullanildi.
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3.1.4. Renklendirici Reaktifler™

Anisaldehit/Siilfiirik Asit: Sekerler, steroidler, ve terpenler ile mavi, kirmizi,
gri, yesil veya viyole renkler olusturmaktadir.

Ehrlich’s Reaktifi: Aminlerin ve indol tiirevlerinin belirlenmesinde yardimci
olmaktadir.

Ninhidrin Reaktifi: Amino asitlerle, peptit ve polipeptitlerin serbest amino
gruplart ile mavi ve viyole arasi renkler vermektedir. Ayrica siklik ve N-asetillenmis
peptitlerle ise sar1 renk olusturmaktadir.

Potasyum Permanganat (KMnQ,) Reaktifi: Alkoller, safra asitleri ve lipitler
olmak iizere organik bilesiklerin pek cogunu goriiniir hale getirmek i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir. ITK tabakalar1 iizerinde kahverengi, gri ve koyu renkte spotlarin
olusmasini saglar.

Iyot (I;) Buhari: Cift bag bulunduran pek cok organik bilesikler icin spesifik
olmayan bir reaktiftir. Kahverengimsi ve nadirende sar1 renkli spotlarin olusmasina
neden olur.

Palladyum (II) Kloriir: Siilfiir iceren bilesiklerin tanimlanmasinda
kullanilmaktadir. ITK tabakalar 1sitildiktan sonra kahverengi/gri renkte spotlar olusur.

Vanilin/Siilfiirik Asit: Alkoller, fenoller ve stereoidlerle kirmizi-kahverengi, gri
ve nadirende sar1 renk olusturur.

Orcin Reaktifi: Sekerlerin belirlenmesinde yardimct olmaktadir. Gri ve
kahverengimsi bantlarin olusumunu saglar.

NaOH ve KOH c¢ozeltileri peri—hidroksikinon bilesiklerinin belirlenmesinde
kullanilmaktadir. Bu bilesikler bu c¢ozeltilerle muamele edildiklerinde portakal
renginden kirmizi veya viyole seklinde renk degisimi gbzlemlenmektedir.

Reaktiflerin hazirlanisi laveler 1. de verilmistir.
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3.1.5. Mikrobiyolojik Materyaller

3.1.5.1. Kullamilan Mikroorganizmalar

Disk agar difiizyon yontemine gore antimikrobiyal aktivite arastirmalarinda
kullanilan Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Streptococcus pyogenes ATCC 19615, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ile
Bacillus subtilis ATCC 11774 standart bakteri suslar1 ve Candida albicans ATCC
10231 mantar1 MicroBioLogics® (Fransa) firmasindan ticari olarak temin edildi.

Ayrica antimikrobiyal aktivite taramalarinda kullamlan Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus, Streptomyces viridochromogene (Tu 57), Escherichia coli
bakterileri, Candida albicans, Mucor miehei (Tii 284), funguslarnt Chlorella vulgaris,
Chlorella sorokiniana, Scenedesmus subspicatus mikroalgleri ile Rhizoctonia solani
Pythium ultimum bitki patojenleri Georg-August Universitesi Gottingen/Almanya’da
Prof. Dr. Hartmut LAATSCH’ 1n ¢alisma grubundan temin edildi.

3.1.5.2. Artemia salina (Brine Shrimp)

SERA Artemia brine shrimp yumurtalart (SERA Heinsberg) ve brine shrimp
yemi (micro cell DOSHE Aquaristik KG Bonn) akvaryumculardan ticari olarak temin

edildi.

3.1.5.3. Kullamlan Besiyerleri

Standart bakteri suslari, E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 25923, P.
aeruginosa ATCC 278531, iiretmek icin Nutrient Broth (NB) ile Nutrient Agar (NA),
S. pyogenes ATCC 19615 ile B. subtilis ATCC 11774 i¢in ise Mueller Hinton Broth
(MHB) ile Mueller Hinton Agar (MHA) besiyeri kullanildi. C. albicans ATCC 10231
mantar1 i¢in, Sabouraud % 2 Dextrose Broth (%2SDB) ve Sabouraud % 4 Dextrose
Agar (%94SDA) (Oxoid Ltd., Basingstoke, UK) besiyerleri kullanildi.

Streptomyces tiirlerini liretmek icin Tryptone Soya Broth (TSB) ve Tryptone
Soya Agar (TSA) (Oxoid Ltd., Basingstoke, UK) kullanmildi. Streptomyces tiirlerini
tiretmek i¢in ayrica M, broth (M;B) ve M, Agar (M,A) besiyerlerinden faydalanildi.

Ayrica antimikrobiyal aktivite taramalarinda kullanilan E. coli, B. subtilis, S.

aureus ve M. miehei (Tii 284) M Test Agar (MTA) besiyerinde C. albicans ile R. solani,
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P. ultimum bitki patojenleri Sabouraud Agar (SA) besiyerinde, S. viridochromogene,

M," broth (M,"B) ve agar (M,"A) besiyerlerinde C. vulgaris, C. sorokiniana, S.
subspicatus mikroalgleri ise Bold’s Basal Medium (BBM)’da iiretilmeleri saglandi.

Besiyerlerinin hazirlanmas1 Ilaveler II.’de, yapay deniz suyunun hazirlanmasi

(YDS) ilaveler IIl.’te ve BBM igin gerekli c¢ozeltilerin hazirlanmasi ilaveler IV.’te

verilmistir.

3.1.5.4. Mikroorganizmalarin Saklanma Kosullar:

Calismada kullanilan biitiin Streptomyces tiirleri ile antimikrobiyal aktivite
taramalarinda kullanilan standart bakteri, mantar ve mikro-algler iiretilmis olduklar1 s1v1
besiyerlerinden 1 mL ve % 50 gliserol / % 50 su karisimindan 1 mL almarak 2 mL
hacmindeki kriyotiiplere birakilip =70 °C’de derin dondurucuda saklanmak suretiyle

muhafaza edilmektedirler.

3.1.6. Kullamlan Kimyasallar

Kromatografik tekniklerde ve ekstraksiyon islemlerinde faydalanmilan tiim
coziicliler destile edilip kullanildi. Analitik safliktaki ¢oziiciiler ise Merck KGaA
(Darmstadt, Germany), Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Germany) ve Riedel-
de Haén’den ticari olarak temin edildi.

Renklendirici reaktiflerin hazirlanmasinda, bazi besiyerlerinin bilesimlerinde
bulunan ¢ozeltilerin hazirlanmasi i¢in kullanilan kimyasal maddeler ise Merck, Sigma-
Aldrich ve Fluka Chemical Corp. (Buchs, Switzerland)’dan ticari olarak temin edilerek
kullanildi.

Besiyerlerinin hazirlanmasinda kullanilan glikoz, bakto pepton, bakto agar,
dextrose, soybean, yeast ekstrakt ve malt ekstrakt Merck, Darmstadt’dan ticari olarak
temin edildi.

Antimikrobiyal aktivite denemelerinde kullamlan, Imipenem (IPM, 10 png),
Ofloksasin (OFX, 5 pg), Netilmisin (NET, 30 pg), Amoksisilin (20 pg)/Klavulonik asit
(10 png) (AMC, 30 pg), Amfoterisin B (AFB, 30 pg) iceren standart antibiyotik diskleri
ile 6 mm bos kagit diskler Oxoid’den ve 9 mm capindaki bos kagit disler ise Schleicher

& Schiill’den ticari olarak temin edildi.



80
3.2. METOD

3.2.1. Biyolojik Aktivite Temelli On—-Tarama islemleri

3.2.1.1. Streptomyces Tiirlerinin TSB Kiiltiir Ortaminda Uretimi

16S rRNA genleri kullanilarak molekiiler teshisi yapilmis olan 67 Streptomyces
ve bir Nocardiopsis tiirii, saklanma kosullarindan ¢ikarilip 28 °C’de 5 giin siireyle
TSA’da iiretildi. TSA’da iireyen mikroorganizmalar, 250 mL’lik erlenlerde 50’ser mL
TSB iceren besiyerine alinip orbital inkiibatorde 28 °C’de, 230 rpm’de 2,5-5,5 giin

siireyle inkiibasyona birakilarak tiremeleri saglandi.

3.2.1.2. Test Edilen Standart Mikroorganizmalarin Uretilmesi

TSB’de iiretilen Streptomyces tiirlerinden elde edilen ham materyaller ve etil
asetat ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitesini test etmek i¢in kullanmlan; E. coli
ATCC 25922, S. aureus ATCC 25923, P. aeruginosa ATCC 27853 100 mL’lik
erlenlerde 20’ser mL’lik NB besiyerinde S. pyogenes ATCC 19615 ise MHB
besiyerinde 37 °C’de 3-6 saat arasinda 625 nm’de absorbans 0,5 McFarland olacak
sekilde iiretildi. Daha sonra mikro pipet ile 100 pL alinip steril pamuklu ¢ubuklarla NA
ve MHA besiyerine yayilip 37 °C’de etiivde 24 saat siireyle iiremeye birakildi.

C. albicans ATCC 10231 ise %2SDB besiyerinde 8-10 saat iiretildikten sonra
100 pL alinip steril pamuklu ¢ubuklarla %4SDA besiyerinde yayilip 25 °C’de 3 giin

boyunca inkiibasyona birakilmak suretiyle iiretildi.

3.2.1.3. TSB Besiyerinde Uretilen Streptomyces Tiirlerinden Sekonder
Metabolitlerin Ekstraksiyonu

Kat1 besiyerinde (TSA) iyi bilylimiis koloniler secilerek, 250 mL’lik erlenlerde
50’ser mL TSB igeren besiyerlerine asilama yapilan izolatlar, orbital inkiibatérde
28 °C’de, 230 rpm’de 2,5-5,5 giin siireyle inkiibasyona birakilarak iiretildi. Uretilen
izolatlar falkon tiiplerine alinarak 6000 rpm’de 10 dakika santrifiiflenerek siipernatant

kismi ayrildi. Siipernatanatin bir kism ayrilip (filtrat) geriye kalan kisim ise 100 mL etil
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asetat (EtOAc) ile buz icerisinde ekstrakte edildi. Ekstraksiyondan sonra organik faz

ayrilip kuruluga kadar rotary evaporator ile coziiciisii uguruldu. Elde edilen ekstrakt

1500 pL kloroform:metanol (CHCl3:MeOH; 1:1) oranindaki ¢oziicii sisteminde ¢oziildii

(ekstrakt). Ayrica ekstraksiyon sirasinda geriye kalan su fazi, organik faza ge¢meyen

fakat su fazinda kalan bilesenlerin (su fazi) olma ihtimallerini test etmek icin saklanip

biyolojik aktivite yoniinden denendi. Bu tarama prosediiriiniin akis diyagrami

Sekil 3.2°de goriilmektedir.

Bu islemler sonucunda elde edilen filtrat, ekstrakt ve su fazi seklindeki 3

fraksiyon antimikrobiyal aktivite yoniinden disk difiizyon yontemine gore standart

mikroorganizmalara karsi test edildi ve elde edilen zon caplar1 Tablo 6.1 ve Resim 6.8-

6.15’te goriilmektedir.

Kiiltiir ortami

Miseller

Disk difiizyon
testi

Karsilagtirmali
tarama

santrifiijleme
(6000 rpm, 10 dak.)
Filtrat
EtOAc
(2x50mL)
\ /
Su fazi Ekstrakt
1,5mL
1. Evaporasyon | 2. MeOH : CHCI,
a:n
Biyolojik testler

Sekil 3.2. 50 mL’lik TSB kiiltiir ortaminda iiretilen Streptomyces tiirlerinde sekonder
metabolit tarama iglemleri.
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3.2.1.4. Kiiltiir Ortammn Iyilestirilmesi

Antibiyotikler ¢ogunlukla primer metabolizmaya bagli ya da bundan etkilenen
metabolik yollardan sentezlenirler. Primer metabolizmadan gelen ara metabolitler,
antibiyotiklerin biyosentezi i¢in dnciil metabolitler olarak hizmet ederler. Bundan dolay1
kiiltiir ortaminin icerigi iiretici organizmanin metabolik kapasitesi ile sikica iliskili olup,
antibiyotik biyosentezini énemli dl¢iide etkilemektedir.”>* Bundan dolay1 antimikrobiyal
bilesik iirettigi tespit edilen tiirler, bu bilesigin maksimum diizeyde iiretimini saglamak
amaciyla besiyeri optimizasyon deneylerine (cesitli karbon ve azot kaynaklari,
mineraller ve kiiltiir sicaklig1 vs gibi) tabii tutulmaktadirlar.

Literatiirlere gore cogu sekonder metabolit kiiltiir ortaminda zayif asidik 6zellige
sahiptir. Zay1f asidik 6zellige sahip metabolitler suda ¢oziinen ve organik ¢oziiciilerde
¢oziinmeyen tuzlar olarak kiiltiir filtratinda bulunur.* Bu nedenle modifiye edilmis bir
islemle tuz formunun asidik forma doniistiigii ve boylece organik coziiciilerle
ekstraksiyonunun yapilabilecegi pH degerinin 3-4 oldugu asidik kosullarda Kkiiltiir

filtratlarinin ekstraksiyonundan yararlanilmaktadir (Sekil 3.3).

Kiiltiir ortami

santrifiijleme
Miseller Filtrasyon
EtOAc
aseton
Ekstrakt II
Ekstrakt I
1. pH= 4 ayarlamasi| 2. EtOAc
Ekstrakt III
Biyolojik testler Kimyasal tarama
Agar difiizyon Kargilasurmah HPTLC HPLC-DAD
testi tarama

Sekil 3.3. Streptomyces tiirlerinde sekonder metabolit tarama islemleri.
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3.2.1.5. Besiyeri Optimizasyon Kosullarinin Belirlenmesi

Literatiir taramalar1 sonucu Streptomyces tiirlerinde sekonder metabolitlerin
iretimini artirmak i¢in 10 g malt ekstrakt, 4 g yeast ekstrakt ve 4 g glukozun 1 L ¢cesme
suyunda ¢oziillip pH’ nin 7,8’e ayarlanmasiyla hazirlanan M, besiyeri kullanilmasinin

23 Calismalarimizin bu asamasinda daha once TSB

daha faydali oldugu tespit edildi.
kullanilip aktivite gosterdigi belirlenen 25 tiirden; AA50, AASS, AR12, AR17, ASH47,
BA2, BAS, BS39, BS40, BAH26, BSH50, CA3, CA12, CA14, CA17, CA21, CS41,
CS44 ve CAH29 kodlu 19 tiiriin bu kez M, besiyerinde (500 mL’lik erlenlerde 125 mL
besiyeri) iiretilerek Sekil 3.4’teki akis semasina gore bunlarin iirettikleri sekonder

metabolitlerin biyolojik aktivitelerine bakildi.

Kiiltiir ortam

vakumda siizme

Miseller Filtrat

1. EtOAc (2 x 50 mL)
2. aseton (1 x 50 mL)

; ; P

Miseller Ekstrakt I Su faz1 Ekstrakt 11

EtOAc (2 x 50 mL)

1. Na,SO, ile kurutma
2. Evaporasyon

Ekstrakt
1,5 mL
MeOH : CHCl,
a1:1
Biyolojik testler
Agar difiizyon Karsilagtirmali
testi tarama

Sekil 3.4. 125 mL’lik M, kiiltiir ortaminda {iretilen Streptomyces tiirlerinde sekonder
metabolit tarama iglemleri.
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TSB kiiltir ortaminda iiretilerek Sekil 3.2’deki akis semasina gore biyolojik
aktiviteleri taranan AR6, AS41, AS42, BSH46, CA16 ve CS43 kodlu Streptomyces
tiirlerinde su fazlarinda da aktivite goriildii. Literatiirlere gore cogu sekonder metabolit
kiiltiir ortaminda zayif asidik 6zellige sahiptir. Bu tiirlerin de iiretmis olduklar biyoaktif
sekonder metabolitlerin asidik 6zelliklerinden dolay1 organik faza daha fazla bilesenin
gecmesini saglamak igin Sekil 3.5’teki akis semasina gore pH 3 ayan yapildiktan sonra
etil asetat kullamilarak filtrat kisminda bulunan sekonder metabolitlerinin ekstraksiyon

islemleri gerceklestirildi.

Kiiltiir ortami1

vakumda siizme

Miseller Filtrat

1. BtOAc (2 x 50 mL)
2. aseton (1 x 50 mL) EtOAc (1 x 50 mL)

b : :

Miseller Ekstrakt I Ekstrakt II Su faz1

1. pH= 3 ayarlamas1 | 2.EtOAc (2 x 50 mL)

b

Ekstrakt IIT Su faz1

1. Na,SO, ile kurutma
2. Evaporasyon

Ekstrakt

1,5 mL
MeOH : CHCl,4

1:1)

Biyolojik testler

Agar diftizyon Karsilastirmali
testi tarama

Sekil 3.5. 125 mL’lik M, kiiltiir ortaminda iiretilen AR6, AS41, AS42, BSH46, CA16
ve CS43 kodlu Streptomyces tiirlerinde sekonder metabolit tarama islemleri.
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Biyolojik aktiviteye sahip olduklar1 belirlenen AAS50, AAS8, AR6, ARI12,
AR17, AS41, AS42, ASH47, BA2, BAS, BS39, BS40, BAH26, BSH46, BSH50, CA3,
CA12, CAl4, CAl6, CA17, CA21, CS41, CS43, CS44 ve CAH29 kodlu tiirlerin M,
besiyeri kullanilarak tekrar iiretilmeleri ve ardindan Sekil 3.4 ve Sekil 3.5°teki
yontemlere gore etil asetat ve aseton ekstraksiyonlar1 sonucunda elde edilen filtrat,
ekstrakt ve su fazi seklindeki 3 fraksiyon antimikrobiyal aktivite yoniinden disk
difiizyon yoOntemine gore test edildi ve elde edilen zon caplart Tablo 6.2°de

goriilmektedir.

3.2.1.6. Disklerin Mikroorganizmalara Uygulanmasi

6 mm capindaki steril bos kagit disklere, Sekil 3.2, 3.4 ve 3.5’teki akis
semalarina gore Streptomyces’lerden elde edilen filtrat kismi, etil asetat
ekstraksiyonundan sonra elde edilen ham ekstraktin 1500 pul. CHCI;:MeOH (1:1)’de
¢oOziilmesiyle hazirlanan ekstrakt ve filtrat kisminin ekstraksiyonundan sora geriye kalan
su fazindan 20 pL emdirildi. Hazirlanan 6 mm c¢apindaki kagit diskler 4 °C’de 5-10
dakika bekletildikten sonra mikroorganizmalar iizerinde test edildi. Negatif kontrol
olarak ise saf su, etil asetat ve CHCl3:MeOH (1:1)’den 20 pL. emdirilmis kagit diskler
kullanildi. Pozitif kontrol olarak ise ticari olarak temin edilmis olan standart antibiyotik

diskleri kullanildi.

3.2.1.7. Disk Difiizyon Yontemi ile Antimikrobiyal Aktivitenin Arastirilmasi

Antimikrobiyal aktivite N.C.C.L.S. (National Committee for Clinical Laboratory
Standarts) kurallarina gore disk difiizyon deneyi ile belirlendi.” Disk difiizyon testi
NA ve MHA besiyerlerinde yapildi. Mikroorganizmalarin agilanmasi islemi yapilmadan
once kat1 besiyerleri 37 °C’de 30 dakika inkiibasyona birakildi. Kullanilan bakteri
suslar1 20 mL. NB ve MHB besiyerlerinde 4-6 saat (logaritmik faza kadar) iiretildi. Taze
besiyerine inokiilasyon yapilarak 625 nm’de 0,08 ile 0,1 arasinda absorbans ayari
yapildi. Bdylece absorbans 0,5 McFarland (1x10° cfu/mL) standardina esitlendi.
C. albicans ATCC 10231 ise 20 mL %2SDB besiyerinde 8-10 saat arasinda absorbans

0,5 McFarland standardina getirildi. McFarland standardina getirilen kiiltiirlerden
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100 pL almip kati besiyerine eklendi. Steril pamuklu cubuklar yardimiyla kati
besiyerinin yiizeyine homojen bir bicimde yayildi. Asilama yapilmis NA ile MHA ve
C. albicans ATCC 10231 i¢in kullamlan %4SDA besiyerleri +4 °C’de 10 dakika
bekletildikten sonra 6 mm capindaki disklere ham ekstrakt, etil asetat ekstraktinin
organik fazinin kloroform:metanol (1:1) icerisindeki c¢ozeltisi ve ekstraktin su
fazimindan 20 pL. emdirilmek suretiyle hazirlanmig kagit diskler besiyerlerine
yerlestirildi ve besiyerleri 37 °C’de inkiibasyona birakildi. E. coli ATCC 25922,
S. aureus ATCC 25923, S. pyogenes ATCC 19615, P.aeruginosa ATCC 27853,
B. subtilis ATCC 11774 standart bakteri suslar1 24 saat, C. albicans ATCC 10231 ise
25 °C’de 48 saat sonra olusan inhibisyon zonlar dl¢iilmektedir. Pozitif kontrol olarak
Imipenem (10 pg), Ofloksasin (5 pg), Netilmisin (30 pg), Amoksisilin (20
ug)/Klavulonik asit (10 pg) ve Amfoterisin B (30 pug) antibiyotikleri kullanildi. Pozitif
kontrollerin denenmesi sonucunda elde edilen inhibisyon zon c¢aplari Tablo 4.1°de
goriilmektedir. Negatif kontrol olarak ise saf su, etil asetat ve kloroform:metanol
(1:1)’den 20 pL. emdirilmis kagit disk kullanildi.

Bu yontem klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinin ¢ogunda tercih edilen kalitatif
bir yontemdir. Belirli yogunlukta bakteri besiyerine yayilir ve antibiyotik emdirilmis
diskler bunun iizerine yerlestirilir. Bir gecelik inkiibasyondan sonra diskin ¢evresindeki
inhibisyon zon ¢ap1 Olciilerek (Disk Agar Difiizyon) bakterinin o antibiyotige duyarl
olup olmadig1 saptanir. Bu testte sonuglar “duyarli”, “direncli” ve “orta direngli”
seklinde verilmektedir.”’

Yapilan denemeler sonucunda elde edilen sonuglar Tablo 6.1, 6.2 ve 6.3’te ve

Resim 6.1-6.15’te gosterilmistir.

3.2.2. Biyolojik Aktivite ve Kimyasal TaramaTemelli On-Tarama islemleri

Calismalarimizin bu asamasinda daha Onceden yapilan taramalarda aktivite
gosterdigi belirlenen 25 tiirden; AASO, AASS, AR6, AR12, AS41, AS42, ASH47, BA2,
BAS, BS39, BS40, BAH26, BSH50, CA3, CA14, CA16, CA17, CA21, CS41, CS44 ve
CAH29 kodlu iyi aktivite gosteren 21 tiir belirlendi. Streptomyces cinslerine ait bu
bakteriler, saklanma kosullarindan ¢ikarilip 28 °C’de 5 giin siireyle M, agar besiyerinde

iiretildi.*”> M, agarda iireyen mikroorganizmalar, 1 L’lik erlenlerde 250 mL M, i¢ceren 4
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adet besiyerine asilanip orbital inkiibatorde 28 °C’de, 155 rpm’de 5 giin siireyle
inkiibasyona birakilarak iiremeleri saglandi. Birer litre iretilen bu Streptomyces
tiirlerden elde edilen kiiltiirlere Sekil 3.6’daki akis semasina gore tarama islemleri

uygulandi.

‘ Streptomyces Tiirleri ‘

Y Y
‘ 1 L'lik Kiiltiir ‘ ‘ Tiirlerin saklanmasi

1. Dondurarak kurutma
2. EtOAc ile ekstraksiyon

‘ Ham ekstrakt }

Y Y

‘ Kimyasal tarama ‘ ‘ Biyolojik tarama

Y
Sonuclarmm degerlendirilmesi ‘

ilgi cekici tiirler

Y
‘ Biiyiik 6lcekte fermantasyon ‘

'

‘ izolasyon ve yap: aydinlatma ‘

AntiBase, DNP ve CA
' yardimiyla tarama

‘ Saf bilesiklerin biyolojik aktivitelerinin arastirilmasi ‘

Sekil 3.6. 1 L’lik M, kiiltiir ortaminda iiretilen Streptomyces tiirlerinin genel tarama
islemleri.
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3.2.2.1. Biyolojik Tarama

19 Streptomyces tiiriiniin birer litrelik M, besiyerinde iiretilmesiyle elde edilen
kiiltiirlerinin dondurarak kurutma islemine tabi tutulduktan sonra elde edilen
liyofilizatlariin EtOAc ile ekstraksiyonu sonucu elde edilen ham ekstraktlarinin bir
kismi % 90 CHCIlz / % 10 MeOH c¢oziicii sisteminde 4 mg/mL konsantrasyonda
cozeltileri hazirlandi. Hazirlanan bu ¢ozeltilerden 9 mm c¢apindaki kagit disklere 20 uL
emdirildi. Hazirlanan kagit diskler steril laminar akis kabininde iyice kuruduktan sonra;
B. subtilis, S. aureus, S. viridochromogene (Ti 57), E. coli bakterileri, C. albicans,
M. miehei (Tu 284), funguslan C. vulgaris, C. sorokiniana, S. subspicatus mikroalgleri

ile R. solani ve P. ultimum bitki patojenlerinin bulundugu agar pleytlere yerlestirildi.

Bakteriler 12 saat boyunca 37 °C’de, funguslar 24 saat siireyle 27 °C’de,
mikroalgler 96 saat giin 15181 altinda 24—26 °C’de ve bitki patojenleri ise 48 saat siireyle
27 °C’de inkiibasyona birakilarak iiremeleri saglandi. Tablo 6.3’te goriildiigii gibi elde

edilen zon caplar1 (mm) cetvel yardimiyla ol¢iildii.

3.2.2.2. Kimyasal ve Farmakolojik Tarama

Ham ekstraktlar, silika jel kapli cam tabakalar (10 x 20 cm) iizerinde spot edilip
ardindan % 95 CH,Cl, / % 5MeOH ve % 90 CH,Cl, / % 10 MeOH c¢oziicii sistemleri
kullanilarak ayrilmalar1 saglandi. Tabakalar kurutulduktan sonra, oncelikli olarak giin
15181 altinda kendiliginden renkli bilesiklerin yerleri belirlendi. Daha sonra ise; UV 15181
altinda 254 nm ve 366 nm’de kromatografik bantlarin yerleri isaretlendi ve ardindan
anisaldehit/siilfiirik asit ve Ehrlich’s reaktifleri ile kromatografik bantlar renklendirilip
ayrt ayn degerlendirildi (Resim 6.17). Farmakolojik taramalar icin 20 mg’lik ham

ekstraktlar ilgili ¢caligma gruplarina génderildi.
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3.2.2.3. Artemia salina Sitotoksisite Testi

500 mL’lik ayirma hunisine 400 mL yapay deniz suyu birakildi ve ardindan 1 g
kuru Artemia salina L. yumurtas ilave edildi. Bu siispansiyondan 72 saat siireyle oda
sicakliginda hava gecirildi. Yumurtalarin ¢atlayarak larvalarin olusmast bu siire
icerisinde hemen hemen tamamen gerceklesmektedir. Ardindan bir pipet yardimiyla
derin kuyucuklu mikrotiter pleytlere (kuyucuk ¢ap1 1,8 cm ve derinligi 2 cm) 20-40
larva igerecek sekilde 990 UL yapay deniz suyu birakildi ve mikroskop altinda 6lii larva
sayilalar1 belirlendi (N). Ardindan 10 pg/pL. DMSO (dimetil siilfoksit) seklinde
hazirlanan (saf bilesikler icin 1 pg/uL. DMSO seklinde stok ¢ozelti) ham ekstraktlardan
10 pL ilave edildi. Pozitif kontrol olarak aktinomisin D ve negatif kontrol olarakta
sadece DMSO ilave edildi. Ardindan 24 saat buzdolabinda bekletilip sonrasinda
mikroskop altinda olen larvalar sayildi (A). Asagidaki esitlige gore % sitotoksisite

hesaplandl;25 6

= {A_B;N} %100

G-B-N
G: Toplam larva sayisi, B: Negatif kontrolde 6len ortalama larva sayisi, A: 24 saat
sonra Olen larva sayisi, N: Baslangictaki o6lii larva sayisi, M: % sitotoksisite

(Aktinomisin D i¢in % 100)

3.2.2.4. Biyootografi Teknigi

Antimikrobiyal etki gosteren sekonder metabolitlerin ayriminda ana stratejimiz
fizikokimyasal metodlara dayali olarak gerceklestirildi. Bu metod ince tabaka
kromatografisine (ITK) ve renklendirici reaktiflerin kullamilmasi temeline dayal
kimyasal tarama metodudur.'” ITK tabakalarma damlatilan Srnekler farkli ¢oziicii
sistemleriyle birbirlerinden ayrilarak, fonksiyonel gruplarina gore, degisik kromojenik
maddelerin piiskiirtiilmesiyle goriintiilenmektedir. Kimyasal tarama yOntemiyle
birbirinden ayrilan bilesiklerin biyootografi testi ile antimikrobiyal aktiviteye sahip
fraksiyonlarin  yerleri belirlenebilmektedir.”’ Bu test sisteminin prensibi

(“bioautography agar overlay method”), bilesiklerin iizerinde yiiriitiildiigii ince tabaka
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veya kagit kromatogramlarindan, bakteri veya funguslar ile inokiile edilmis agara
difiizyon ile gecisine dayanir (Sekil 3.7). Boylelikle ¢cok kiiciik miktarlarda elde edilen
maddelerin izolasyonu yapilarak biyolojik aktivitelerine bakilmaktadir. Biyootografinin
temel yarari, bir karisimdan ayrilan bilegenlerin antimikrobiyal aktiviteleri hakkinda
bilgi saglhyor olmasidir.”

Bu calismada; biiyiik 6lgekte iiretilmelerine kimyasal taramalar sonucunda karar
verilen BA2, AAS0, BS40 ve AS42 kodlu Streptomyces tiirleri icin biyootografi teknigi
uygulandi. Resim 6.16’da S. aureus bakterisine Streptomyces sp. BA2’den elde edilen

ham ekstraktin biyootografi teknigi uygulanmasi sonucu olusan zon ¢ap1 goriilmektedir.

Inhibisyon Zonu

N

B. subtilis iizerinde UV 254 nm'de ITK
ITK tabakasi tabakasi

Sekil 3.7. Biyootografi metodunun sematik gosterimi.
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3.2.2.5. Secilen Tiirlerin Biiyiik Olcekte Uretimi ve Ekstraksiyonu

Bakteriyel suslarin cogu, besiyeri ortamlarinda genelde 0,1-1 mg/L
konsantrasyonda sekonder metabolit iiretebilir. Bu sekonder metabolitlerden yeterli
miktarda elde etmek icin bakteriyel suslarin en azindan 25-50 litrelik Olceklerde
fermantasyonlar1 gerekmektedir. Bu genellikle iki basamakli bir islemdir: Uretilecek
mikroorganizmanin Oncelikle agar kiiltiirlerden 2-5 litrelik sivi kiiltiire alinmast ve
ardindan 25-50 litrelik fermant6ér ortamina aktarilmasi gerekmektedir. Fermantasyon
islemi, erlenlerin igerisinde asilamanin yapildigi bir calkalayicida veya bir fermantorde
yapilabilir. Kendiliginden renkli bilesikleri (kinonlar gibi) iirettigi bilinen tiirlerin, bir
jar fermantorden ziyade calkalayicida iiretilmeleri daha ¢ok tercih edilmektedir.

Besiyeri ortaminda mikroorganizmalar yeterince siirede iiretildikten sonra elde
edilen renkli kiiltiir bir miktar selit ile karistirilarak basinch filtrasyon islemine tabi
tutularak filtre edilmektedir. Filtrasyondan sonra su fazi (filtrat) ve misel kismi1 ayr ayri
olarak, etil asetat ile renkli ekstrakt elde edilmeyinceye kadar ekstraksiyon islemine tabi
tutulur. Cok az miktarda kalint1 elde edildiginde ekstraksiyonun tamamlandigina karar
verilebilir. Oda sicakliginda etil asetat icinde ekstraktlarin saklanmasi bilesiklerin
parcalanmasina veya daha kiiciik yapili iirlinler vermesine neden olabilmektedir.
Cozeltiler miimkiin oldugunca kisa siirede evapore edilmeli ve bilesiklerin par¢alanma
olasiligini minimuma indirmek i¢in kalintilar miimkiin olan en diisiikk sicaklikta
saklanmalidir.

Ham ekstrakt elde etmek icin bir diger etkili ekstraksiyon metodu da XAD
recinesine adsorpsiyondur. Bu amagla, filtrat kiiltiirii XAD re¢inesi (XAD-2 veya XAD-
16) iceren cam bir kolondan uygun akis hizinda gecirilir. Recine tarafindan tutulan
bilesikler genellikle metanol veya metanol/su gradiyenti ile XAD iizerinden eliie edilir.
Ucuz olmasindan dolay: filtrat kisminin etil asetat ekstraksiyonu yerine XAD ile
ekstraksiyon genelde tercih edilen yontemdir. Eger lipofilik etkilesimler varsa suda
coziinen yiiksek polariteli bilesikler iyi verimle elde edilebilir ve reginenin yeniden
kullanimi i¢in geri kazanilmasi ve saflastirmasi da daha kolay olmaktadir.

Izolasyon islemi oncelikli olarak ilgilenilen bilesigin polaritesine baglidir (bu ise
degisik polaritede eluentler kullanilarak ince tabaka kromatografisi ile belirlenir). Cogu

sekonder metabolit i¢in uygun olan dncelikli iki ayirma sistemi vardir;
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¢ Diklormetan/metanol (DCM/MeOH) veya etil asetat/siklohekzan gradient ile silika
jel tizerinde ekstraktlarin flas kromatografisi islemine tabi tutularak
fraksiyonlandirmak miimkiindiir. Bu sistem, fraksiyonlar1 polaritelerine gore
siniflandirir. Silika jel kullaniminin, metabolitleri yiikseltgeme, daha kiigiik yapilara
ayirma ve hatta parcalama gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir.

e Sephadex LH-20 kullanarak molekiiler elek kromatografisinden faydalanmak
mimkiindiir. Bu yontemde ayirma islemi molekiill agirliklarina baghdir.
Sephadex’in bilinen bir dezavantaji yoktur ve bilesiklerin geri kazanimlar1 da

oldukga yiiksek verimle gerceklesmektedir.

Elde edilen fraksiyonlardan bilesiklerin saflastirilmas1 asamasinda; PITK, silika
jel kolon kromatografisi, Sephadex LH-20 veya HPLC tekniklerinden hangisi veya
hangisinin olacagma karar vermek igin fraksiyonlarin ITK kromatogramlarina
bakilmaktadir.

Bu stratejiler dogrultusunda; biyolojik ve o©zellikle de kimyasal taramalar
sonucunda karar verilen Streptomyces sp. BA2 (25 L), Streptomyces sp. AA50 (17,5 L),
Streptomyces sp. BS40 (25 L) lineer calkalayicida ve Streptomyces sp. AS42 (5 L) ise
orbital calkalayicida biiylik Olgekte iiretildi. Elde edilen kiiltiirler selit ile karistirilip
basinch filtrasyona tabi tutularak filtrat ve misel kisimlart ayrildi. Misel kisimlan etil
asetat ve aseton ile filtrat kismu ise XAD kullanilarak ekstrakte edildi. Elde edilen ham
ekstraktlar silika jel kolon kromatografisine tabi tutularak fraksiyonlara ayrildi. Elde
edilen fraksiyonlardan bilesiklerin saflastirilmasi, fraksiyon igerisinde bulunan
bilesenlerin fizikokimyasal ©Ozelliklerine uygun kromatografik teknikler kullanilarak
gerceklestirildi. Bilesiklerin saflagtirnlmast Bulgular boliimiinde Secilen Tiirlerin

Arastirilmast baglikli kisimda ayrintili olarak verilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. STREPTOMYCES TURLERIN BiYOLOJIK AKTiVITE YONUNDEN
TARANMASI

Ayas-Beypazar1 (Ankara) civarinda 3 farkli endemik bitkinin kdk cevresi
topraklarindan segici besiyerleri kullanilarak izolasyonlar1 ve teshisleri yapilan 67
Streptomyces ve bir Nocardiopsis tiiriiniin TSB besiyeri kullanilarak tiremeleri saglandi.
Bu 68 tiiriin TSB Kkiiltiir ortaminda {iretmis olduklar1 sekonder metabolitler, etil asetat
kullanilarak Sekil 3.2’deki akis semasina gore ekstrakte edildi. Elde edilen sekonder
metabolit ekstraktlarinin disk difiizyon yontemine gore biyolojik aktivitelerinin
taranmast sonucunda, bunlar arasindan 25 Streptomyces tiiriinden elde edilen ham
ekstraktlarin test edilen standart Gram-pozitif ve Gram-negatif bakteriler ile C. albicans
ATCC 10231 mantarina karst degisik oranlarda biyolojik aktivite gosterdikleri
gozlemlendi (Tablo 6.1).

Biyolojik aktiviteye sahip olduklar1 belirlenen AAS50, AAS8, AR6, ARI12,
AR17, AS41, AS42, ASH47, BA2, BAS, BS39, BS40, BAH26, BSH46, BSH50, CA3,
CA12, CAl4, CAl6, CAl17, CA21, CS41, CS43, CS44 ve CAH29 kodlu tiirlerinin
yeniden {iretilerek biyolojik aktivite yoniinden denenmesi igin, yapilan literatiir
calismalar1 sonucunda M, besiyeri kullanilarak tekrar iiretilmelerine karar verildi. M,
besiyerinde {iiretilmeleri saglanan 25 Streptomyces tiriinden AAS50, AAS8, ARI12,
AR17, ASH47, BA2, BAS, BS39, BS40, BAH26, BSH50, CA3, CA12, CAl14, CAl7,
CA21, CS41, CS44 ve CAH29 kodlu 19 tiiriin filtrat ve misellerinin etil asetat ve
asetonla ekstraksiyonlar1 Sekil 3.4’teki akis semasma gore yapildi. Geriye kalan ARG,
AS41, AS42, BSH46, CA16 ve CS43 kodlu tiirlerde ise daha 6nce yapilan ¢aligmalarda
su fazinda da biyolojik aktivite gdstermeleri nedeniyle bunlarin filtrat kisimlarinda Sekil
3.5’te gosterildigi sekliyle pH 3 ayarlamasi yapildi. Ardindan filtrat ve miseller icin etil
asetat ve aseton kullamilarak sekonder metabolitlerinin ekstraksiyon islemlemi
gerceklestirildi. M, besiyeri kullanilarak iiretilmeleri saglanan secili 25 Streptomyces
tiriinden elde edilen ekstraktlar biyolojik aktivite yoniinden disk difiizyon yontemine

gore tekrar test edildi. Elde edilen sonuglar Tablo 6.2’de goriilmektedir.
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TSB ve M; Kkiiltiir ortaminda iiretilen Strepromyces tiirlerinden elde edilen ham
ekstraktlarin biyolojik aktivite yoniinden disk difiizyon yontemine goére arastirilmasi
islemlerinde; E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 25923, S. pyogenes ATCC 19615
ve P.aeruginosa ATCC 27853, standart bakteri suslar1 (37 °C’de 24 saat) ile C. albicans
ATCC 10231 mantan iizerinde 25 °C’de 48. saat sonunda olusan inhibisyon zonlar1
cetvelle olgiilerek belirlendi. Saflastirilan bilesiklerin antimikrobiyal aktivite agisindan
degerlendirilmesinde, bu standart bakterilere ek olarak B. subtilis ATCC 11774’te
kullanildi. Standart mikroorganizma suslarinin tamamu iizerine, Tablo 4.1°de goriildiigii
gibi, pozitif kontrol olarak Imipenem (10 pg), Ofloksasin (5 pg), Netilmisin (30 ug) ve
Amoksisilin (20 pg)/Klavulonik asit (10 pg) antibiyotikleri ile antifungal Amfoterisin B
(30 pg)’nin olusturduklar zon c¢aplar belirlendi (Resim 6.1-6.6). Negatif kontrol olarak
kullanilan saf su, etil asetat ve kloroform:metanol (1:1)’den 20 uL. emdirilmis 6 mm
capindaki kagit disklerin kurutulduktan sonra standart mikroorganizmalara uygulanmast

sonucunda ise herhangi bir zon olusturmadiklar tespit edildi (Resim 6.7).

Tablo 4.1. Test edilen mikroorganizmalara karsi standart antibiyotiklerin etkisi.

Inhibisyon Zon Caplar1 (mm)*

Test edilen

mikroorganizmalar IPM OFX NET AMC AFB
ATCC 35035 S
it%%}glzoggggus e >>30 24 22 >30 te.
atec 1og1s SO s e
is;(u:ac'oggoggv aeruginosa 24 18 22 R te.
ATCC 1774 o B e

* 6 mm ¢apinda kagit disk, t.e.: Test edilmedi, R: Direngli,

IPM: Imipenem (10 pg), OFX: Ofloksasin (5ug), NET: Netilmisin (30ug),
AMC: Amoksisilin (20 pg)/Klavulonik asit (10 pg),

AFB: Amfoterisin B (30 pg).
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4.2. STREPTOMYCES TURLERIN BiYOLOJiK AKTIiVITE VE
KiMYASAL TARAMA YONUNDEN ARASTIRILMASI

TSB Kkiiltiir ortaminda iiretimleri gerceklestirildikten sora etil asetat kullanilarak
elde edilen ham ekstraktlarin disk difiizyon yontemine gore yapilan taramalarda aktivite
gosterdigi belirlenen 25 tiirden; AASO, AASS, AR6, AR12, AS41, AS42, ASH47, BA2,
BAS, BS39, BS40, BAH26, BSH50, CA3, CA14, CA16, CA17, CA21, CS41, CS44 ve
CAH29 kodlu iyi aktivite gosteren 21 tiir belirlendi. Streptomyces cinslerine ait bu
bakteriler, saklanma kosullarindan ¢ikarilip 28 °C’de 5 giin siireyle M, agar besiyerinde
iiretildi.** M, agarda iireyen mikroorganizmalar, 1 L’lik erlenlerde 250 mL M; i¢ceren 4
adet besiyerine alinip orbital inkiibatorde 28 °C’de, 155 rpm’de 5 giin siireyle
inkiibasyona birakilarak iiremeleri saglandi. Birer litre iretilen bu Streptomyces
tirlerden elde edilen kiiltiirler Sekil 3.6’daki akis semasina goére, once liyofilizasyon
islemine tabi tutuldu ve ele gecen liyofilizat etil asetatla ekstrakte edildi. Elde edilen
ham ekstraktlardan 9 mm c¢apindaki kagit disklere 20 pL. emdirildi. Hazirlanan kagit
diskler steril laminar akis kabininde iyice kuruduktan sonra; B. subtilis, S. aureus, S.
viridochromogene (Tu 57), E. coli bakterileri, C. albicans, M. miehei (Ti 284),
funguslart C. vulgaris, C. sorokiniana, S. subspicatus mikroalgleri ile R. solani ve
P. ultimum bitki patojenlerinin bulundugu agar pleytlere yerlestirilmek suretiyle olusan
zon ¢aplari belirlendi. Ayrica elde edilen ham ekstraktlar Artemia salina L. kullanilarak

sitotoksik aktivite yoniinden incelendi. Elde edilen sonuglar Tablo 6.3 te goriilmektedir.

Kimyasal tarama acisindan degerlendirmek i¢cin mevcut ham ekstraktlar silika jel
kapli cam tabakalar (10 x 20 cm) iizerinde spot edilip ardindan CH,Cl,:MeOH (95:5) ve
CH,Cl1,:MeOH (90:10) ¢oziicii sistemleri kullanilarak ayrilmalar saglandi. Tabakalar
kurutulduktan sonra, oncelikli olarak giin 15181 altinda kendiliginden renkli bilesiklerin
yerleri belirlendi. Daha sonra ise; UV 15181 altinda 254 nm ve 366 nm’de kromatografik
bantlarin yerleri isaretlendi ve ardindan anisaldehit/siilfiirik asit ve Ehrlich’s reaktifleri

ile kromatografik bantlar renklendirilip ayr1 ayr1 degerlendirildi (Resim 6.17).

Kimyasal tarama sonucunda, ilgi cekici kromatogramlara sahip olan BA2,
AAS50, BS40 ve BS39 kodlu rizosferik Streptomyces tiirlerinin biiyiik Olcekte
tiretilmelerine karar verildi. Bu tiirlerden elde edilen ham ekstraktlara biyootografi

teknigi uygulanarak biyolojik aktif fraksiyonlarin yerleri belirlendi (Resim 6.16).



4.3. SECILEN TURLERIN ARASTIRILMASI

4.3.1. Rizosferik Streptomyces sp. BA2

4.3.1.1. Fermantasyon ve izolasyon
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Streptomyces sp. BA2’ nin M, agar besiyerinde koyu kahverengi goriinen iyi

biiylimiis pleytleri sec¢ildi ve ardindan 1 L’lik erlenmayerlerde her biri 250 mL M,

besiyeri iceren 100 adet besiyerine asilama yapildi. Fermantasyon 28 °C ve 95 rpm’de

lineer inkiibatdorde 6 giin siireyle gergeklestirildi. Elde edilen portakal renkli kiiltiir,

selitle kanstirtlip ardindan basingh filtrasyon uygulanarak biyokiitle ve filtrat kismm

birbirinden ayrildi. Filtrat kism1 Amberlit XAD-2 kullanilarak adsorbe edildikten sonra

MeOH/H,0 sistemi ile eliie edildi. Miseller etil asetat (7 x 2,5 L) ve asetonla ekstrakte

(3 x 2,5 L) edildi. Amberlit XAD-2 kullanilarak su fazindan ayrilmasi saglanan ham
filtrat ekstraktindan (6,49 g) kromatografik teknikler kullamilarak Aktinomisin D (170),
Monensin B (171) ve A (172) karisimi ile bis(2-etilhegzil)ftalat (173) elde edildi.

Misellerden elde edilen ham ekstraktin (9,82 g) ise ITK kromatograminda sadece

Aktinomisin D (170) belirlenmis olmasindan dolay1 saflastirma yapilmadi (Sekil 4.1).

Streptomyces sp. BA2
(25 L ¢alkalayic)

6 giin

Biyokiitle

EtOAc (7x2,5L) i vak
Aseton 3x2,5L)| " )

L selit ile karistirma ve basingh filtrasyon ¢

Filtrat

va| - XAD-2 (MeOH/H,0)
LV 5 EtOAc (7x0,81L)

Ham ekstrakt Hal(r:s Zl;Stl;akt
9.82 g) e
silika jel G 60| (CH,Cl,:-MeOH)
Calisilmadi Al l
(Aktinomisin D) 173
L i (50.1 mg)
170 171 ve 172
(1361,3 mg) (365,8 mg)
Al = kristalizasyon ile saflastirma (% 100 MeOH)

Sekil 4.1. Rizosferik Streptomyces sp. BA2’nin sekonder metabolitlerinin arastirilmasi.
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4.3.1.2. Rizosferik Streptomyces sp. BA2’nin Urettigi Sekonder
Metabolitlerin Yap1 Aydinlatmasi

4.3.1.2.1. Aktinomisin D (170)

Aktinomisin D (170), NaOH ile renk degistirmeyen fakat anisaldehit/siilfiirik
asit reaktifi ile kirmizi1 renk veren fraksiyon II’deki kirmizimsi-portakal renginde diisiik
polariteye sahip, CH,Cl,:MeOH (95:5) coziicii sisteminde Ry degeri 0,42 olan ana iiriin
olarak (1361,3 mg) elde edildi.

Aktinomisin D (170)’nin '"H NMR spektrumunda, ii¢ amit protonu § 8,13, 7,97
ve 7,80’de genis dubletler, 1,2,3,4-tetrasiibstitiie aromatik halkanin iki orto eslesmis
protonu & 7,65 ve 7,37°de ve aromatik sistemin peri-pozisyonundaki metil gruplarinin 6
2,57 ve 2,23’de ticer H'Iik singletler goriilmektedir. Bu sinyaller aktinomisinlerde

bulunan fenoksazinon kromofor (169) grubu i¢in oldukc¢a karakteristik bir durumdur.

N O (0] N

H/ \H
N NH,
10
5
(0] O

CH, CH,

169

Ayrica Sekil 4.2°deki 'H NMR spektrumunda, bir kompleks peptidin varligia
isaret eden ve o degerleri 7,20-0,75 arasinda degisen st tiste cakismis NMR sinyalleri
goriilmektedir. & 7,20 (J = 6,4 Hz)’de 1 H’lik genis bir dublet ile oksijenli veya
o—amino asit protonlarina ait 8 proton sinyali 6 6,03 (d), 5,96 (d), 5,25-5,15 (m, 2 H),
4,78 (d), 4,73 (d), 4,61 (dd) ve 4,49 (dd) seklinde oldugu belirlendi. Metilen ve metin
gruplarindan kaynakli tam olarak ayrilmamis 8 H’lik yogunluga sahip sinyaller &
4,03-3,31 arasinda tespit edildi. Ayrica N—metil gruplarindan kaynakli olabilecek, dort
metil grubuna ait 12 H’lik yogunluga sahip dort singlet sinyal 6 2,93-2,88 arasinda
bulundu ve halkalardaki cesitli metilen gruplarindan kaynakli 6 H’lik yogunluga sahip



98
coklu pikler ¢ 2,65-2,57 arasinda, 8 H’lik ¢oklu pikler & 2,38—1,76 arasinda ve iki metil
grubundan kaynakli 6 H’lik pikler ise 1,28 (m) olarak belirlendi. 6 1,17-1,07 arasinda
iki metil grubundan kaynakli ¢oklu pikler ve 4 metil grubundan kaynakli 12 H’lik pikler
0 0,99-0,85 arasinda belirlendi ve son olarak iki metil grubundan kaynakl bir dubletin &
0,75 (J = 4,9 Hz) oldugu tespit edildi.

3
H,C

3 \N o) 3

o Py
o o
N N
H,Co 0 cH,
H,C f z CH,

170

CH, H,C

@Mﬂf./;/

Sekil 4.2. Aktinomisin D (170)’nin '"H NMR spektrumu (300 MHz, CDCl3).

Sekil 4.3’teki *C NMR spektrumunda fenoksazinon sistemindeki halka-karbon
atomlarindan kaynakli olarak 6 100-150 arasinda 11 sinyal ile & 180’de ise 1 sinyal
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olmak iizere 12 sinyal oldugu belirlendi. Bir peptit sistemindeki lakton-karbonil gruplari
ve amid gruplarimin karakteristik pikleri olan 12 tane sp” karbonil gruplarindan kaynakh
pikler 170 ppm civarlarinda oldugu belirlendi. 6 50-72 arasinda amino asitlerin
o—karbon atomlarindan kaynakli sinyaller tespit edildi. Ayrica & 74-75°de

oksijenlenmis metin karbonlarindan kaynakli iki sinyal bulundu.

BT TR JMMMJJULLL_

i T T T T T T T T T
160 140 120 100 80 60 pom

Sekil 4.3. Aktinomisin D (170)’nin °C NMR spektrumu (100 MHz, CDCL).

Sekil 4.4’teki HPLC-ESI-MS spektrumundan aktinomisin D (170)’in basit
formiiliiniin CgHgsN 12016 oldugu bulundu ve (+)-ESI-MS’de [M+H]* seklindeki
kiitlesinin (m/z) 1255,5 dalton oldugu belirlendi.

Bu sonuglara gore aktinomisin D (170) AntiBase’de”® tarandi ve elde edilen

spektrumlar literatiir sonuc;larl258 ile karsilastirilarak yap1 dogrulandi (Tablo 4.2).

Sekil 4.4. Aktinomisin D (170)’nin HPLC-ESI-MS kromatogrami ve spektrumu.
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Aktinomisin D (170)’nin CH,Cl, icerisinde hazirlanan 50 pM’lik ¢6zeltisinin

UV-vis spektrumunda 243 ve 445 nm’de maksimum absorbans yaptig1 belirlendi (Sekil
4.5). FT-IR sonuclarina gore ise v*°" 3437, 2969, 1749, 1645 ve 1195 cm™’de pikler

max

tespit edildi (Sekil 4.6).

=.000

2.250

1.500
sbs

0.750

0.000
zo0.00 27E.00 352.00 428.00 504.00 520.00
e avelenagthinm)

Sekil 4.5. 50 uM’lik Aktinomisin D (170)’nin UV spektrumu (CH,Cl,).
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Sekil 4.6. Aktinomisin D (170)’nin FT-IR spektrumu (KBr pellet).

Portakal-kirmiz1 renkte olan aktinomisinler bir ¢cok Streptomyces tiiriinden izole
edilen kromopeptit antitiimor antibiyotik ailesindendir ve 80’den fazla tiirevi ile pek ¢cok
sentetik varyasyonu bilinmektedir.”>**' Waksman ve Woodruff tarafindan 1940 yilinda
izole edilen ilk kristalin antibiyotiktir.*> Aktinomisin kompleksleri A, B, C, D, I, X, Z

263

ve diger aktinomisin analoglart seklinde belirlenmislerdir.”” Dogal aktinomisinlerin

tamami ayni fenoksazinon kromofor grubuna sahiptir ve sadece sahip olduklart iki
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depsipentapeptit kisimlarindaki amino asit iceriklerinde farklilik g0sterirler.
Aktinomisin C3 ve D ozellikle Wilm’s tiimérlerinin®® ve ¢ocuklarda yumusak doku
sarkomlarimin®® tedavisinde antikanser ilag olarak klinik uygulama alam bulmuslardir.
Son yillarda aktinomisin D (170), AIDS i¢in terapétik bir ajan olarak onerilmektedir
ciinkii HIV-1 negatif-iplik transferinin gii¢lii bir inhibit6rii olarak gorev yapmaktadlr.266
Aktinomisinlerde bulunan diizlemsel fenoksazinon kromofor grubu DNA ile

etkilesebilmekte ve hizla cogalan dokularin hiicre biiylimesinin inhibisyonunu

yonlendiren RNA-polimerazin aktivitesini inhibe etmektedir.”®’

Tablo 4.2. Aktinomisin D (170)’nin fizikokimyasal dzellikleri ve 'H,*C NMR verileri.

Molekiiler Formiil: Cy, Hgs N, Oy (1255,4)

Goriiniim: Portakal rekli toz halinde (1361,3 mg)

Reaksiyonlari: Anisaldehit/Siilfiirik asit ile kirmizi renk, 2 N NaOH ile renk degisimi yok
R;: 0,42 (CHCl5:MeOH (95:5))

(+)-ESI MS: m/z (%) = 1277 (IM + Na]*, 100), 1255 ([M + H]", 6)

(-)-ESI MS: m/z (%) = 1254 ((M —H]")

"H NMR (CDCls, 300 MHz) : 6 = 8,13 (d br, °J = 6,4 Hz, 1 H, NH-Val,), 7,97 (d br,’J = 6,4
Hz, 1 H, NH-Valy), 7,81 (d br, *J = 6,4 Hz, 1 H, NH-Thry), 7,67 (d, °J = 7,9 Hz, 1 H, 8-H),
7,39 (d,*J =79 Hz, 1 H, 7-H), 7,21 (d br, °J = 6,4 Hz, 1 H, NH-Thr,), 6,03 (d, *J = 9,1 Hz, 1
H, 2-H Pro,), 5,96 (d, °J = 9,1 Hz, 1 H, 2-H Prop), 5,25-5,15 (m, 2 H, 3-H, Thr,j), 4,81 (d, *J
= 18,1 Hz, 1 H, 2-H,, Sar,), 4,73 (d, *J = 18,8 Hz, 1 H, 2-H,, Sarp), 4,61 (dd, *J = 6,4 Hz, *J =
2,3 Hz, 1 H, 2-H Thr,), 4,49 (dd, *J = 6,4,°J = 2,3 Hz, 1 H, 2-Thrg), 4,03-3,40 (m, 8 H, 2-H,
Sar, s, 2-H, Val,p, 5-Hy, Pro,g), 2,93, 2,90, 2,88 35, 3 H+ 3 H + 6 H, NCH; Me-Val,,
NCHs, Sar,p), 2,67, 2,57 (m + s, 6 + 3, 3-H, Pro,, 2,3-H, MeVal, g, 6-CHs), 2,38-1,76 + 2,23
(m + s, 8 + 3 H, 3-Hy-, 4-H, Proyg, 3-H Val, g, 4-CH3), 1,28 (m, 6 H, CH3, Thr,p), 1,17-1,07
(m, 6 H, CH; Val,p), 0,99-0,82 (m, 12 H, CH; Val, 3, CH; Me Val, ), 0,75 (d, °J = 4,9 Hz, 6
H, CH; MeValgp).

13C NMR (CDCls, 100 MHz) : 6 = 179,1 (s), 173,7 (s), 173,4 (s), 1733 (s), 173,2 (s), 168,9
(s), 168,5 (s), 167,7 (s), 167,6 (s), 166,6 (), 166.5 (s), 166,3 (s), 166,2 (s), 1477 (s), 145,9 (s),
145,1 (s), 140,5 (s), 132,6 (s), 130,3 (d), 129,1 (s), 127,6 (s), 125,8 (d), 113,5 (s), 101,6 (5),
75,1 (d), 75,0 (d), 71,4 (d), 71,3 (d), 58.9 (d), 58.8 (d), 58,7 (1), 56,4 (d), 56,2 (d), 55.2 (d),
54,9 (d), 51,4 (1), 51,3 (d), 47.6 (1), 47,3 (1), 39,3 (d), 39,2 (d), 34,9 (d), 34,8 (q), 31,8 (q), 31,5
(@), 31,3 (1), 31,0 (1), 26,9 (q), 23,0 (q), 22.9 (1), 21,7 (1), 21,6 (q), 19,3 (q), 19,2 (q), 19,1 (q),
19,1 (q), 19,0 (q), 19,0 (q), 17,8 (q), 17,4 (q), 15,1 (), 7.8 (q).
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4.3.1.2.2. Monensin B (171) ve Monensin A (172)

Monensin B (171) ve A (172) karisimi, icerisinde Aktinomisin D (170)’nin de
bulundugu fraksiyon II’”den MeOH icerisinde kristalizasyon yontemi ile saflastirildi.
Monensin B (171) ve A (172) renksiz, UV aktif olmayan fakat vanilin/siilfiirik asit
reaktifi ile agik kirmiz1 renk olusturan bilesen olarak ITK iizerinde belirlendi. Monensin
B (171) karisim igerisinde ana bilesen olarak yer almakta ve monensin A (172)’nin ise
oldukga az bir miktara sahip oldugu analitik HPLC calismalar sonucunda tespit edildi.
Karisimm CH,Cl,:MeOH (95:5) ¢oziicii sisteminde Ry degeri 0,52 olarak belirlendi.

27

26

171 R=H

172 R=CH;

L~

e 0 T

T T —T— T T —

Sekil 4.7. Monensin B (171) ve A (172) karisiminin 'H NMR spektrumu (300 MHz,
CDCl).

Sekil 4.7°deki '"H NMR spektrumunda karisim icerisinde baskin olan monensin
B (171)’nin sinyalleri net olarak goriilmektedir. Yapidaki karboksilik asit grubundan
dolay1 6 9,67’de genis bir singlet goriilmektedir. Metoksi grubundan kaynakli 6 3,35’de
3 H’lik bir singlet ile 6 3,10-4,50 ppm aralifinda 10 protona esdeger farkli sinyaller
belirlendi. 6 0,75-0,92 araliginda 4 farkli metil grubundan kaynakli 12 H’lik dubletler
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ve & 1,1-1,23 ppm araligiginda 9 protona esdeger 3 farkli metil grubuna ait sinyalin
yaninda & 1,46’da 3H’lik bir singlet bulunmaktadir. Ayrica yapidaki cesitli metil ve
metilen gruplarindan kaynakli 22 H’lik multipletlerin 6 1,25-2,55 araliginda oldugu
belirlendi.

BC NMR spektrumunda (Sekil 4.8) monensin B (171)’den kaynakli 35 farkli
yiiksek yogunluga sahip sinyallerin yaninda 36 farkli cok daha diisiik yogunluga sahip
monensin A (172)’dan kaynakli sinyaller de tespit edildi. Monensin B (171) ve

monensin A (172)’ya ait kimyasal kayma degerleri Tablo 4.3 te verilmektedir.

| |

A4 At Lt .0 M

v e

ppm

|

Sekil 4.8. Monensin B (171) ve A (172) karisiminin BC NMR spektrumu (125 MHz,
CDCly).

I

Sekil 4.9’daki HPLC-ESI-MS kromatograminda 21,21. dakikada [M;—H]™ m/z
degeri 655,7 olan monensin B (171) in gectigi ve 22,13. dakikada ise [M>—H] m/z
669,6 olan monensin A (172)’nin oldugu belirlendi.

Sekil 4.9. Monensin B (171) ve A (172)’'min HPLC-ESI-MS kromatogrami ve
spektrumu.
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HR-ESI-MS sonuglarina gore (Sekil 4.10) Monensin B (171)’nin kapali
formiiliiniin C3sHgoOq; oldugu [M;+Na]® m/z oraninin 679,4030 ve Monensin A
(172)'min kapali formiiliiniin C3gHgO;; [Mp+Na]® formunda m/z oranin 693,4183
oldugu belirlendi. Bilesiklerin bu formlarinin hesaplanan kiitleleri ise sirasiyla 679,4028

ve 693,4184 olarak bulundu.

M, + Nal [Mo> + Nal*

44752
79.40304

688.46276
4

674
6

| |

ol I N DU | P T I

T
690 700 m/z

670 680

Sekil 4.10. Monensin B (171) ve A (172)’nin HR-ESI-MS spektrumu.

Monensin B (171) ve A (172) karisiminin CH,Cl,’de hazirlanan 10 mg/mL’lik
cozeltisinin UV spektrumunda 229 nm’de maksimum absorbans yaptigi belirlendi

(Sekil 4.11).

Sean Spectium Curve

0.200
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0100 - mm oo e A
Abs
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200.00 240.00 2g0.00 320.00 3E0.00 400.00
i avelenathlnrm)

Sekil 4.11. 10 mg/mL’lik monensin B (171) ve A (172) karigtiminin UV spektrumu
(CH.CL).
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Sekil 4.12’de, karisimin KBr ile hazirlanan pelletinin FT-IR sonuclarina gore ise

vEBr 3532, 3399, 2968, 1572, 1406, 1244 ve 1056 cm™de pikler tespit edildi.

100
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Sekil 4.12. Monensin B (171) ve A (172) karistminin FT-IR spektrumu (KBr pellet).

Elde edilen verilere gore AntiBase’de yapilan taramalar sonucunda karigim

icerisindeki bilesenlerin monensin B (171) ve monensin A (172) oldugu belirlendi.”

Spektrumlarn literatiir sonuglari ile karsilastirilmasiyla yapilar dogruland.**®

Monensinler Streptomyces cinnamonensis’ten izole edilmis dogal polieter
iyonofor antibiyoti1<lerdir.269 Karboksilik polieter antibiyotikler olan monensinler,
veteriner hekimlikte 30 yili askin bir siiredir yaygin bir bigimde ticari 6neme sahip

270

bilesikler olarak kullamlmaktadir.”” Ozellikle kiimes hayvanlarinda antikoksidial ajan

olarak ve biiyilkk bag hayvanlarin besin kalitesini artirmak i¢in monensinlerden
faydalamlmaktadir.””' Monensin A (172) 6zellikle Li*, Na*, K*, Rb* ve Ag® gibi tek
degerlikli katyonlarla kompleks olusturabilmektedir. Bu 6zelliginden dolay1 hiicrenin
lipit membramindan, Na'/H”nin antiport tasinmasinda oldugu gibi tek degerlikli

2

katyonlarin gegisine olanak saglayabilmektedir.”’> Monensinlerin antibakteriyel

ozellikleri, hiicre veya organel membranlardan metal katyonlarinin taginmasina olanak

saglamasindan kaynaklanmaktadlr.273
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Tablo 4.3. Monensin B (171) ve monensin A (172)’nin °C NMR kimyasal kayma

degerleri (ppm, 125 MHz, CDCl3).

Karbon No. 171 17178 172 172%68
1 181,30 (s) 181,33 (s) 181,24 (s) 181,40 (s)
2 44,91 (d) 45,03 (d) 4491 (d) 45,12 (d)
3 82,90 (d) 83,03 (d) 82,90 (d) 83,16 (d)
4 37,35 (d) 37,47 (d) 37,39 (d) 37,58 (d)
5 68,18 (d) 68,31 (d) 68,25 (d) 68,46 (d)
6 34,82 (d) 34,91 (d) 34,79 (d) 34,92 (d)
7 70,45 (d) 70,55 (d) 70,38 (d) 70,61 (d)
8 33,45 (t) 33,58 (1) 33,45 (1) 33,61 (t)
9 106,85 (s) 106,96 (s) 106,91 (s) 107,15 (s)
10 39,24 (t) 39,34 (t) 39,17 (t) 39,34 (t)
11 33,11 (t) 33,22 (t) 33,20 (t) 33,35 (1)
12 85,22 (s) 85,32 (s) 85,16 (s) 85,37 (s)
13 81,49 (d) 81,59 (d) 82,42 (d) 82,64 (d)
14 27,33 (1) 27,42 (t) 27,19 (t) 27,31 (t)
15 30,30 (t) 30,40 (t) 29,79 (t) 29,97 (t)
16 83,84 (s) 83,91 (s) 85,77 (s) 86,02 (s)
17 86,39 (d) 86,47 (d) 84,88 (d) 85,04 (d)
18 34,49 (d) 34,60 (d) 34,26 (d) 34,46 (d)
19 32,95 (t) 33,05 (1) 33,11 (t) 33,35 (1)
20 76,56 (d) 76,68 (d) 76,33 (d) 76,53 (d)
21 74,55 (d) 74,61 (d) 74,43 (d) 74,58 (d)
22 31,74 (d) 31,85 (d) 31,77 (d) 31,92 (d)
23 35,65 (t) 35,76 (t) 35,58 (t) 35,76 (t)
24 36,40 (d) 36,51 (d) 36,43 (d) 36,61 (d)
25 98,14 (s) 98,27 (s) 98,20 (s) 98,44 (s)
26 64,80 (t) 64,91 (t) 64,80 (t) 65,02 (t)
27 15,98 (q) 16,05 (q) 15,98 (q) 16,12 (q)
28 16,60 (q) 16,76 (q) 16,60 (q) 16,77 (q)
29 14,07 (q) 14,14 (q) 14,50 (q) 14,63 (q)
30 23,85 (q) 23,92 (q) 30,56 (t) 30,69 (t)
31 27,55 (q) 27,65 (q) 27,37 (q) 27,50 (q)
32 10,44 (@) 10,51 (q) 10,44 (q) 10,53 (q)
33 10,94 (q) 11,01 (q) 10,94 (q) 11,05 (q)
34 16,69 (q) 16,68 (q) 16,73 (q) 16,77 (q)
35 57,85 (q) 57,91 (q) 57,85 (q) 58,00 (q)
36 - - 8,13 (q) 8,26 (q)
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4.3.1.2.3. Bis(2-etilhegzil)ftalat (173)

Bis(2-etilhegzil)ftalat (173) Streptomyces BA2’nin filtrat kismindan elde edilen
ham ekstraktin silika jel kolonundan CH,Cl, ile eliie edilmesi sonucu sarimtirak renkte
yagimsi bir madde olarak izole edildi. Bu bilesik aseton ve kloroformda iyi ¢oziinmekte,
metanolde az ve suda ise hi¢ ¢oziinmemektedir. Bis(2-etilhegzil)ftalat (173), 254 nm’de
UV 151811 absorblamakta ve anisaldehit/siilfiirik asit reaktifi ile kahverenkli bir renk

vermektedir. Ayrica siklohekzan:etil asetat (6:1) ¢oziicii sisteminde Ry degeri 0,58 dir.

PPN
AN

173

Molekiiler formiilii C,4H3304 olan bilesigin molekiil kiitlesi 390,56dir. (+)-ESI-
MS sonuglarina gore [M+Na]®™ m/z 413,3 ve [2M+Na]" m/z 803,1 olarak dogrulandi
(Sekil 4.13),

T 670926084214 #1 2  RT 003004 AV 2 NL 3368 T
ms [ 100.00-2000.00] [2M + Na]
5031

100+

85

s0

°E 805.1
a14.3
s
e T A TUNE R - — ey g + i R e L - e et TR -
200 1000 1100 1200 1300 1400 1500

100 200 300 400 500 600 760 800
m/z

Sekil 4.13. Bis(2-etilhegzil)ftalat (173)’1n (+) ESI-MS spektrumu.

"H NMR sonuglarma gore & 7,40 ve 7,80 ppm’de orfo-eslesmis dubletin dubleti

seklinde iki farkli visinal aromatik protonun oldugu goriilmektedir. Oksijene bagh
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metilen grubundan kaynakli 6 4,20°de bir tane pik, & 1,65’de metin protonundan
kaynakli multiplet, dort metilen grubunun bulundugu bir zincirden kaynakli & 1,2-1,5

ppm araliginda coklu pik ve 6 0,90’da iki metil grubundan kaynakli pikler belirlendi.

i . )

Sekil 4.14. Bis(2-etilhegzil)ftalat (173)’1n '"H NMR spektrumu (300 MHz, CDCls).

Bu bilesigin ?C NMR spektrumunda, karbon atomlarma ait 12 sinyal belirlendi.
Sekil 4.15’teki APT sonuglarina gore; bir tane karbonil karbonundan kaynakli 8 167,7
ppm’de pik, & 132,4°de bir dordiinciil aromatik karbon atomu, & 128,8 ve 130,9’da
aromatik protonlarin bagh oldugu karbon atomlarinin pikleri, bes farkli metilen karbonu
(6 =23,0, 23,7, 28,9, 30,4, 68,1 ppm), & 38,7 de bir metin karbonu ile 6 10,9 ve 14,0’da

iki metil karbonundan kaynakli pikler belirlendi.

CDCl1s

T T =T T T T T T T — T T T
160 140 120 190 80 50 40 20 ppm

Sekil 4.15. Bis(2-etilhegzil)ftalat (173)’1n >C/APT NMR spektrumu (75 MHz, CDCl5).
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Bu verilere gore Bis(2-etilhegzil)ftalat (173) AntiB ase’de” tarandi ve elde edilen

spektrumlar literatiir sonuclari ile karsilastirtlarak yap1 dogruland.”™

5 C ey
ve Penicillium

Bis(2-etilhegzil)ftalat (173) 1n Streptomyces sp. tiirlerinden?’
olsonii’den””* dogal iiriin olarak izole edildigi rapor edilmistir. Fakat bu bilesik plastik
tiriinlerinde katki maddesi olarak kullanilmaktadir. Elde ettigimiz Bis(2-etilhegzil)ftalat
(173) bilesiginin bir kontaminasyon degil Streptomyces sp. BA2’nin iirettigi bir

sekonder metabolit oldugunu diisiinmekteyiz (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. Bis(2-etilhegzil)ftalat (173)’1n fizikokimyasal 6zellikleri ve "H,"3C NMR verileri.

Molekiiler Formiil: C2 . H38 0] . (390,56 g/mol)

Goriiniim: Sarimtirak, yagimsi (50,1 mg)

Reaksiyonlari: Anisaldehit/Siilfiirik asit ile kahverengi

Ry : 0,58 (siklohekzan:EtOAc (60:10))

(+)-ESI MS: m/z (%) = 413,3 (IM + Na]", 30), 803,1 ([2M + Na]*, 100)

'"H NMR (300 MHz, CDCL) : 6 = 7,70 (2H, m, 3/6-H), 7,51 (2H, m, 4/5-H), 4,20
(4H, m, 177/17H,), 1,66 (2H, m, 27/2""-H); 1,30 (16H, m, 3°/3"7/4"/4"/5"/5""[T"[T""
H,), 0,90 (12H, m, 67/6"7/8°/8""-H,)

BC NMR (75.5 MHz, CDCl,) : 6 = 167,7 (s, C-7/C-8), 132,4 (s, C-1/C-2), 130,9 (d,
C-3/C-6), 128,8 (d, C-4/C-5), 68,1 (t, C-17/C-17"), 38,7 (d, C-27/C-27"), 30,3 (t, C-
7°1C-77), 28,9 (1, C-37/C-37), 23,7 (t, C-47/C-4""), 23,0 (t, C-57/C-57), 14,1 (q, C-
87/C-8") 11,0 (q, C-67/C-6")
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4.3.1.3. Rizosferik Streptomyces sp. BA2’den izole Edilen Sekonder

Metabolitlerin Biyolojik Aktivitelerinin Arastirilmasi

4.3.1.3.1. Antimikrobiyal Aktivitelerinin Arastirilmasi

Aktinomisin D (170) ve monensinin antimikrobiyal aktivitelerini disk difiizyon
yontemine gore test etmek igin; E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 25923,
S. pyogenes ATCC 19615, P. aeruginosa ATCC 27853, ve B. subtilis ATCC 11774
standart bakteri suslart (37 °C’de 24 saat) ile C. albicans ATCC 10231 (25 °C’de 48
saat) mantari kullanildi. Aktinomisin D (170) ve Monensinin B (171) ve A (172)
karisiminin 2 mg/mL’lik stok c¢ozeltilerinden Tablo 4.5’te goriildiigii gibi 6 mm
capindaki kagit disklere 20, 30 ve 40 pg madde olacak sekilde emdirildikten sonra
standart mikroorganizmalara uygulanmasi1 sonucunda olugsan zon caplar1 cetvel
yardimiyla 6l¢iildii. Bu bilesiklerin 6zellikle Gram-pozitif bakterilerin biiylimesi iizerine
engelleyici etkiye sahip olduklar1 belirlendi. S. aureus ATCC 25923, S. pyogenes ATCC
19615 ve B. subtilis ATCC 11774 standart bakteri suslar iizerinde 40 pg/kagit disk’lik

orneklerin olusturdugu zon caplar1 Resim 6.18-6.20’de goriilmektedir.

Tablo 4.5. Aktinomisin D (170) ile monensin B (171) ve A (172) karisiminin standart

mikroorganizmalar iizerinde olusturdugu inhibisyon zon ¢aplari.

inhibisyon Zon Caplar1 (mm)*

Test edilen Aktinomisin D Monensin B ve A (karisim)
mikroorganizmalar (ng/disk) (ng/disk)

20 30 40 20 30 40
Escherichia coli ] ]
ATCC 25922 a a - a
Staphylococcus aureus
ATCC 25923 20 22 26 18 20 22
Streptococus pyogenes
ATCC 19615 26 28 30 28 30 >30
Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 a a - a - a
Bacillus subtilis
ATCC 11774 22 24 26 - 10 22
Candida albicans
ATCC 10231 - 7 8 ? 12 12

* 6 mm capinda kagit diskler, —: aktif degil
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4.3.2. Rizosferik Streptomyces sp. AAS50

4.3.2.1. Fermantasyon ve izolasyon

Streptomyces sp. AA50’nin, M, agar besiyerinde koyu lacivert renkte goriinen
iyi biiyiimiis pleytleri secildi ve ardindan 1 L’lik erlenmayerlerde her biri 250 mL M,
s1v1 besiyeri iceren 70 adet besiyerine asilama yapildi. Fermantasyon 28 °C ve 95
rpm’de lineer inkiibatérde 11 giin siireyle gerceklestirildi. Elde edilen koyu kahverenkli
kiiltiir, selitle karistirtlip ardindan basingh filtrasyon uygulanarak biyokiitle ve filtrat
kismi birbirinden ayrildi. Filtrat kismi Amberlit XAD-16 ile adsorbe edildikten sonra
MeOH/H;0 c¢oziicii sistemi ile kolonda tutulan bilesiklerin ayrilmasi saglandi. Miseller
etil asetat (5 x 2,5 L) ve ardindan asetonla (3 x 2,5 L) ekstrakte edildi. Sekil 4.16’da
goriildiigii gibi, misellerden elde edilen 5,07 g ekstrakttan, 170,2 mg yag ve PITK
teknigi kullanmilarak chrysophanol-10,10'-bianthron (174), chrysophanol (175) ile
2-acetylchrysophanol (178) elde edildi. Amberlit XAD-16 kullanilarak su fazindan
ayrilmasi saglanan filtrat ekstrakti (2,15 g) kromatografik teknikler kullanilarak 137,8
mg yag ve 252,2 mg siklik pentapeptit A (179) ve B (180) karisimi elde edildi.

Streptomyces sp. AAS0
(17,5 L calkalayici)
11 giin
¢ selit ile karistirma ve basingh filtrasyon ¢
Biyokiitle Filtrat
EtOAc (5x2,5L)] . i vak 1. XAD-16 (MeOH/H,0O)
Aseton (3 x 2,5 L)| & vak. " 2. EtOAc (6x0,7L)
Ham ekstrakt Ham ekstrakt
(5,07 g) (2,15 g)
silika jel G 60| (CH,Cl,:MeOH) silika jel G 60| (CH,Cl,:MeOH)
l i. Al i. C1 l l
i Bl 179 ve 180 3
Yag;170,2 mg iii. A2 79 ve Yag;137,8 mg
(252,2 mg)
174 175 178

(55,7mg) (B2mg) (4,4 mg)
Al = Sephadex LH-20 (% 60 CH,CL,/% 40 MeOH)
A2 = Sephadex LLH-20 (% 100 MeOH)
Bl =PTLC (% 40 CH,CL,/% 5 MeOH/% 55 C,H,,)
Cl1 = Yikama (% 100 MeOH)

Sekil 4.16. Rizosferik Streptomyces sp. AAS0 nin sekonder metabolitlerinin aragtirilmast.
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4.3.2.2. Rizosferik Streptomyces sp. AA50’nin Urettigi Sekonder
Metabolitlerin Yap1 Aydinlatmasi

4.3.2.2.1. Chrysophanol-10,10'-Bianthron (174)

Acik sar1 goriiniiglii toz halinde ana bilesen (55,7 mg) olarak izole edilen
Chrysophanol-10,10’-bianthron, (174) Streptomyces sp. AAS50’nin misellerinin etil
asetat ve aseton ile ekstraksiyonu sonucunda elde edilen ham ekstraktin, silika jel
kolonundan CH,Cl,:MeOH (99:1) ile eliie edilmesi sonucu ele gecen fraksiyon II'ye,
once Sephadex LH-20 (% 60 CH,Cl, / % 40 MeOH) ve ardindan PITK (% 40 CH,Cl, /
% 5 MeOH / % 55 Hekzan) teknikleri uygulanarak saflastirildi. Bu bilesik, kloroformda
iyi ¢oziinmekte, metanolde ise az ¢oziinmektedir. Chrysophanol-10,10'-bianthron (174)
seyreltik NaOH ile peri-hidroksi-antrakinonlar icin karekteristik olan, sari renkten
viyole renge degisim reaksiyonunu gostermektedir. Ayrica, % 40 CH,Cl, / % 5 MeOH /
% 55 Hekzan ¢oziicii sisteminde Ry degeri 0,66 olarak belirlendi.

'H NMR spektrumunda (Sekil 4.17) & 11,5-12,0 araliginda selatlanmig hidroksil
gruplarindan kaynakl 4 farkli singlet ile aromatik metil gruplarindan kaynakli § 2,24 ve
2,34 ppm’de iicer H'lik singletler goriilmektedir. 6 7,49 ve 7,36 ppm’de aromatik
halkalardaki, iki farkli protona komsu protonlarin dd vermesi beklenirken cok net bir
triplet sergiledikleri belirlendi. Ayrica & 5,6-7,0 araliginda 8 farkli aromatik protondan
kaynakli sinyaller ve son olarak & 4,5 civarlarinda iki metin protonundan kaynakli

singletler belirlendi.
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T T = = T T T T T = T T T T
T 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 S 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm

Sekil 4.17. Chrysophanol-10,10-bianthron (174)’un "H NMR spektrumu (400 MHz,
CDCl3).

Sekil 4.18’deki *C NMR spektrumunda & 192 civarlarinda 2 karbonil karbonuna
ait sinyaller belirlendi. & 161-163 ppm araliginda hidroksil gruplarinin bagli oldugu sp2
hibriti yapmis 4 farkli karbon atomuna ait sinyaller ile 6 110-148 ppm araliginda
aromatik halkaya ait sp2 hibriti yapmig 10 tane, iizerinde proton bulunduran ve 10 tane
de protonsuz karbon atomlarindan kaynakli toplam 20 tane sinyal tespit edildi. Ayrica
metil gruplarina ait 21,97 ve 22,11 ppm’de sinyaller ve metin karbonlarma ait 6 56,3

civarinda 2 karbon atomuna ait sinyaller bulunmaktadir.

| |1l HL{ L 1 | ‘

T T T T T T T AR T T T T T T T T T 1
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm

Sekil 4.18. Chrysophanol-10,10-bianthron (174)’un *C NMR spektrumu (100 MHz,
CDCls).

Ayrica bilesigin yapisinin aydinlatilmas: i¢cin H.H COSY (Sekil 4.19), proton-
karbon eslesmelerinin tespiti icin HSQC (Sekil 4.20) ve proton-karbon uzak mesafe

etkilesimlerinin belirlenmesi icin HMBC spektrumlar1 (Sekil 4.21) incelendi.
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Sekil 4.19. Chrysophanol-10,10'-bianthron (174)’un H,H COSY spektrumu (300 MHz,
CDCl,).
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Sekil 4.20. Chrysophanol-10,10'-bianthron (174)’un HSQC spektrumu (F1 75 MHz, F2
300 MHz, CDCly).
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Sekil 4.21. Chrysophanol-10,10'-bianthron (174)’un HMBC spektrumu (F1 75 MHz, F2
300 MHz, CDCly).
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Chrysophanol-10,10'-bianthron (174)’un HPLC-ESI-MS kromatograminin ve
spektrumunun goriildiigii Sekil 4.22°de, HPLC’den 22,74. dakikada gectigi ve bilesigin
negatif modda ESI-MS m/z degerinin [M—H] 477,5 ve [2M+Na-2H] 976,9 oldugu

belirlendi.

Relative Abundance

1000 1100 1200 1300
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Sekil 4.22. Chrysophanol-10,10"-bianthron (174)’'un HPLC-ESI-MS kromatogrami ve
spektrumu.

Sekil 4.23’teki HR-ESI-MS sonuclarina gore chrysophanol-10,10'-bianthron
(174)’un kapali formiiliiniin C3yHyO4 oldugu, pozitif modda [M;+H]" m/z oranmnin
479,1489 ve negatif modda ise [M—H] formunda m/z oranin 477,1348 oldugu
belirlendi. Bilesigin bu formlarinin hesaplanan kiitleleri ise sirasiyla 479,1489 ve

477,1348 olarak belirlendi.

[M+H]"

479.14891

2.0e+06

DDDDDDD

Sekil 4.23. Chrysophanol-10,10'-bianthron (174)’un HR-ESI-MS spektrumu.
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Chrysophanol-10,10'-bianthron (174)’un metanolde hazirlanan 100 uM’hik

¢ozeltisinin UV-vis spektrumunda 214 (29600), 270 (12550), 364 (14300) nm’de (€)
maksimum absorbans yaptig1 belirlendi (Sekil 4.24).

3.000

2.250

1.500
Abs

0.750

0.000
200.00 260.00 320,00 380,00 440.00 500.00
“w avelengthinm)

Sekil 4.24. 100 uM’lik chrysophanol-10,10'-bianthron (174)’un UV-vis spektrumu
(MeOH).

Sekil 4.25’te bu bilesigin KBr ile hazirlanan pelletinin FT-IR sonuglarina gore
ise, VXB" 3021, 2962, 1732, 1600, 1453, 1369, 1288, 1228, 1166, 912 ve 758 cm™’de

max

pikler tespit edildi.
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Sekil 4.25. Chrysophanol-10,10'-bianthron (174)’un FT-IR spektrumu (KBr pellet).
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Elde edilen verilere gore, mikrobiyal sekonder metabolitlerin bir veri bankasi
olan AntiBase’de’® yapilan taramalar sonucunda chrysophanol-10,10"-bianthron (174)’a
rastlanmadi. DNP** ve CA veri bankalari kullanilarak yapilan taramalarda ise bu
bilesigin bakterilerden izole edilmedigi, baz1 bitkilerden izole edildigi belirlendi.
Literatiir verileri ile karsilastirilmak suretiylezm277 1D ve 2D NMR teknikleri
kullanilarak yapis1 dogrulanan chrysophanol-10,10"-bianthron (174) ilk kez bu
calismada bir bakteriden (Streptomyces sp. AA50) izole edildi.”®
Chrysophanol-10,10'-bianthron (174) 1978 yilinda Hata ve arkadaglar

279

tarafindan Cassia garrettiana Craib’den,””” Kitanaka ve Takido tarafindan ise Cassia

obtusifolia Linn®™ bitkisinden izole edilmistir. Ayrica bu bilesik Rhamnus

7 . 281 C. . .
ve Senna longiracemosa™ bitkilerinden de izole

nepalensis,n6 Senna reticulata®
edilmistir.
Bu bilesigin fizikokimyasal 6zellikleri Tablo 4.6’da goriilmektedir. Ayrica,

Tablo 4.7°de ise 'H ve '’C NMR verilerine ait kimyasal kayma degerleri verilmistir.

Tablo 4.6. Chrysophanol-10,10'-bianthron (174) ve chrysophanol (175)’un fizikokim-

yasal ozellikleri.

chrysophanol-10,10'-bianthron  chrysophanol

Goriiniim Acik sar1, toz Portakal rengi, kristal
Optik rotasyon [0{]%0 —5,0°(c: 0,1 CHCly)
Molekiil formiilii C3() H22 06 C15 H]() 04
HRESI-MS (pozitif, m/z )
Bulunan 479,1489 [M+H]" 253,4 [M—H] (ESI-MS)
Hesaplanan 479,1489
Erime noktas1 (mp) 209-210 °C (bozunma)
214 (29600); 270 (12550); 210 (54600); 256 (18500);

. MeOH
UV-vis A,y nm (8) 364 (14300) 286 (9380); 428 (9680)
3020,96; 2962,15: 1732.74:

FT—IR v cm’! 1600,64; 1453,11; 1369,22;

max 1288,23;1228,44; 1166,73;
1077,06; 912,17; 757,90
YPITK R, degeri’ 0,66 0,81

“YPITK Aliiminyum tabaka Silica Gel 60 F,s4 (tabaka kalinlig1 0,2 mm)
hareketli faz: % 5 MeOH / % 40 CH,Cl, / % 55 Hekzan)
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4.3.2.2.2. Chrysophanol (175)

Chrysophanol (175), chrysophanol-10,10"-bianthron (174)’nun da bulundugu
fraksiyon II'den, PITK teknigi kullanilarak portakal renkli, igne kristal halde (8,2 mg)
izole edildi. Bu bilesik, kloroformda iyi ¢6ziinmekte, metanolde ise az ¢oziinmektedir.
Antrakinon yapisinda olan bu bilesik, seyreltik NaOH ile peri-hidroksi-antrakinonlar
icin karekteristik olan, sar1 renkten viyole renge degisim reaksiyonu sergilemektedir.
Ayrica, % 40 CH,Cl, / % 5 MeOH / % 55 Hekzan ¢oziicii sisteminde Ry degeri 0,66

olarak belirlendi.

'"H NMR spektrumunda (Sekil 4.26), iki selatlanmis hidroksil gruplarindan
kaynakli pikler & 12,02 ve 12,13 ppm’de goriilmektedir. Aromatik bolgede, 1,2,3-
trisiibstitiie ve 1,3,5,6-tetrasiibstitiie aromatik halkalardan gelebilecek bes protona ait

sinyaller belirlendi. Ayrica, aromatik metil grubundan kaynakli & 2,48’de pik belirlendi.

N A
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Sekil 4.26. Chrysophanol (175)’un 'HNMR spektrumu (400 MHz, CDCl5).
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Sekil 4.27°deki 'C NMR spektrumunda & 182 ve 192 ppm’de karbonil
gruplaria ait sinyaller belirlendi. 8 163 ppm civarinda hidroksil gruplarinin baglh
oldugu sp’ hibriti yapmus 2 farkli karbon atomuna ait sinyaller ile & 110-150 ppm
araliginda aromatik halkaya ait sp’ hibriti yapmis 9 sinyal tespit edildi. Son olarak

aromatik metil grubuna ait pikin & 22,28 ppm’de oldugu belirlendi.

....................................
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Sekil 4.27. Chrysophanol (175)’un "*C NMR spektrumu (100 MHz, CDCI3).

Sekil 4.28’de, Chrysophanol (175)’'un HPLC’den 20,82. dakikada gectigi ve
CisHi0O4 kapali formiiliine uyan bilesigin negatif modda ESI-MS [M-H]™ m/z
degerinin 253,4 oldugu belirlendi.
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Relative Abundance

562,6
205 s89.1 ss1.6 s,
104 Lz;a,s as2.9 \ S8 ‘, 5835 o202 oss a7s.s
L L A A i
do o

1000 1100 1200

m/z

Sekil 4.28. Chrysophanol (175)’un HPLC-ESI-MS kromatogrami ve spektrumu.

Chrysophanol (175)’un metanolde hazirlanan 50 pM’lik ¢ozeltisinin UV-vis
spektrumunda 210 (54600), 256 (18500), 286 (9380), 428 (9680) nm’de (€) maksimum
absorbans yaptig1 belirlendi (Sekil 4.29).
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Sekil 4.29. 50 uM’lik Chrysophanol (175)’un UV-vis spektrumu (MeOH).

Elde edilen spektroskopik verilerin, literatiirlerle kiyaslanmasi sonucu
chrysophanol (175)’un yapis1 dogrulandi.”””*** Poliketidik antrakinon yapisinda olan

277,279-282

chrysophanol (175) Drechslera catenaria™ fungusu, bitkiler ile ayrica

4 ve likenler™ gibi cesitli 6karyot canhlardan izole edilmistir. Son yillarda

bocekler
Streptomyces tiirlerinden de az miktarda izole edildigi rapor edilmistir.zzo Bu bilesigin
antifungal286 ve antiviral®®’ aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir.

Izole edilen bu bilesigin fizikokimyasal 6zellikleri Tablo 4.6’da goriilmektedir.
'"H ve C NMR verilerine ait kimyasal kayma degerleri Tablo 4.7’de verilmistir.

Farkli canlilar tarafindan iiretilen dogal chrysophanol (175)’un biyosentezini
(Sekil 4.30) aydinlatmak i¢in Bringmann ve arkadaslar tarafindan yapilan calismada,
8 tane asetil koenzim-A (176)’nin poliketit sentaz (PKS) enzimi ile bir oktaketit zincir

prekiirsor (177)’tine doniisiip, ardindan canliya baglh olarak bu prekiirsoriin dort farkl

biyosentetik katlanma modeli ile bu bilesige doniisebilecegini Gnermislerdir.”®

(0} (0] (0] (0] (0] (0] O (0] (0]
H e S
—_—
8 XMe SCoA — Me SCoA
176 177
OH O OH
— 1
—_—
—_—
Me
O
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Sekil 4.30. Poliketit biyosentetik yoldan chrysophanol (175)’un biyosentezi.
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Tablo 4.7. Chrysophanol-10,10'-bianthron (174) ve chrysophanol (175)'un *C ve 'H
NMR kimyasal kayma degerleri (ppm, CDCl5).

chrysophanol-10,10'-bianthron (174) chrysophanol (175)
pozisyon &’ &’ (J =Hz) &’ &' (J=Hz)
1 162,10 - 162,72 -

2 117,01 6,74 (1H, d, 0,4) 124,37 7,11 (1H, d, 0,7)
3 147,56 - 149,36 -

4 121,05 6,16 (1H, s) 121,37 7,66 (1H, d, 0,7)
5 119,30 6,73 (1H,d, 7,4) 119,94 7,83 (1H, dd, 1,1;7,5)
6 135,71 7,49 (1H,t,7,9) 136,96 7,68 (1H, t,7.8)
7 116,85 6,96 (1H, dd, 0,9; 8,4) 124,57 7,30 (1H, dd, 1,1; 8,4)
8 161,82 - 162,42 -

9 191,63 - 192,53 -

10 56,27 4,44 (1H, s) 181,99 -

1a 114,49 - 113,73 -

4a 140,89 - 133,27 -

5a 142,07 - 133,64 -

8a 117,17 - 115,87 -

3-CH; 22,11 2,34 (3H, s) 22,28 2,48 (3H, s)
1-OH - 11,72 (1H, s) - 12,02 (1H, s)
8-OH - 11,89 (1H s) - 12,13 (1H, s)

I' 162,26 - - -

2' 117,00 6,66 (1H, d, 0,4) - -

3 147,30 - - -

4' 121,24 5,73 (1H, s) - -

5' 119,38 6,34 (1H,d, 7,4) - -

6’ 135,37 7,36 (1H, t, 7,9) - -

T 116,93 6,89 (1H, dd, 0,9; 8.4) - -

8 161,92 - - -

9 191,70 - - -

10' 56,28 4,45 (1H, s) - -

la' 113,97 - - -

4a’ 139,65 - - -

5a' 140,97 - - -

8a' 116,62 - - -

3'-CH; 21,97 2,24 (3H, s) - -

1'-OH - 11,64 (1H, s) - -

8'-OH - 11,80 (1H, s) - -

“100 MHz, ” 400 MHz.



122

4.3.2.2.3. Chrysophanol-10,10'-Bianthron (174) ve Chrysophanol (175)’un
YPITK ile Ayrilmalar

Ince tabaka kromatografisi ile ilgili calismalarda Camag marka YPITK cihaz1
(Camag Linomat V-100 uL, Camag Scanner III) kullamldi. Calismalarda, YPITK
aliminyum silika jel 60 F,s4 tabakalar kullanildi. Standart olarak saf chrysophanol-
10,10'-bianthron (174) ve chrysophanol (175) 6rnek cozeltileri ile, bunlarin karigimlar
6 mm’lik bir bant genisliginde, tabakanin soldan ve asagidan 15 mm’lik kisimlarindan
baslanarak inert gaz N, yardimiyla tabakaya spot edildi. Her bir spot arasindaki mesafe,
kullanilan tabakanin boyutuna bagli bicimde otomatik olarak ayarlandi. Yiiriitme
islemlerinde (9,5 cm), hareketli faz (% 5 MeOH / % 40 CH,Cl, / % 55 Hekzan) ile
onceden yaklasik olarak 20 dakika siire ile doygun hale gelmis olan tank (Camag Twin
Trough Chamber, 10 x 10) kullamldi. Yiiriitme isleminden sonra ITK tabakasi
izerindeki coziiciiniin kurumasi beklenildi ve tarama islemleri, 6,00 x 0,45 mm slit
araliginda, 1 mm s tarama hizinda, 100 um s coziiniirlikte gerceklestirildi. Isin
kaynag1 olarak D2&W lambalar1 kullamilarak 254 nm’de tarama yapildi. Sonuglarin
degerlendirilmesi ise winCATS yazilimi yardimiyla yapildi. Chrysophanol-10,10'-
bianthron (174) ic¢in Ry degeri 0,66 ve chrysophanol (175) icin ise 0,81 olarak
hesaplandi. Sekil 4.31’de chrysophanol-10,10'-bianthron (174)’un, Sekil 4.32°de
chrysophanol (175)’un, Sekil 4.33’te bu bilesiklerin karisimlarinin  YPITK
kromatogramlar1 ve Sekil 4.34’te ise bu iki bilesigin 3D YPITK kromatogrami

goriilmektedir.
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Sekil 4.31. Chrysophanol-10,10"-bianthron (174)’un YPITK kromatogramu.
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Sekil 4.32. Chrysophanol (175)’un YPITK kromatogramu.
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Sekil 4.33. Chrysophanol-10,10"-bianthron (174) ve chrysophanol (175) karigiminin
YPITK kromatogrami.
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Sekil 4.34. Chrysophanol-10,10'-bianthron (174) ve chrysophanol (175)’un 3D YPITK
kromatogrami.
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4.3.2.2.4. 2-Acetylchrysophanol (178)

Portakal-kirmiz1 renkli, igne kristal goriiniislii olan 2-acetylchrysophanol (178),
fraksiyon III’iin Sephadex LH-20 (% 100 MeOH) ile molekiiler elek kromatografisine
tabi tutulmasmin ardindan MeOH iginde kristallendirme yontemiyle saflastirildi. Bu
bilesik, diklorometan ve kloroformda iyi, metanolde ise orta derece coziinmektedir.
Antrakinon yapisinda olan bu bilesik, peri-hidroksi-antrakinonlar icin karekteristik bir
renk degisim reaksiyonu olan, seyreltik NaOH ile sari-portakal renkten viyole renge
degisim reaksiyonu sergilemektedir. Ayrica % 40 CH,Cl, / % 5 MeOH / % 55 Hekzan

coziicii sisteminde Ry degeri 0,42 olarak belirlendi.

178

Sekil 4.35’teki '"H NMR spektrumunda, selatlanmis durumda olan iki farklh
hidroksil grubundan kaynakli pikler & 11,96 ve 12,34 ppm’de goriildii. Aromatik
protonlardan kaynakli 4 H’lik protonlar & 7,30-7,82 aralifinda belirlendi. Ayrica, metil
gruplarina ait pikler & 2,38 ve 2,59 ppm’de tespit edildi.

— o
,/J /
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Sekil 4.35. 2-Acetylchrysophanol (178) un "H NMR spektrumu (300 MHz, CDCl;).
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BC NMR spektrumunda (Sekil 4.36) & 181,4, 192,6 ve 202,8 ppm’de karbonil
gruplarina ait sinyaller belirlendi. 6 159,4 ve 162,6 ppm’de hidroksil gruplarinin bagl
oldugu karbon atomlarina ait sinyaller ile & 114—146 ppm araliginda aromatik halkaya
ait sp” hibriti yapmis 10 sinyal tespit edildi. Son olarak iki metil grubuna ait pikler
0 20,2 ve 31,8 ppm olarak belirlendi.

n
o ] ’ | J ‘

Sekil 4.36. 2-Acetylchrysophanol (178)’un °C NMR spektrumu (125 MHz, CDCl5).

i i e e e e e L B e e Bt B U o

Kapali formiilii C17H;,0s olan 2-acetylchrysophanol (178)’un, NHj’iin reaktan
gaz olarak kullanildigi DCI-MS spektrumunda (Sekil 4.37), m/z degeri [M+H]" 297.2,
[M+NH,]" 314,3 ve [M+NH3+NH,]" 331,3 olarak belirlendi.

Relative Abundance

IM+NHy |*
314.3
20 1s1.2
[M-+HT" |[M+NH; +NH, [
187.2 297. 31.3
[1|35.2 241 !
L

053 lasez | | |29.a  a01.s 473.4
" uN Ly s e
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Sekil 4.37. 2-Acetylchrysophanol (178)’un DCI-MS spektrumu (NH3).

Ayrica bilesigin yapisinin aydinlatilmasi icin 1D NMR spektrumlarinin yaninda,
H,H COSY (Sekil 4.38), proton-karbon eslesmelerinin tespiti i¢in HSQC (Sekil 4.39) ve
proton-karbon uzak mesafe etkilesimlerinin belirlenmesi icin HMBC spektrumlar1 da

(Sekil 4.40) incelendi.
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Sekil 4.38. 2-Acetylchrysophanol (178)’un H,H COSY spektrumu (300 MHz, CDCl5).

i l , L

Sekil 4.39. 2-Acetylchrysophanol (178)’'un HSQC spektrumu (F1 75 MHz, F2 300
MHz, CDClL).
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Sekil 4.40. 2-Acetylchrysophanol (178)’'un HMBC spektrumu (F1 75 MHz, F2 300
MHz, CDCl,).
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2-Acetylchrysophanol (178)’un metanolde hazirlanan 50 pM’hik cozeltisinin
UV-vis spektrumunda 206 (38000), 225 (37700), 255 (27100), 287 (12600) ve 429
(13100) nm’de (¢) maksimum absorbans yaptig1 belirlendi (Sekil 4.41).
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Sekil 4.41. 50 uM’lik 2-Acetylchrysophanol (178)’un UV-vis spektrumu (MeOH).

2-Asetil-1,8-dihidroksi-3-metil-antrakinon  olarakta adlandirilan  2-acetyl
chrysophanol (178)’un, elde edilen spektroskopik verilerilerine gore AntiBase’de
yapilan taramalar sonucunda, bu bilesigin daha once Prof. Dr. Hartmut LAATSCH’1n
grubunda marin Streptomyces sp. Mei 6-1,2’den izole edildigi ve yayimlanmamis bir
calisma oldugu tespit edildi.”

Ayrica 1968 yilinda McCormick ve Jensen tarafindan, Strepromyces
aureofacient’ten izole edilen biyolojik aktif protetron adli bilesikten yola ¢ikarak
kimyasal olarak uyguladiklar1 dekarboksilasyon yontemi ile 2-acetylchrysophanol (178)
sentezlenmistir.”>

1D ve 2 D NMR teknikleri kullamlarak yapist dogrulanan bu bilesigin 'H ve °C
NMR verilerine ait kimyasal kayma degerleri Tablo 4.8’de verilmistir. Sekil 4.40’taki
HMBC spektrumunun analizi sonucu goézlemlenen uzak mesafe etkilesimleri

Sekil 4.42’de goriilmektedir.
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Sekil 4.42. 2-Acetylchrysophanol (178)’'un HMBC korelasyonu.

Tablo 4.8. 2-Acetylchrysophanol (178)’un *C NMR (125 MHz) ve 'H (300 MHz)

kimyasal kayma degerleri (ppm, CDCl3).

2—acetylchrysophanol (178)

pozisyon & 61 (J =Hz)

1 159,44 -

2 136,20 -

3 145,54 -

4 122,20 7,66 (1H, d, 0,5)

5 120,22 7,82 (1H, dd, 1,2; 7,5)
6 137,38 7,68 (1H, dd, 7,6; 8,3)
7 124,88 7,30 (1H, dd, 1,2; 8,4)
8 162,59 -

9 192,57 -

10 181,40

11 202,79

la 114.12 -

4a 133,09 -

5a 133,43 -

8a 115,77 -

3-CH; 20,24 2,38 (3H, d, 0,5)
11-CH; 31,84 2,59 (3H, s)

1-OH - 12,34 (1H, s)

8-OH - 11,96 (1H s)
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4.3.2.2.5. Siklik Pentapeptit A (179) ve B (180) Karisimm

Siklik pentapeptit A (179) ve B (180) karisimi, Streptomyces AA 50 nin fitrat
kisminin silika jel kolonundan CH,Cl;:MeOH ile eliie edilmesi sonucu toplanan
fraksiyon IV’iin metanol ile yikama islemine tabi tutulmasiyla ana iiriin (252,5 mg)
olarak elde edildi. Bu karisimin, kloroformda hi¢ ¢éziinmemesine karsin, metanoldeki
¢cOziiniirligl oldukga diisiik, fakat dimetil siilfoksitteki ¢oziiniirliigii oldukg¢a yiiksektir.

Renksiz toz halinde olan karigim iyot (I;) buhari ile pozitif sonu¢ vermektedir.

N
COOH COOH
H H
L L H
N N PN
% _y/ b "NT Yo % p N 0
e} o o o)

179 180

Karigima ait '"H NMR spektrumunda (Sekil 4.43), Trp- amino asit kalintisina ait
imidazol halkasindaki N-H protonu & 10,77°de belirlendi. Tipik bir peptitin, amit
protonlarina ait sinyaller & 8,4-8,7 aralifi ile yapidaki aromatik amino asidin
protonlarininda yer aldigi 6 6,9-7,8 araliginda belirlendi. Son olarak, a-protonlar1 & 4,0—

4,5 ppm araligi ile diger alifatik protonlar 6 0,6-3,0 ppm araliginda oldugu belirlendi.

B e —
9.0 8.8 8.6 8.4 ppm
———T——— ——-
11.3 11.0 10.7 ppm

— —

Sekil 4.43. Siklik pentapeptit karigiminin (179, 180) '"H NMR spektrumu (300 MHz,
DMSO-dg).
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Sekil 4.44’teki siklik pentapeptit karisimina ait *C NMR spektrumunda & 170—
173 ppm araliginda karbonil gruplarina ait sinyaller tespit edildi. Siklik pentapeptit A
(178) ve B (179) bilesiklerinin her ikisinde de yer alan aromatik amino asit kalintisindan
(Trp-) kaynakli 8 karbon atomuna ait pikler 6 110-136 ppm aralifinda goriilmektedir.
a—karbon atomlarina ait sinyaller 6 47-58 ppm araliginda ve diger alifatik karbon

atonlarina ait pikler ise 6 11-39 ppm araliginda belirlendi.
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Sekil 4.44. Siklik pentapeptit karisiminin (179, 180) *C NMR spektrumu (125 MHz,
DMSO-d).

Karisimin ESI-MS spektrumunda (Sekil 4.45), siklik pentapeptit A (178)’nin
kapah formiiliiniin C30H4,NO7 oldugu, m/z orammin [M;+Na]* 621,5 ve [M;-H] 597,5
oldugu bulundu. Siklik pentapeptit B (179)’nin ise kapali formiiliiniin Cs;H44NcO;
oldugu, m/z oraninin [M,+Na]" 635,5 ve [M,—H]™ 611,4 oldugu belirlendi.
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Sekil 4.45. Siklik pentapeptit karigiminin (179, 180) ESI-MS spektrumu.
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Siklik pentapeptit karigiminin  Sekil 4.46’daki HPLC kromatograminda,

Nucleodur marka HPLC kolonundan (C;s, 100 A°, 5 um) % 42 Asetonitril / H,O

coziicii sistemi ile ayrildiklart belirlendi. HPLC’de siklik pentapeptit A (179) nin 3,30.

dakikada, bir CH, grubu fazla olan siklik pentapeptit B (180)’nin ise 4,42. dakikada
kolondan ayrilmis oldugu DAD ile 220 nm dalga boyunda 0l¢iilerek tespit edildi.

75.0

40.0 50.0 60.0

0.0

Sekil 4.46. Siklik pentapeptit karigiminin (179, 180) HPLC kromatograma.

Elde edilen spektroskopik verilere gore AntiBase’de” yapilan taramalar
sonucunda karisim icerisindeki bilesenlerden, siklik pentapeptit A (179)’nin
siklo(-D-Glu-L-Ala-D-Val-L-Leu-D-Trp-) yapisinda oldugu ve siklik pentapeptit B
(180)’nin ise siklo(-D-Glu-L-Ala-allo-D-Ile-L-Leu-D-Trp-) yapisinda peptitler olduklart
literatiir verileriyle de kiyaslanarak dogrulandl.29()'294

Siklik pentapeptit A (179) (siklo(-D-Glu-L-Ala-D-Val-L-Leu-D-Trp-)) ve B
(180) (siklo(-D-Glu-L-Ala-allo-D-Ile-L-Leu-D-Trp-)) Kojiri ve arkadaslar tarafindan
Streptomyces misakiensis’ten izole edilip BE-18257A ve BE-18257B seklinde
tanimlanmistir. %" Ayrica aym siklik pentapeptitler Miyata ve arkadaslari tarafindan
da Streptomyces sp. No. 7338’den izole edilip WS-7338 A ve WS-7338 B seklinde
adlandinlmistir.*** Her iki calisma grubu tarafindan da bu peptitlerin endotelin
reseptdr antagonisti olduklar rapor edilmistir.***%*

Ayrica siklik pentapeptit A (179) ve B (179) bilesikleri, bu calismada
Streptomyces sp. AS42’den de izole edilmistir.
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4.3.2.3. Rizosferik Streptomyces sp. AA50’den izole Edilen Sekonder

Metabolitlerin Biyolojik Aktivitelerinin Arastirilmasi

4.3.2.3.1. DPPH Radikalini Sondiirme Aktivitesi

Antioksidant aktiviteyi tayin etmek icin kullanilan en eski metoddur. ilk olarak
1950’de dogal materyallerdeki H-donorlerini bulmak i¢in Onerilmistir. Sonralar1 hem
fenolik bilesiklerin hem de yiyeceklerin biyolojik a¢idan ©nemli kisimlariin
antioksidant potansiyelini tayin etmek i¢in kullanilmaya baslanmistir. Bu test, fenolik
bilesiklerdeki H-donoérlerinin, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (181) (DPPH) serbest kararl
radikali ile tepkime kapasitesi temeline dayanmaktadir. DPPH goriiniir bolgede (517
nm) oldukg¢a siddetli absorbsiyon verir, boylece UV-vis spektroskopisi ile kolayca tayin
edilebilir.””® Antioksidant molekiil ile DPPH arasindaki reaksiyon, DPPH’in ortamdaki
derisiminin azalmasina bu da 517 nm’deki absorbansin diismesine neden olur. Sonugta
olusan yapr radikalik olmayan DPPH-H’tir. Bu olay, reaksiyon karigiminin mor renkten

sar1 renge donmesiyle gézlemlenir.

NO,

O,N NO,
IT].
181

Bu amag¢ dogrultusunda, Streptomyces sp. AAS0’den izole edilen bilesiklerden,
Chrysophanol-10,10'-bianthron (174) ve chrysophanol (175)’un serbest radikal
sondiirme aktivitesi 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (181) (DPPH) ile modifiye Blois™®
metodu kullanilarak test edildi.”’ Biitillenmis hidroksianisol (BHA) ve Biitillenmis
hidroksitoluen (BHT) pozitif kontrol olarak kullanildi. 10-1000 uM aralhiginda farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan BHT, BHA, chrysophanol-10,10'-bianthron (174) ve
chrysophanol (175)’un 3 mL’lik ¢ozeltilerine metanolde hazirlanan 0,1 mM DPPH
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cozeltisinden (151ga duyarlidir) 1’er mL eklendi. Karnigimlar vorteks yardimiyla iyice
calkalandiktan sonra oda sicakliginda, karanlhikta 30 dakika bekletildi. Artan
konsantrasyona bagli olarak mordan sariya doniisen renk siddeti izlendi.
Spektrofotometrede 517 nm dalga boyunda absorbans degerleri Olciildii. Bu testte,
diisiik absorbans degeri yiiksek aktivite anlamina gelmektedir.

Elde edilen absorbans degerleri, asagidaki esitlik kullanilarak % DPPH radikalini
sondiirme kapasitesi olarak hesaplandi. Elde edilen sonuglar, artan madde derigimine

kars1 % DPPH Radikalini Sondiirme Aktivitesi seklinde grafige gecildi.

% DPPH - Sondiirme Aktivitesi = {w} x100
0
Ay = Negatif kontrol numunesinin (DPPH) absorbansi,

A, = Ornek ¢Ozeltisinin absorbansi.

Yapilan ol¢timler sonucunda chrysophanol (175)’un negatif yiizde sergilemis
olmasindan dolay1 c¢izilen grafikte gosterilmedi. Sekil 4.47°de goriildiigii gibi 1000
uM’lik chrysophanol-10,10"-bianthron (174)’un, % 29,15 oraninda DPPH radikalini

sondiirme aktivitesi gosterdigi belirlendi.

100+

% DPPH Sondiirme Aktivitesi (517 nm)

L] L] ) L] 1
0 200 400 600 800 1000
Konsantrasyon (uM)

Sekil 4.47. Chrysophanol-10,10'-bianthron (174) ve pozitif kontrollerin % DPPH
radikalini sondiirme aktivitesi.
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4.3.2.3.2. Indirgeme Giicii

Fenton tipi reaksiyonlarda Fe®*, H,0, ile reaksiyona girerek hidroksi radikalini
olustururken  kendisi Fe'*’e yiikseltgenir. OH radikalinin  olusumu, lipid
peroksidasyonuna, protein modifikasyonuna ve DNA hasarina yol acar. Chrysophanol-
10,10'-bianthron (174) ve chrysophanol (175) varliginda Fe3+/FeZ+’ye dontigiimii Oyaizu
metodu™® ile incelendi.””” BHA ve BHT pozitif kontrol olarak kullanildi. Farkli
konsantrasyonlarda hazirlanmig (10, 25, 50, 100, 250, 500 ve 1000 pM) 1 mL’lik
chrysophanol-10,10"-bianthron  (174), chrysophanol (175) ve pozitif kontrol
cozeltilerinin iizerine sirayla, 2,5 mL fosfat tamponu (0,2 M, pH 6,6) ve 2,5 mL
potasyum ferrisiyaniir [KsFe(CN)g] (% 1, w/v) eklendikten sonra reksiyon karigimi iyice
karistirild1 ve 50 °C’de 20 dakika inkiibasyona birakildi. Bu karisima daha sonra 2,5 mL
trikloroasetik asit (TCA, % 10 w/v) ilave edildi, iyice ¢alkalandiktan sonra 3000 rpm’de
10 dakika santrifiij edildi. Ust tabakadan 2,5 mL alimp 2,5 mL distile su ve 0,5 mL
FeCl; ¢ozeltisi (% 0,1, w/v) ilave edilip iyice karistirildi. Daha sonra oda sicakliginda
10 dakika bekletildi, artan konsantrasyonla birlikte saridan yesile doniisen renk
siddetinde artma gozlendi. 700 nm’de absorbans Olciildii, artan konsantrasyona karsi
absorbans degerleri grafige gecirildi. Bu testte yiiksek absorbans yiiksek indirgeme
giicinii  gosterir. Chrysophanol-10,10'-bianthron (174) ve chrysophanol (175)’un
oldukg¢a diisiik indirgeme giiciine sahip olduklar1 belirlendi (Sekil 4.48).
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Sekil 4.48. Chrysophanol-10,10'-bianthron (174), chrysophanol (175) ve pozitif

kontrollerin Fe**’ii Fe**ye indirgeme aktivitesi.
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4.3.2.3.3. DNA’y1 OH Radikaline Kars1 Koruma Aktivitesi

Chrysophanol-10,10'-bianthron (174) ve chrysophanol (175)’un Fenton tipi
reaksiyonlar sonucu olusan serbest radikaller tarafindan DNA’da meydana gelebilecek
zincir kirilmalarimt engelleyici etkileri, pBluescript M13+ plasmid DNA kullanilarak,
in vitro olarak arastinldi. Fenton tipi reaksiyonlarda olugan OH radikalinin etkisiyle
supercoiled (SC) formda olan plasmid DNA’da zincir kiriklar1 meydana gelererek open
circular (OC) ve linear (LN) formlara doniisiir. DNA’da meydana gelen bu hasar agroz
jel elektroforezi yardimiyla SC formun diger formlara yiizde doniistimiiyle
gdzlemlenir. %!

Chrysophanol-10,10'-bianthron (174) ve chrysophanol (175)’un DNA hasarim
onleme etkisinin arastirildigi testler, toplam hacim 14 pL olacak sekilde ependorf
tiipleri icerisinde gergeklestirildi. 4 pL pBluescript M13+ plasmid DNA (200 ng)
tizerine 3 uL 50 mM fosfat tamponu (pH 7,4), 3 uL 2 mM’ ik FeSO; ¢ozeltileri eklendi,
ardindan 25, 50, 100, 250 ve 500 uM konsantrasyonlarda hazirlanan 174 ve 175
bilesiklerinden 2 pL ilave edildi. Daha sonra 4 uLL % 15’lik H,0O, ilave edilip reaksiyon
karistmi 37 °C’de 30 dakika boyunca inkiibe edildi. Pozitif kontrol olarak 2 uL. 50 mM
KI kullanildi. Ardindan % 30 gliserol / % 0.01 bromofenol blue’den 3 pL ilave edilip
0,7 pg/mL etidyum bromiir igerikli % 0,8’lik agaroz jele ylikleme yapildi. Elektroforez
islemi TAE tamponu (40mM Tris, 40 mM asetat, 1 mM EDTA, pH 8,2) i¢erisinde 40
V’da 180 dakika boyunca gerceklestirildi. Elde edilen bantlar, jel goriintiileme sistemi
kullanilarak belirlendi. Daha sonra bantlar Quantity One yazilimiyla (version 4.5.2.
BioRad Co.) degerlendirildi.

Sekil 4.49 ve 4.50°de goriildiigii gibi, kuyucuk a’da bulunan saf DNA’ya ait ii¢
formda goriilmektedir. Kuyucuk b’de Fenton tipi reaksiyonla olusan OH radikalinin
DNA’nin SC formunun hemen hemen tamaminin LN formuna doniistiirdigi
goriilmektedir. Kuyucuk ¢’de ise pozitif kontrol olarak kullanilan 50 mM’Iik KI'nin
DNA kesimini Onledigi goriilmektedir. Sekil 4.49°da kuyucuk d-h arasinda degisik
konsantrasyonlardaki chrysophanol-10,10'-bianthron (174)’nun DNA kesimini engelle-
medigi tespit edilmistir. Sekil 4.50’de kuyucuk d-h arasinda farkli konsantrasyonlardaki
chrysophanol (175)’un da denen konsantrasyon araliginda DNA’y1 OH radikallerine

kars1 koruyucu aktiviteye sahip olmadig tespit edildi.



136

Sekil 4.49. Chrysophanol-10,10'-bianthron (174)’un Fenton reaksiyonu ile olusan OH

radikallerinin pBluescript M13+ plasmid DNA’sina verdigi hasar1 6nleyici etkisinin
arastirilmasi. a: plasmid DNA, b: plasmid DNA + 2 mM FeSO4 + % 15 H,0, (DNA
hasarinin kontrolii), ¢: plasmid DNA + 2 mM FeSO4 + 50 mM KI + % 15 H,0, (pozitif
kontrol), d: plasmid DNA + 2 mM FeSOy4 + 25 uM 174 + % 15 H,0,, e: plasmid DNA
+ 2 mM FeSO4 + 50 uM 174 + % 15 H,0,, f: plasmid DNA + 2 mM FeSO4 + 100 uM
174 + % 15 H,0,, g: plasmid DNA + 2 mM FeSOs + 250 uM 174 + % 15 H,0,,
h: plasmid DNA + 2 mM FeSOy4 + 500 uM 174 + % 15 H,0,.

Sekil 4.50. Chrysophanol (175)’un Fenton reaksiyonu ile olusan OH radikallerinin
pBluescript M13+ plasmid DNA’sina verdigi hasar1 Onleyici etkisinin arastirilmasi.
a: plasmid DNA, b: plasmid DNA + 2 mM FeSO4 + % 15 H;O, (DNA hasarinin
kontrolii), ¢: plasmid DNA + 2 mM FeSO4 + 50 mM KI + % 15 H,0, (pozitif kontrol),
d: plasmid DNA + 2 mM FeSOy4 + 25 uM 175 + % 15 H,0,, e: plasmid DNA + 2 mM
FeSO4 + 50 uM 175 + % 15 H,0,, f: plasmid DNA + 2 mM FeSO4 + 100 uM 175 +
% 15 H,0,, g: plasmid DNA + 2 mM FeSO,4 + 250 uM 175 + % 15 H,0,, h: plasmid
DNA + 2 mM FeSOy + 500 uM 175 + % 15 H,0,.
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4.3.2.3.4. DNA’y1 Prooksidan Olarak Kesim Aktivitesi

Chrysophanol-10,10"-bianthron (174) ve chrysophanol (175)"un Cu®* varliginda
prooksidan olarak davramis gostererek DNA’da zincir kiriklar1 meydana getirip-
getirmedikleri, pBluescript M13+ plasmid DNA kullanilarak in vitro olarak arastirild.
Bu tip calismalarda, Cu," varliginda DNA kesimi, ortamda prooksidan olarak davranis
gosterebilecek maddelerin etkisiyle supercoiled (SC) formda olan plasmid DNA’da
zincir kiriklarn meydana gelererek open circular (OC) ve linear (LN) formlara
dontigiimiin oldugu DNA hasarlart meydana gelir. DNA’da meydana gelen bu hasar
agroz jel elektroforezi yardimiyla SC formun diger formlara yiizde doniisiimiiyle
gdzlemlenir, ">

Bu amag¢ dogrultusunda Streptomyces sp. AA50’den izole edilen Chrysophanol-
10,10'-Bianthron (174) ve Chrysophanol (175)’un prooksidan olarak DNA’da hasara
neden olma etkisinin arastirildigl reaksiyon karigiminin toplam hacimi 12 pL olacak
sekilde ependorf tiipleri icerisinde gergeklestirildi. 4 puL. pBluescript M13+ plasmid
DNA (200 ng), 3 pL 50 mM fosfat tamponu (pH 7,4) ile syreltildi ve lizerine 3 pL 300
uM’lik CuCl; ilave edilip ardindan 25, 50, 100, 250 ve 500 uM konsantrasyonlarda
Chrysophanol-10,10'-Bianthron (174) ve Chrysophanol (175) bilesiklerinden 2 pL ilave
edildi. Daha sonra reaksiyon karisimi 37 °C’de 30 dakika boyunca inkiibe edildi. Pozitif
kontrol olarak 2 pL. 50 mM KI kullanildi. Ardindan % 30 gliserin / % 0,01 bromofenol
blue’den 3 pL ilave edilip 0,7 pg/mL etidyum bromiir icerikli % 0,8’lik agaroz jele
yiikkleme yapildi. Elektroforez islemi TAE tamponu (40 mM Tris, 40 mM asetat, ]| mM
EDTA, pH 8,2) icerisinde 40 V’da 180 dakika boyunca gerceklestirildi. Elde edilen
bantlar, agaroz jel goriintiileme sistemi kullanilarak belirlendi. Bantlar Quantity One
yazilimiyla (version 4.5.2. BioRad Co.) degerlendirildi.

Sekil 4.51 ve 4.52°de goriildiigii gibi, kuyucuk a’da bulunan saf DNA’ya ait ii¢

formda goriilmekte ve kuyucuk b’de ise Cu**’

nin DNA’ya tek basma hasar vermedigi
goriilmektedir. Kuyucuk c¢’de Cu** ve pozitif kontrol olarak kullanilan 50 mM’lik
KI'nin DNA iizerine etkisi goriilmektedir. Sekil 4.51°de kuyucuk d-h arasinda degisik
konsantrasyonlardaki chrysophanol-10,10'-bianthron (174) ve Sekil 4.52’deki kuyucuk
d-h arasinda ise farkli konsantrasyonlardaki chrysophanol (175) nun Cu® varliginda
denenen konsantrasyon araliginda prooksidan olarak davranmayip DNA iizerinde kesim

etkisine sahip olmadiklar gozlemlendi.
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Sekil 4.51. Chrysophanol-10,10"-bianthron (174)’un Cu®* varhginda pBluescript M13+

plasmid DNA’sin1 kesim etkisinin arastirilmasi. a: plasmid DNA, b: plasmid DNA +
300 uM CuCl,, ¢: plasmid DNA + 300 puM CuCl, + 50 mM KI (pozitif kontrol),
d: plasmid DNA + 300 uM CuCl, + 25 uM 174, e: plasmid DNA + 300 uM CuCl, + 50
uM 174, f: plasmid DNA + 300 uM CuCl+ 100 uM 174, g: plasmid DNA + 300 uM
CuCl; + 250 uM 174, h: plasmid DNA + 300 uM CuCl, + 500 uM 174.

Sekil 4.52. Chrysophanol (175)’'un Cu®* varhiginda pBluescript M13+ plasmid
DNA’sm kesim etkisinin aragtiritlmasi. a: plasmid DNA, b: plasmid DNA + 300 uM
CuCl,, c: plasmid DNA + 300 uM CuCl, + 50 mM KI (pozitif kontrol), d: plasmid
DNA + 300 uM CuCly+ 25 pM 175, e: plasmid DNA + 300 uM CuCl, + 50 uM 175, f:
plasmid DNA + 300 uM CuClp+ 100 uM 175, g: plasmid DNA + 300 uM CuCl, + 250
uM 175, h: plasmid DNA + 300 uM CuCl, + 500 uM 175.



139
4.3.3. Rizosferik Streptomyces sp. BS40

4.3.3.1. Fermantasyon ve izolasyon

Ayas-Beypazari (Ankara) civarinda endemik bitkilerin rizosferik toprak
tabakasindan izole edilerek teshisi yapilmis olan Streptomyces sp. BS40’in M, agar
besiyerinde gri renkli goriinen iyi biiyiimiis pleytleri secildi ve ardindan 1 L’lik
erlenmayerlerde her biri 250 mL M, besiyeri iceren 100 adet besiyerine asilama yapildi.
Fermantasyon 28 °C ve 95 rpm’de lineer inkiibatorde 7 giin siireyle gerceklestirildi.
Elde edilen siyah renkteki kiiltiir selitle karistirlhip ardindan basingli filtrasyon
uygulanarak biyokiitle ve filtrat kismi birbirinden ayrildi. Filtrat kismu Amberlit XAD-
16 kullanilarak adsorbe edilip ayrildi ve misel kismu ise Once etil asetat (4 x 2,5 L)
ardindan asetonla (3 x 2,5 L) ekstrakte edildi. Amberlit XAD-16 kullanilarak su
fazindan ayrilmasi saglanan filtrat ekstraktindan (2,33 g), kromatografik teknikler
uygulanilarak 98,7 mg yag ve carbazomycin G (182) elde edildi. Misellerden elde
edilen ekstrakttan (3,58 g) ise 556,2 mg yag ile teleocidin B2 (183) ve izomer (184)
karisimi ile 2 yeni teleocidin tiirevi 14-O-acetylteleocidin B2 (195) ve izomerinin (196)

karisimlart izole edildi (Sekil 4.53).

Streptomyces sp. BS40
(25 L calkalayici)
7 giin
L selit ile karistirma ve basingl filtrasyon L
Biyokiitle Filtrat
EtOAc (4x25L) | . "  vak 1. XAD-16 (MeOH/H,0)
Aseton (3 x 2,5L) | 1+ Ve LVA% | 2 EtOAc (6x 0,7 L)
Ham ekstrakt Ham ekstrakt
(3,58 2) (2339
silika jel G 60 |(CH,Cl,-MeOH) silika jel G 60 | (CH,Cl,-MeOH)
i. C1 i i
Yag;556,2 mg 182 Yag;98,7 mg
i Al i a2 (28,4 mg)
ii. Bl ii. Bl
iii. C1 iii. C2
183 ve 184 195 ve 196
(372,2 mg) (334,3 mg)
Al = Silika jel G 60 (CH,CL,/%4 MeOH) A2 = Silika jel G 60 (CH,Cl,/% 1 MeOH)
B1 = Sephadex LH-20 (% 100 MeOH) C2 = Kristalizasyon (% 100 MeOH)
C1 = Kiristalizasyon (% 100 Hekzan)

Sekil 4.53. Rizosferik Streptomyces sp. BS40’1n sekonder metabolitlerinin arastirilmasi.
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4.3.3.2. Rizosferik Streptomyces sp. BS40’mn Urettigi Sekonder
Metabolitlerin Yap1 Aydinlatmasi

4.3.3.2.1. Carbazomycin G (182)

Carbazomycin G (182), Streptomyces sp. BS40’1n filtrat kismindan elde edilen
ekstraktin, silika jel kolonundan CH,Cl,:MeOH ile eliile edilmesi sonucu toplanan
fraksiyon III’tin metanol igerisinde kristalizasyon islemine tabi tutulmasi sonucu, agik
sar1 renkli kristal goriiniislii (28,4 mg) olarak elde edildi. Bu bilesik, diklorometan ve
kloroformda hi¢ ¢oziinmemesine karsin, metanolde orta derece ve dimetil siilfoksitte
(DMSO) ise iyi ¢oziinmektedir. Kinol yapisinda olan bu bilesik, ITK tabakasi iizerinde
365 nm’de UV 15181 altinda kuvvetli mavi floresans vermektedir. Ayrica % 50 EtOAc /
% 50 Hekzan ¢oziicii sisteminde Ry degeri 0,34 ve erime noktasi ise 266268 °C olarak

belirlendi.

182

Sekil 4.54’de 300 MHz’de DMSO-d¢’da alinan '"H NMR spektrumunda
carbazomycin G (182)’deki N-H grubundan ve OH grubundan kaynakli sinyaller
sirasiyla 6 12,17 ppm ve 6 5,91 ppm’de birer singlet olarak belirlendi. Bilesikteki
aromatik protonlardan kaynakli sinyallerin ise & 8,02 ve & 7,46 ppm’de 1’er H’Iik
multipletler ile 7,15-7,25 ppm araliginda 2 H’a esdeger multiplet seklinde oldugu tespit
edildi. Bilesikteki metoksi grubundan kaynakli 3 H’lik bir singletin 6 3,69 ppm’de
oldugu goriildii. Son olarak yapidaki iki metil grubundan kaynakli 3’er H’lik singletler
0 1,99 ve 6 1,58 ppm olarak belirlendi.
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Sekil 4.54. Carbazomycin G (182)’nin 'H NMR spektrumu (300 MHz, DMSO-d).

BC NMR spektrumunda (Sekil 4.55), 8 177,4 ppm’de karbonil grubuna ait
sinyal belirlendi. Aromatik halkadaki iizerinde H bulunduran karbonlardan kaynakl 4
farkli pik & 111-123 ppm araliginda goriilmektedir. Kuarterner karbon atomlarindan
kaynakli 6 108—155 ppm araliginda 6 sinyal ile 6 67,2 ppm’de bir sinyal olmak iizere
toplam yedi sinyal belirlendi. Son olarak 6 59,2 ppm’de metoksi grubuna ait sinyal ile

0 27,8 ve 10,1 ppm’de metil gruplarina ait olan sinyaller belirlendi.
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Sekil 4.55. Carbazomycin G (182)’nin BC NMR spektrumu (125 MHz, DMSO-d).

Ayrica bilesigin yapisinin aydinlatilmasi icin 1D NMR spektrumlarinin yaninda,
H,H COSY (Sekil 4.56), proton-karbon eslesmelerinin tespiti icin HSQC (Sekil 4.57) ve

proton-karbon uzak mesafe etkilesimlerinin belirlenmesi icin HMBC spektrumlar1 da

(Sekil 4.58) incelendi.
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Sekil 4.57. Carbazomycin G (182)’nin HSQC spektrumu (F1 75 MHz, F2 300 MHz,
DMSO-d).
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Sekil 4.58. Carbazomycin G (182)’nin HMBC spektrumu (F1 75 MHz, F2 300 MHz,
DMSO-dp).
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Carbazomycin G (182)’nin metanolde hazirlanan 100 pM’Iik ¢ozeltisinin UV
spektrumunda 215 (27300), 253 (20500), 278 (7500) ve 341 (6000) nm’de (€)
maksimum absorbans yaptig1 belirlendi (Sekil 4.59). Ayrica Sekil 4.60°ta bu bilesigin
KBr ile hazirlanan pelletinin FT-IR sonuglarma gore ise, v5> 3207, 1611, 1480, 1903

max

ve 749 cm™de pikler tespit edildi.
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Sekil 4.59. 100 uM’lik Carbazomycin G (182)’nin UV spektrumu (MeOH).

109

80—

50—

a0 —

3207.71

20—

MOSWchebmI NIV

24000 3500 Io0e 2500 2000 1500 1000 500
Wavenunhbers

Sekil 4.60. Carbazomycin G (182)’nin FT-IR spektrumu (KBr pellet).

Sekil 4.61°deki ESI-MS spektrumundan ve Sekil 4.62°deki HR-ESI-MS
spektrumundan elde edilen sonuglara gore carbazomycin G (182) nin kapali formiiliiniin
CisH;sNOs oldugu, negatif modda [M—H]  m/z oraminin 256,0980 ve hesaplanan
kiitlesinin ise 256,0979 oldugu belirlendi.
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Sekil 4.61. Carbazomycin G (182)’nin ESI-MS spektrumu.
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Sekil 4.62. Carbazomycin G (182)’nin HR-ESI-MS spektrumu.

Kiitle spektrumundan elde edilen sonuglara gore carbazomycin G (182),
AntiBase’de” tarandi ve elde edilen NMR spektrumlar literatiir sonuglarl3 % le
karsilastirilarak yapt dogrulandi.

Carbazomycin G (182) ve diger tiirevleri Nakamura ve ¢alisma grubu tarafindan
Streptoverticillium ehimense’den izole edilip yapist dogrulanmistir.”® Knolker ve
Frohner ise bu bilesigin ilk total organik, sentezini gecis metal kompleksleri305 ve
ardindan palladyum katalizbrlﬁgﬁnde306 gerceklestirdiklerini rapor etmislerdir.
Carbazomycin G (182)’nin Trichophyton tiirlerine karsi orta derecede antifungal
aktivite gosterdigi bilinmektedir.”**

Izole edilen bu bilesigin fizikokimyasal 6zellikleri Tablo 4.9’da goriilmektedir.

'H ve *C NMR verilerine ait kimyasal kayma degerleri Tablo 4.10’da verilmistir.



Tablo 4.9. Carbazomycin G (182)’nin fizikokimyasal 6zellikleri.
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carbazomycin G (182)

Goriiniim
Molekiil formiilii

HRESI-MS (negatif, m/z )
Bulunan
Hesaplanan

Erime noktas1 (mp)

UV-vis AM" nm ()

max

FT-IR v*®" ¢m!

max

ITK R, degeri’

Acik sari, kristal
CisHisN O3

256,0980 [M—H]

256,0979

266-268 °C (241-243 °C)*

215 (27300); 253 (20500); 278 (7500); 341 (6000)

3207,71; 1610,60; 1480,48; 1400,48; 1290,60; 1189,40;

1093,01; 1003,37; 879,04; 806,75; 748,92; 681,45

0,34

“DC-Folien Polygram SIL G/UVsy; hareketli faz: % 50 EtOAc / % 50 Hekzan, “1it.>*

Tablo 4.10. Carbazomycin G (182)'nin *C NMR (125 MHz) ve 'H (300 MHz)

kimyasal kayma degerleri (ppm, DMSO-d).

carbazomycin G (182)
pozisyon & 1 (J=Hz)
1 67,24 -
2 154,21 -
3 147,57 -
4 177,42 -
5 120,39 8,02 (1H, m)
6 121,39

} 7,15-7,25 (2H, m)

7 122,86
8 111,95 7,46 (1H, m)
4a 108,38 -
4b 123,73 -
8a 136,40 -
9a 140,65 -
1-CH; (10) 27,82 1,58 (3H, s)
2-CHj (11) 10,08 1,99 (3H, s)
3-OCH; (12) 59,16 3,69 (3H, s)
1-OH - 5,91 (1H, s)
NH (9) - 12,17 (1H, br s)
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4.3.3.2.2. Teleocidin B2 (183) ve izomer (184) Karisim

Streptomyces sp. BS40’1n biyokiitle kismindan elde edilen ekstraktin, silika jel
kolonundan CH,Cl,:MeOH ile eliie edilmesi sonucu toplanan fraksiyon III'e, dncelikli
olarak silika jel 60 CH,Cl,:MeOH (96:4) ardindan Sephadex LH-20 (% 100 MeOH)
kromatografik tekniklerinin uygulanmasindan sonra ele gecen karisimin hekzan
icerisinde kristallendirilmesi sonucunda renksiz, kristal goriiniimlii Teleocidin B2 (183)
ve izomer (184) karisimi saflastirilmustir. Karisimin siklohekzan ve hekzandaki
¢Oziiniirligti oldukga diisiik olmasina karsin kloroform ve metanoldeki ¢oziiniirligi
oldukga iyidir. ITK tabakas: iizerinde, anisaldehit/siilfiirik asit reaktifi ile kahverengi
spot olusturan kansim, UV 15181 alinda 366 nm’de mavi floresan 06zellik
gostermektedir. Karisimin, DC-Folien Polygram SIL G/UV,s4 iizerinde CH,Cl,:MeOH
(95:5) ¢oziicii sisteminde Ry degeri 0,33 olarak tespit edildi.

16 15 17 16 15 17
18~ 13 E " N
A 11 RANG
N 12 10 Yo OH
O

183 184

Sekil 4.63’teki 'H NMR spektrumunda karigim igerisinde ana bilesen olan
teleocidin B2 (183)’nin sinyalleri net olarak goriilmektedir. Her iki bilesigin ana iskelet
yapist aynt oldugundan, teleocidin B2 (183) ve izomeri (184)’nin indol cekirdegindeki
N-H grubundan kaynakli sinyaller sirasiyla 6 8,18 ve 8,43 ppm’de genis singletler
olarak belirlendi. indol halka sistemindeki ana bilesenden kaynakli 2 numaral proton
0 6,79°da izomerden kaynakli olan ise 6,87’ de dubletler seklinde ve 5 numarali proton
ise sirasiyla & 6,51 ve 7,00 ppm’de singlet olarak goriildii. Her iki bilesendeki amit
protonu ise 7,69 ppm’de genis bir singlet olarak belirlendi. Teleocidin B2 (183)’nin
N-CH3 6 2,90 ppm’de 23 numarali metil grubu 1,29 ppm ve 27 numarali metil grubu ise
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1,46 ppm olarak belirlenirken izomer (184)’e ait aym sinyaller ise sirasiyla & 2,70, 1,24
ve 1,49 ppm’de iicer protonluk singletler seklinde belirlendi. Yapilarda bulunan vinil
grubundaki CH protonu & 6,1 ppm, CH,’den kaynakl protonlar ise 5,1 ppm civarinda
tespit edildi. Karisitmdaki her iki bilesende bulunan izopropil gruplarindan kaynakli 4
metil protonlarina ait sinyaller 6 0,50-1,25 ppm araliginda ticer H’lik dubletler seklinde
olduklar1 belirlendi.

e
. \ |
// / “ H‘
ol ﬁwm — L T ALY " I
‘ ; z . ; PR ‘T =

Sekil 4.63. Teleocidin B2 (183) ve izomer (184) karisiminin '"H NMR spektrumu (300
MHz, CDCl5).

C NMR spektrumunda (Sekil 4.64), teleocidin B2 (183)’ye ait & 174,5 ppm’de
izomer (184)’e ait 6 172,7 ppm’de karbonil grubunun sinyali belirlendi. Karisimin ana
bilesenine ait vinil grunun sinyalleri & 112,7 (t) ve 148,2 (d) ppm’de, izomerin ise 112,9
(t) ve 147,77 (d) ppm olarak belirlendi. Karistimin her iki bileseninde benzer olarak
bulunan imidazol halkasina ait ikiser tanesi metin, altisar tanesi de kuarterner olmak
iizere toplamda sekizer adet karbon atomuna ait pikler ise 6 106-146 ppm araliginda
goriilmektedir. Bu imidazol halkasina ait karbon atomlarindan, teleocidin B2 (183)’nin
ozellikle 2, 5, 7 ve 3a karbon atomlarina ait sinyaller 6 120,5, 106,8, 117,3 ve 116,9
ppm’de goriilmesine ragmen karisimdaki az olan bilesen izomer (184)’in ayn1 karbon
atomlarina ait sinyallerinin ise sirasiyla & 123,6, 122,4, 123,1 ve 125,6 ppm degerlerine
kaymis oldugu tespit edildi. Bu karbon atomlarina ait kimyasal kayma degerlerindeki
fark, teleocidin B2’deki indol cekirdegine 6- ve 7-pozisyonundan bagli 6-iiyeli
karbosiklik iskeletin C-22 pozisyonundaki vinil grubu ile C-19 pozisyonundaki
izopropil gruplarinin izomerde yerlerinin degismis olabilecegini, diger bir ifadeyle

izomerde C-22 iizerinde izopropil grubunun ve C-19 iizerinde ise vinil grubunun
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bulundugunu diisiindiirmektedir. Fakat izomerdeki C-19 ve C-22 kiral karbon
atomlarinin mutlak konfigiirasyonlar1 tam olarak tespit edilemedi. Ayrica teleocidin B2
(183)’nin C-12 pozisyonundaki metin grubunun kimyasal kayma degeri & 70,9 ppm
iken izomerin aymi karbon atomunun kimyasal kayma degeri ise 8 77,6 ppm olarak
belirlendi. indol laktam halkasina bagli hidroksimetil grubu teleocidin B2’de 65,0
ppm’de izomerinde ise 63,2 ppm’de goriildii. Bu grubun bagli oldugu metin karbonunun
kimyasal kayma degeri ise sirasiyla 56,1 ve 54,9 ppm olarak belirlendi. Son olarak ise
0 17-22 ppm araliginda yapilardaki izopropil gruplarindaki metillerden kaynakli dérder
adet sinyal ve o 24-41 ppm aralifinda geri kalan 10’ar adet alifatik karbonlardan
kaynakli sinyaller tespit edildi.

BC NMR spektrumunda teleocidin B2 (183)’den kaynakli 28 tane yiiksek
yogunluga sahip pikin yaninda izomer (184)’den kaynakli ¢ok daha diisiik yogunluga
sahip 28 farkl pikin yerleri tespit edildi.
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Sekil 4.64. Teleocidin B2 (183) ve izomer (184) karisiminin BC NMR spektrumu (125
MHz, CDCl,).

Karisim icerisindeki bilesiklerin yapilarinin aydinlatilmasinda 'H ve “C NMR
spektrumlarinin yaninda, H.H COSY (Sekil 4.65), proton-karbon eslesmelerinin tespiti
icin HSQC (Sekil 4.66) ve proton-karbon uzak mesafe etkilesimlerinin belirlenmesi igin
HMBC spektrumlar1 da (Sekil 4.67) incelenerek bilesiklerin iskelet yapilar tespit edildi.
Karigim icerisindeki miktarca daha az olan bilesen teleocidin B2 izomeri (184)’nin
karbon atomlarinin yerlerinin belirlenmesinde 2D NMR spektrumlarindan faydalanildi.

Teleocidin B2 (183) ve izomer (184)’ine ait 2D NMR spektrumlarindan da
faydalamilarak belirlenen *C NMR kimyasal kayma degerleri Tablo 4.11°de verilmistir.
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Sekil 4.65. Teleocidin B2 (183) ve izomer (184) karistminin H.H COSY spektrumu
(600 MHz, CDCl3).

Fi (ppm)

Sekil 4.66. Teleocidin B2 (183) ve izomer (184) karisiminin HSQC spektrumu (F1 150
MHz, F2 600 MHz, CDCI5).

““““““““““““““““““““““““““““““““““““““““““““““

Sekil 4.67. Teleocidin B2 (183) ve izomer (184) karistminin HMBC spektrumu (F1 150
MHz, F2 600 MHz, CDCl3).
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Sekil 4.68’deki UV spektrumunda, Teleocidin B2 (183) ve izomer (184)
karistminin DCM’de hazirlanan 0,02 mg/mL’lik cozeltisinin 234 ve 290 nm’de
maksimum absorbans yaptigi ve absorbsiyon siddetlerinin sirasiyla 1,275 ve 0,414

oldugu belirlendi.

Sean Spectium Curve
1.500

1.128

0.750
Abs

0.375

0.000
200.00 230.00 2E0.00 290.00 320,00 350.00
e srvelenathinrn)

Sekil 4.68. 0,02 mg/mL’lik teleocidin B2 (183) ve izomer (184) karisiminin UV
spektrumu (CH,Cl,).

Ayrica bu karisimin KBr ile hazirlanan pelletinin FT-IR spektrumunda ise (Sekil
4.69), vEBr 3448, 3373, 2956, 2870, 1656, 1600, 1505, 1374, 1068 ve 921 cm™de

max

pikler tespit edildi.

]
n
m oo

. —'W
r = - m -
a o mom g a
1] n (=] .
= e85 g 0
m o n o
i a8 - 2
+ —~m;m 3
+ - b=
a =4 m
n - ol
[ =3

1
£ [}

I

-]

o —
aooo aseo BT 2500 Zoo0 1500 1000 500

Uavenumbers

Sekil 4.69. Teleocidin B2 (183) ve izomer (184) karigimimin FT-IR spektrumu
(KBr pellet).
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Karigima ait olan Sekil 4.70’teki ESI-MS spektrumunda m/z oram1 [M+H]"
452,4, [M+Na]* 474.4, [2M+Na]* 925,3 [M-H]™ 450,5 ve [M+HCOO]™ 495.9 olarak

bulundu.

mMur1_080922114520 #2-5 RT: 0.03-0.11 AV: 4 NL: 1.16E7 ,
T: + ¢ ms [ 100.00-2000.00] I2M+Nal
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Sekil 4.70. Teleocidin B2 (183) ve izomer (184) karistminin ESI-MS spektrumu.

CosH41N30, seklinde aymi kapali formiile sahip olan teleocidin B2 (183) ve
izomer (184) karisiminin HR-ESI-MS spektrumundan (Sekil 4.71), m/z oram [M+H]"
452,3272, [M+Na]" 474,3090 oldugu ve hesaplanan kiitlesinin ise sirasiyla 452,3272 ve
474,3091 oldugu belirlendi.

7.0e+07
6.0e+07
5.0@+07
4.0e+07

3.0e+07
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T T T —
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Sekil 4.71. Teleocidin B2 (183) ve izomer (184) karisiminin HR-ESI-MS spektrumu.
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Karisimla ilgili elde edilen spektroskopik verilere gore AntiBase’de” yapilan
taramalar sonucunda elde edilen literatiir”’ verileri ile Tablo 4.11°de verilen ?C NMR
verilerinin karsilastirilmasi sonucunda, karisimdaki ana bilesenin yapisinin teleocidin
B2 (183) oldugu dogrulandi. Karisimdaki az olan bilesenin ise kendisi ile ayn1 kapali
formiile sahip ve bilinen diger teleocidin B tiirevleri olan teleocidin B1 (192), B3 (193)
ve B4 (194) izomerlerlerinden farkli olan yeni bir teleocidin izomeri oldugu belirlendi
fakat bu bilesigin mutlak konfigiirasyonu tam olarak tespit edilemedi.””’

Gli¢lu cilt iritasyonuna neden olan ve ayni zamanda suda yasayan hayvanlara
kars1 oldukca yiiksek derecede toksik etkiye sahip “teleocidin”, Takashima ve Sakai
tarafindan 1960 yilinda bir toprak bakterisi olan Streptomyces mediocidicus’dan izole
edilmistir.”">" Fujuki ve calisma grubu 1983 yilinda, ters faz HPLC tekniginden
faydalanarak, “teleocidinin” gercekte teleocidin Al (190) ve A2 (191) olan iki
teleocidin A izomeri ile teleocidin B1 (192), B2 (183), B3 (193) ve B4 (194) olan dort
teleocidin B izomerini iceren ve birbirleri ile yakin iliskili bilesiklerin bir karigimi
oldugunu ortaya ¢ikarmuglardir.’"!

Yogun kimyasal ve spektroskopik calismalar ile X-ray kristalografik analiz

tekniklerinden faydalamlarak biitiin teleocidinlerin yapilar1 dogru bir bigimde

308-310,312 307,313,314

aydmlatilip, mutlak konfigiirasyonlar1  belirlenmistir. Biitiin bu
calismalar teleocidinlerin indol halkasinin 3- ve 4-posizyonlarindan kopriili yiiksek
derecede fonksiyonel 9-iiyeli laktam igeren indol alkaloidler oldugunu gostermistir.
Ayrica teleocidin ailesinin her bir iiyesi, teleocidin A’da oldugu gibi indol ¢ekirdegine
7-pozisyonundan bagli bir linalil (1,5-dimetil-1-vinil-4-hekzenil) yan zinciri ile
karakterize iken teleocidin B’de ise indol cekirdegine 6- ve 7-pozisyonundan bagh
6-liyeli bir karbosiklik iskeleti iceren kendilerine has kompleks monoterpenoid
fonksiyonel gruba sahip 06zel bilesiklerdir. Teleocidinler, (-)-indolaktam V (187)
(ILV)*"? cekirdegi iceren diger baz1 alkaloidlerle yapisal olarak iligkilidirler ve bu
nedenle sik sik indolaktam alkaloidler olarak adlandirilirlar.

Teleocidin alkaloidlerinin metabolik sentez yolu Sekil 4.72’de goriildiigii gibi
ayritili bir bigimde aydmlatllmlstur.3m'3 1 Koshimidzu ve caligma grubu tarafindan
Streptomyces blastmyceticum iizerinde yapilan biyosentetik calismalar sonucunda,
L-triptofan (L-Trp), L-valin (L-Val) ve L-metiyonin (L-Met) nin birlesmesi sonucunda

teleocidinlerin biyosentetik 6nciilii olan ILV ¢ekirdeginin olustugunu gostermislerdir.*'®
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ILV’in  biyosentezinin ilk basamaginda  N-metil-L-valil-L-triptofanol  (185)
olusmaktadir. Dipeptidin indol halkasinin 4-pozisyonunun aktivasyonu, muhtemelen
epoksit (186)’e oksidasyon yoluyla gerceklesmekte ve ardindan halkalagma sonucu ILV
(187) olusmaktadir.’" Irie ve calisma grubunun Streptomyces blastmyceticum lizerinde
yaptig1 caligmada, monoterpenoid yan zincirinin non-mevalonat metabolik yol
vasitastyla D-glukozdan geldigini tespit etmislerdir.’'® ILV’in 7-pozisyonundan linalil
kalintisiyla birlesmesinin iki basamak iizerinden yiiriidiigii gosterilmistir. [lk basamakta

indol azotunun geranil pirofosfat (188)’"

ile olivertin alkaloidlerinin biyosentezinde
onemli bir ara iiriin olan N-prenilli ILV (189)*'"° olusmakta ve ardindan aza-Claisen-tipi
yeniden diizenlenme ile teleocidin A tiirevleri olugmaktadir. Son olarakta, C-*
pozisyonundan metilasyonu izleyen molekiili¢i halkalasma ile teleocidin B tiirevleri

biyokimyasal olarak sentezlenmektedir.*"’

“"on “SoH “Son
L-Val dipeptit .
olusumu oksidasyon halkalasma
L-Met
L-Trp
185 186 187
)\/\/K/\Opp prenilasyon
188
~ N
OH SN “oH
yeniden (0]
diizenlenme |
N
)\V\/i
192: Teleocidin B1 (19S,22R) 190: Teleocidin Al (19R)
183: Teleocidin B2 (19R,225) 191: Teleocidin A2 (19S) 189

193: Teleocidin B3 (19S5,225)
194: Teleocidin B4 (19R,22R)

Sekil 4.72. Teleocidinlerin biyosentezinin sematik gosterimi.
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Teleocidinlerin kesfinin ardindan biyolojik aktiviteleri ile ilgili ¢aligmalar, bu
bilesiklerin, yiiksek derecede inflamatuvar ve vezikatuar ajan olmalarinin yaninda
ayrica onemli toksik etkiye de sahip olduklarini ortaya koymustur.’”~'%*'* Moore ve
grubu tarafindan yapilan calismalarda, teleocidin Al (190)’in farelere intraperitoneal
enjeksiyon yoluyla verildiginde minumum letal dozun (LD,qp) yaklasik 0,3 mg/kg
oldugu tespit edilmistir. Ayrica bu alkaloidlerin deniz suyu icerisindeki
konsantrasynunun 0,15 mg/mL olmasi durumunda yarim saat igerisinde bazi kiigiik
balik tiirlerinin (bait fish) tamamim 6ldiirebildigi rapor edilmistir.’'* Takashima ve
calisma grubunun teleocidin B4 (194) iizerine yapmis olduklar1 calismalarda ise bu
bilesigin intravendz enjeksiyon yoluyla farelere verildiginde LDsy degerinin
0,22 mg/kg oldugunu ve 0,01 mg/mL konsantrasyonda ise 1 saat igerisinde Japon
balikarinin (Japanese killifish) 6lmelerine neden oldugunu rapor etmislerdir.3 20

Son yillarda yapilan calismalarla, teleocidinlerin giiclii tiimor promoterleri
oldugu ve biyolojik aktivitelerininde protein kinaz C (PKC) aktivasyonu yoluyla
gerceklestigi  ortaya cikartilmistir.”''#*'7** PKC en az on izoenzimden olusan
serin/treonin enzim sistemlerini fosforilleyen bir komplekstir. Cesitli hiicresel islemlerin
diizenlenmesinde farkl izoenzimler spesifik gorevler almaktadir.”*~*® Fizyolojik olarak

PKC, (5)-1,2-diagilgliseroller tarafindan aktive edilirler.*?’

(8)-1,2-diagilgliserollerin bu
rolii, phorbol esterler, bryostatinler ve indollaktam alkaloidler gibi yapisal cesitlilige

sahip dogal iiriinler tarafindan da taklit edilebilmektedir.**®
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4.3.3.2.3. 14-0-Acetylteleocidin B2 (195) ve izomeri (196)

Streptomyces sp. BS40’1n misel kisminin EtOAc ile ekstraksiyonu sonucu elde
edilen ham ekstraktin, silika jel kolonundan CH,Cl,:MeOH ile eliie edilmesi sonucu
toplanan fraksiyon II’ye, oncelikli olarak silika jel 60 CH,Cl,:MeOH (99:1) ardindan
Sephadex LH-20 (% 100 MeOH) kromatografik tekniklerinin uygulanmasindan sonra
ele gecen karisgmin MeOH igerisinde kristallendirilmesi sonucunda renksiz, kristal
goriiniimlii 14-0-acetylteleocidin B2 (195) ve izomer (196) karisimi (MYBS40E2-A)
saflagtirilmistir. Karistmin siklohekzan, hekzan ve kloroformdaki ¢oziiniirligii oldukca
yiiksek fakat metanoldeki ¢oziiniirliigii oldukca diisiiktiir. ITK tabakasi iizerinde UV
15181 altinda 366 nm’de mavi floresan 6zellik gosteren karisimin CH,Cl,:MeOH (95:5)

¢oziicii sisteminde Ry degeri 0,60 olarak tespit edildi.
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Sekil 4.73. 14-O-Acetylteleocidin B2 (195) ve izomer (196) karigiminin '"H NMR
spektrumu (300 MHz, CDCl5).
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'"H NMR spektrumunda (Sekil 4.73) karigim icerisinde ana bilesen olan 14-O-

acetylteleocidin B2 (195)’nin sinyalleri net olarak goriilmektedir. Her iki bilesigin ana
iskelet yapisi ayni oldugundan, 14-0O-acetylteleocidin B2 (195) ve izomer (196)’in indol
cekirdegindeki N-H grubundan kaynakli sinyaller sirasiyla ¢ 8,21 ve 8,45 ppm’de genis
singletler seklindedir. Indol halka sistemindeki ana bilesenden kaynakli 2 numaral
proton d 6,79’da, izomerden kaynakli olan ise 6,82’de dubletler seklinde ve 5 numarali
proton ise sirasiyla & 6,54 ve 7,00 ppm’de singlet olarak goriildii. Her iki bilesendeki
amit protonu ise 6,04 ppm’de genis bir singlet olarak belirlendi. 14-O-Acetylteleocidin
B2 (195)’ye ait N-CH3 6 2,92 ppm’de, 23 numarali metil grubu 1,30 ppm’de, 27
numarali metil grubu 1,45 ppm ve asetil grubu ise 2,07 ppm olarak belirlenirken izomer
(196)’e ait ayn1 sinyaller ise sirasiyla 6 2,70, 1,30, 1,48 ve 2,01 ppm’de iicer H'lik
singletler seklinde belirlendi. Yapilarda bulunan vinil grubundaki CH protonu 6 6,1
ppm, CH,’den kaynakli protonlar ise 5,1 ppm civarinda tespit edildi. Karisimdaki her
iki bilesende de bulunan izopropil gruplarindan kaynakli 4 metil protonlarina ait
sinyallerin 6 0,50—1,24 ppm araliginda iicer H ik dubletler seklinde olduklar1 belirlendi.

BC NMR spektrumunda (Sekil 4.74), amit karbonili ve asetil karbonili 14-O-
acetylteleocidin B2 (195)’de sirasiyla 6 173,1 ve 171,1 ppm’de, izomer (196) icin ise &
172,1 ve 170,9 ppm’de belirlendi. Karisimin ana bilesenine ait vinil grunun sinyalleri &
113,0 (t) ve 148,2 (d) ppm’de, izomerin ise 112,9 (t) ve 147,7 (d) ppm olarak belirlendi.
Karisimin her iki bileseninde de bulunan imidazol halkasina ait sp2 hibriti yapmis
sekizer adet karbon atomuna ait pikler ise & 106—146 ppm araliginda goriilmektedir. Bu
imidazol halkasina ait karbon atomlarindan, 14-O-acetylteleocidin B2 (195)’nin
ozellikle 2, 5, 7 ve 3a karbon atomlarina ait sinyaller 6 120,7, 107,0, 117,5 ve 116,9
ppm’de goriilmesine ragmen karigimdaki az olan bilesen izomer (196)’in ayni karbon
atomlarina ait sinyallerinin ise sirasiyla & 124,4, 122,5, 123,3 ve 125,8 ppm degerlerine
kaymis oldugu tespit edildi. Bu karbon atomlarina ait kimyasal kayma degerlerindeki
fark, tipki teleocidin B2 (183) ve izomerin (184)’de oldugu gibi 14-O-acetylteleocidin
B2 (195)’deki indol cekirdegine 6- ve 7-pozisyonundan bagli 6-iiyeli karbosiklik
iskeletin C-22 pozisyonundaki vinil grubu ile C-19 pozisyonundaki izopropil
gruplariin bu bilesigin izomerinde yerlerinin degismis olabilecegini diisiindiirmektedir.
Fakat izomerdeki C-19 ve C-22 kiral karbon atomlarinin mutlak konfigiirasyonlar1 tam

olarak tespit edilemedi. Ayrica 14-O-acetylteleocidin B2 (195)’nin C-12 pozisyonunda
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bulunan metin grubunun kimyasal kayma degeri 6 71,1 ppm iken izomerin ayn1 karbon
atomunun kimyasal kayma degeri ise 6 77,5 ppm olarak belirlendi. C-14 metilen grubu
14-0O-acetylteleocidin B2’de 66,0 ppm’de izomerinde ise 64,0 ppm’de bu grubun bagh
oldugu C-9 metin karbonunun kimyasal kayma degeri ise sirasiyla 53,3 ve 52,0 ppm
olarak belirlendi. Son olarakta 6 17-22 ppm araliginda yapilardaki izopropil gruplart ve
asetil grubundan kaynakli beser adet metil sinyali ve 6 24-41 ppm aralifinda geri kalan
10’ar adet alifatik karbonlardan kaynakli sinyaller tespit edildi.

Bilinen bilesik olan teleocidin B2 (183) ve izomer (184) karisimina ait BC NMR
spektrumunda (Sekil 4.64) 28’er adet sinyal tespit edilmesine karsin, Sekil 4.74’teki Bc
NMR spektrumunda ise bir asetil grubundan kaynakli olarak 14-O-acetylteleocidin B2
(195)’ye ait 30 yiiksek yogunluga sahip pikin yaninda izomer (184)’e ait olan daha
diisiik yogunluga sahip 30 farkl pikin yerleri tespit edildi.

Sekil 4.74. 14-O-Acetylteleocidin B2 (195) ve izomer (196) karisiminin BC NMR
spektrumu (125 MHz, CDCls).

Karisim icerisindeki bilesiklerin yapilarinin aydinlatilmasinda 'H ve °C NMR
spektrumlarinin yaninda, H.H COSY (Sekil 4.75), proton-karbon eslesmelerinin tespiti
icin HSQC (Sekil 4.76) ve proton-karbon uzak mesafe etkilesimlerinin belirlenmesi igin
HMBC spektrumlar1 da (Sekil 4.77) incelenerek bilesiklerin iskelet yapilar tespit edildi.
Ozellikle karigim icerisindeki az olan bilesen 14-O-acetylteleocidin B2 izomeri
(196)’nin karbon atomlarinin yerlerinin belirlenmesinde faydalanildi.

14-0O-Acetylteleocidin B2 (195) ve izomer (196)’ine ait 2D NMR
spektrumlarindan da faydalamilarak belirlenen *C NMR kimyasal kayma degerleri

Tablo 4.11°de goriilmektedir.
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Sekil 4.75. 14-O-Acetylteleocidin (195) ve izomer (196) karisiminin H.H COSY
spektrumu (300 MHz, CDCls).
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Sekil 4.76. 14-O-Acetylteleocidin (195) ve izomer (196) karisiminin HSQC spektrumu
(F1 75 MHz, F2 300 MHz, CDCl5).

1 (ppm)

Sekil 4.77. 14-0O-Acetylteleocidin (195) ve izomer (196) karisimimnin HMBC spektrumu
(F1 75 MHz, F2 300 MHz, CDCl,).
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Sekil 4.78’deki UV spektrumunda, 14-O-acetylteleocidin (195) ve izomer (196)
karistminin DCM’de hazirlanan 0,02 mg/mL’lik cozeltisinin 233 ve 290 nm’de
maksimum absorbans yaptigi ve absorbsiyon siddetlerinin sirasiyla 1,225 ve 0,382

oldugu belirlendi.

1.500

1125

0.750
Abs

0.375

0.000
200.00 =30.00 260,00 290,00 320,00 350,00
“w avelengthinm)

Sekil 4.78. 0,02 mg/mL’lik 14-O-acetylteleocidin (195) ve izomer (196) karisiminin
UV spektrumu (CH,Cl,).

Ayrica bu karisimin KBr ile hazirlanan pelletinin FT-IR spektrumunda ise (Sekil
4.79), v 3376, 2955, 2870, 1750, 1682, 1600, 1496, 1365, 1274, 1105, 1047, 918,

max

784 ve 636 cm™de pikler tespit edildi.

I0Sy b3 NSNS

aooo aseo BT 2500 Zoo0 1500 1000 500
Wavenumbers

Sekil 4.79. 14-O-Acetylteleocidin B2 (195) ve izomer (196) karisgiminin FT-IR
spektrumu (KBr pellet).
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14-0O-Acetylteleocidin B2 (195) ve izomer (196) karisima ait olan Sekil
4.80’teki pozitif modda alman (+) ESI-MS spektrumunda m/z oram1 [M+H]" 494,3,

[M+Na]* 516,3 ve , [2M+Na]* 1009,6 olarak bulundu.

v Nalt
s16.3

(R

©°

Sekil 4.80. 14-O-Acetylteleocidin B2 (195) ve izomer (196) karisiminin (+) ESI-MS

spektrumu.

C30H43N30; seklinde aymi kapali formiile sahip olan 14-O-acetylteleocidin B2
(195) ve izomer (184) karistminin HR-ESI-MS sonuglarina gére m/z oramimin [M+H]*

4943376 oldugu ve aym formdaki hesaplanan kiitlesinin m/z oraninin ise 494,3377

oldugu Sekil 4.71’deki spektrumdan belirlendi.

1111111

— 466.34274

IM+F]

- 494.3376

570

Sekil 4.81. 14-0-Acetylteleocidin B2 (195) ve izomer (196) karistminin HR-ESI-MS

spektrumu.
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14-0O-Acetylteleocidin B2 (195) ve izomer (196) kansiminin Sekil 4.82’deki
HPLC kromatograminda, Nucleodur marka HPLC kolonundan (C;g, 100 A°, 5 um, 3 x
250 mm) 0-15 dakika % 40 asetonitril / H,O ve 15-30 dakika % 100 asetonitril ¢oziicii
sistemi ile 19,07. dakikada ayrilmadan gectigi belirlendi. Ayrica % 79,9 hekzan / % 20
2-propanol / % 0,1 trietil amin ¢6ziicii sistemlerinden faydalanilarak Crownpak CR (+)
4 x 150 mm ve Chiralcel OD 4,6 x 250 mm kiral kolonlarin ayr1 ayr kullamldigi HPLC

calismalarinda da karisimin bu kosullarda ayrilmadig tespit edildi.

-300

18.0:
.04
4.0

Sekil 4.82. 14-0-Acetylteleocidin B2 (195) ve izomer (196) karisitminmin HPLC
kromatogrami.

Karisimla ilgili elde edilen spektroskopik verilere gore, mikrobiyal sekonder
metabolitlerin bir veri bankasi olan AntiBase’de’ yapilan taramalar sonucunda 14-O-
acetylteleocidin B2 (195) ve izomer (196)’e ait herhangi bir veriye rastlanmadi. DNP**
ve CA veri bankalan1 kullanmilarak yapilan taramalarda ise teleocidin B3 (193) ve
teleocidin B4 (194)’iin kimyasal olarak sentezi icin 14-O-acetylteleocidin B3 ve B4
tiirevlerinin sentezlenmis oldugu belirlendi.’”

ID ve 2D NMR teknikleri kullanilarak ve daha ©Once dogal iiriin olarak
Streptomyces mediocidicus’un misellerinden izole edilerek yapisi aydinlatilan teleocidin
B2 (183)'nin®”" spektroskopik verilerinden faydalamlarak yapisi dogrulanan 14-O-
acetylteleocidin B2 (195) ve izomer (196) karisimi ilk kez bu ¢alismada dogal iiriin
olarak Streptomyces sp. B40’tan izole edildi. Calismalar esnasinda, dikkatsizlik sonucu

ozellikle yiiz ¢evresinde meydana gelen kontaminasyon neticesinde oldukga siddetli cilt

iritasyonuna ve vezikiil olusumuna neden oldugu belirlendi.
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Tablo 4.11. Teleocidin B2 (183), teleocidin izomeri (184), 14-O-acetylteleocidin B2
(195) ve 14-O-acetylteleocidin izomeri (196)’'nin >C NMR kimyasal kayma degerleri
(ppm, 125 MHz, CDCl3).

Karbon No. 183 184 195 196
2 120,47 (d) 123,61 (d) 120,70 (d) 124,10 (d)
113,74 (s) 108,12 (s) 112,90 (s) 107,11 (s)
3a 116,95 (s) 125,62 (s) 116,92 (s) 125,77 (s)
145,62 (s) 143,04 (s) 145,57 (s) 143,01 (s)
5 106,78 (d) 122,41 (d) 106,96 (d) 122,55 (d)
137,48 (s) 137,61 (s) 137,61 (s) 137,66 (s)
7 117,32 (s) 123,10 (s) 117,54 (s) 123,27 (s)
7a 139,60 (s) 140,22 (s) 139,85 (s) 140,18 (s)
8 33,79 (t) 28,81 (t) 34,25 (t) 28,66 (t)
56,07 (d) 54,87 (d) 53,31 (d) 51,98 (d)
11 174,52 (s) 172,74 (s) 173,11 (s) 172,14 (s)
12 70,88 (d) 77,62 (d) 71,06 (d) 77,47 (d)
14 65,03 (t) 63,18 (t) 65,97 (t) 64,04 (t)
15 28,46 (d) 24,61 (d) 28,44 (d) 24,56 (d)
16 19,65 (q) 19,75 (q) 19,60 (q) 19,65 (q)
17 21,75 (q) 19,80 (q) 21,63 (q) 19,72 (q)
18 33,15 (q) 35,62 (q) 33,02 (q) 35,56 (q)
19 40,20 (s) 40,58 (s) 40,16 (s) 40,48 (s)
20 26,71 (t) 27,14 (1) 26,63 (t) 27,20 (t)
21 35,62 (1) 35,05 (1) 35,53 (t) 35,02 (t)
22 39,59 (s) 39,29 (s) 39,57 (s) 39,22 (s)
23 27,93 (q) 26,55 (q) 27,82 (q) 26,45 (q)
24 38,21 (d) 37,08 (d) 38,15 (d) 37,01 (d)
25 17,60 (q) 17,67 (q) 17,53 (q) 17,63 (q)
26 18,72 (q) 18,30 (q) 18,62 (q) 18,25 (q)
27 25,45 (q) 25,55 (q) 25,42 (q) 25,27 (q)
28 148,17 (d) 147,68 (d) 148,19 (d) 147,96 (d)
29 112,75 (t) 112,90 (t) 113,01 (t) 112,85 (t)
30 - - 171,09 (s) 170,89 (s)
31 - - 20,81 (@) 20,88 (q)
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4.3.3.2.4. 14-0-Acetylteleocidin B2 (195) ve 14-O-acetylteleocidin izomer
(196) Karisimi (MYBS40E2-A) icin Hidroliz Deneyi

Streptomyces sp. BS40’1in misellerinin EtOAc ile ekstraksiyonu sonucu elde
edilen ham ekstrakta ¢esitli kromatografik tekniklerin uygulanmasi1 sonucunda iki yeni
teleocidin izomerleri olan 14-O-acetylteleocidin B2 (195) ve izomeri (196)’ni iceren ve
MYBS40E2-A olarak kodlanan karisim izole edildi. MYBS40E2-A’dan 10,08 mg
almarak 2 mL metanol igerisinde ¢oziildii ve icerisine yaklasik 0,2 g NaOH pelleti
birakilarak 40 °C’de 2 saat siireyle inkiibasyona birakildi. Ardindan % 7’lik HCI’den
5 mL damla damla birakilarak nétrallesmesi saglandi. Daha sonra reaksiyon karigimi
CH,Cl, (2 x 20 mL) ile ekstrakte edildi. Ektraksiyon sonucunda, asetik asit (197) ve
MYBSA40E2-AH olarak kodlanan karisim izole edildi (Sekil 4.83).

(0]
SN /[k
(0]

i. 0,2 g NaOH (40 °C, 2 saat)
ii. 5mL % 7 HCl

iil. CHﬂClz ile ekstraksiyon

MYBS40E2-A MYBS40E2-AH 197
195 : R, = vinil, R, = izopropil 183 : R, = vinil, R, = izopropil
196 : R, = izopropil, R, = vinil 184 : R, = izopropil, R, = vinil
(10,08 mg, 2 mL MeOH iginde) (9,02 mg)

Sekil 4.83. 14-O-Acetylteleocidin B2 (195) ve izomer (196) karigimi i¢in hidroliz
islemleri.

MYBS40E2-AH 1n 'H, °C NMR spektrumlarinin yaninda ESI-MS spektrumu
alindi. Elde edilen spektrumlar ayni bakterinin misel kismindan elde edilen fraksiyon
[IT’ten izole edilen teleocidin B2 (183) ve izomer (184) karisiminin spektrumlar ile
karsilastirildiginda elde edilen spektrumlarin ayni oldugu tespit edildi. Boylece yeni
teleocidinlerin, bilinen bilesik olan teleocidin B2 (183) ve izomeri (184)’nin laktam
halkasina C-9 pozisyonundan bagli hidroksi metil grubunun oksijeni iizerinden
asetillenmis tiirevleri olan 14-O-acetylteleocidin B2 (195) ve 14-O-acetylteleocidin

izomeri (196) olduklar1 dogrulanmis oldu.
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4.3.3.3. Rizosferik Streptomyces sp. BS40’tan izole Edilen Sekonder

Metabolitlerin Biyolojik Aktivitelerinin Arastirilmasi

4.3.3.3.1. Antimikrobiyal ve Mortalite Yoniinden Arastirilmasi

Rizosferik Streptomyces sp. BS40’tan izole edilen, Trichophyton tiirlerine karsi
orta derecede antifungal aktivite gosterdigi bilinen®™ carbazomycin G (182) ile
teleocidin B2 (183) ve izomer (184) karisimi ile 14-O-acetylteleocidin B2 (195) ve
izomer (196) karisiminin 8 mg/mL’lik stok ¢ozeltisi hazirlandi. Hazirlanan ¢ozeltilerden
faydalanilarak 40, 80 ve 160 pg madde igerikli diskler hazirlandi. Disk difiizyon
yontemine gore 6 mm ¢apindaki kagit diskler test mikroorganizmalarinin asilandig1 agar
pleytler iizerine yerlestirildi. Test mikroorganizmasi olarak kullanilan E. coli ATCC
25922, S. aureus ATCC 25923, S. pyogenes ATCC 19615, P. aeruginosa ATCC 27853,
ve B. subtilis ATCC 11774 bakterileri ile C. albicans ATCC 10231 mantarinin iiremesi
tizerine bu bilesiklerin denenen konsantrasyon araliginda herhangi bir inhibisyon etkisi
gostermedigi tespit edildi.

Caligmalar esnasinda, ciltte iritasyona ve vezikiil olusumuna neden oldugu
belirlenen 14-O-acetylteleocidin B2 (195) ve izomer (196) karisiminin Artemia salina
L. larvalar tizerine % sitotoksik aktivitesi arastirtldi. 14-O-acetylteleocidin B2 (195) ve
izomer (196) karisiminin (MYBS40E2-A) 0,1-10 pg/mL konsantrasyon araliginda
Artemia salina larvalarina kars1 % 100 sitotoksik aktivite sergiledigi tespit edildi.
Teleocidin B2 (183)’nin giiclii cilt iritasyonuna neden olmasinin yaninda suda yasayan
hayvanlara kars1 yiiksek derecede toksik etkiye sahip olmasi ve gii¢lii tiimor promotu
olduguna dair cesitli literatiir verileri**’>'" bulunmasindan dolay1 bu ¢alismada Artemia

salina L. larvalar iizerine olan sitotoksik aktivitesi incelenmedi.

Tablo 4.12. Yeni teleocidin izomerler karisimi (MYBS40E2-A)’nin % mortalite aktivitesi.

MYBS40E2-A Artemia salina
(ng/mL) (% mortalite)
10,0 100
1,0 100

0,1 100
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4.3.4. Rizosferik Streptomyces sp. AS42

4.3.4.1. Fermantasyon ve izolasyon

Ayas-Beypazar1i (Ankara) civarinda endemik bitkilerin rizosferik toprak
tabakasindan izole edilerek molekiiler teshisi yapilmis olan Strepromyces sp. AS42’nin
M, agar besiyerinde kahverengi goriinen iyi biiylimiis pleytleri secildi ve ardindan
1 L’lik erlenmayerlerde her biri 250 mL M, besiyeri iceren 20 adet besiyerine asilama
yapildi. Fermantasyon 28 °C ve 120 rpm’de orbital inkiibatérde 10 giin siireyle
gerceklestirildi. Elde edilen agik kahve renkteki kiiltiir liyofilizasyon islemine tabi
tutularak kurutuldu. Elde edilen liyofilizat etil asetat (7 x 500 mL) ile ekstrakte edildi.
Coziiciiniin ugurulmast sonucu elde edilen 2,51 g ham ekstrakt % 15 MeOH / % 85
CH,Cl, c¢oziicii sistemi ile yikanarak 122,1 mg siklik pentapeptit A (179) ve B (180)
karisimi elde edildi (Sekil 4.84).

Streptomyces sp. AS42
(5 L Calkalayicr)

1. Liyofilizasyon

ivaki | EiOAC (7x 0,5 1)

Ham ekstrakt
(2,51¢g)

i. Al

Siklik pentapeptit
122,1 mg bilesik (karisim)

179 180

Al = Yikama (% 85 CH,Cl,/ % 15 MeOH)

Sekil 4.84. Rizosferik Streptomyces sp. AS42’nin sekonder metabolitlerinin arastirilmasi.
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4.3.4.2. Rizosferik Streptomyces sp. AS42’nin Urettigi Sekonder
Metabolitlerin Yap1 Aydinlatmasi

4.3.4.2.1. Siklik Pentapeptit A (179) ve B (180) Karisimm

Streptomyces sp. AS42’nin orbital inkiibator kullanilarak M, besi ortaminda
iretilen (5 L) kiiltiiriiniin, liyofilizasyon islemine tabi tutulduktan sonra etil asetat ile
ekstraksiyonu sonucu elde edilen ham ektraktin % 15 MeOH / % 85 CH,Cl, ¢oziicii
sistemi ile yikanmasiyla siklik pentapeptit A (179) ve B (180) karisimi (122,1 mg) elde
edildi. Siklik pentapeptit A (179) ve B (180) karisimi kloroformda hi¢ ¢éziinmezken,
metanoldeki ¢oziiniirliigii oldukca diisiik fakat dimetil siilfoksitteki c¢oOziiniirligi ise
oldukga yiiksektir. Renksiz toz halinde olan karisim, iyot (I;) buhan ile pozitif sonug
vermektedir. ITK tabakasi iizerinde UV 1s181 alunda 366 nm’de siddetli floresans

ozellik gostermektedir.
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Sekil 4.85. Siklik pentapeptit A (179) ve B (180) karisimmin 'H NMR spektrumu (600
MHz, DMSO-d).
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Karigimin 600 MHz'de alinan 'H NMR spektrumunda (Sekil 4.85), her iki

peptitte de bulunan Trp- amino asit kalintisindaki imidazol halkasina ait N-H protonu
0 10,76’da genis bir singlet olarak belirlendi. Siklik pentapeptit A (179) ve B (180)’nin
her ikisinde de bulunan Trp-, Ala- ve Leu- amino asit kalintilarina ait amit protonlarinin
sinyalleri 6 8,4-8,8 araliginda dubletler seklinde oldugu belirlendi. Ayrica siklik penta
peptitlerdeki Glu- kalintisinin amit protonu ve imidazol halkasina ait aromatik protonlar
ile siklik pentapeptit A (179)’daki Val- ve siklik pentapeptit B (180)’deki allo-Ile-
amino asit kalintilarina ait amit protonlarinin sinyalleri 6 6,9-7,8 ppm araliginda
belirlendi. Son olarak, a-protonlarina ait sinyaller & 4,0-4,5 ppm araliginda ve diger
alifatik protonlar ise 6 0,6-3,0 ppm araliginda oldugu belirlendi.

Sekil 4.86’teki siklik pentapeptit karisiminin BC NMR spektrumunda karbonil
gruplarina ait sinyallerin 6 170-173 ppm aralifinda oldugu tespit edildi. Siklik
pentapeptit A (178) ve B (179) bilesiklerinin her ikisinde de bulunan Trp- kalintisindaki
imidazol halkasinda yer alan 8 karbon atomuna ait pikler & 110-136 ppm araliginda
goriilmektedir. a-karbon atomlarina ait pikler 6 47-57 ppm araliginda ve diger alifatik

karbon atomlarina ait pikler ise 6 11-39 ppm araliginda belirlendi (Tablo 4.13).

Sekil 4.86. Siklik pentapeptit A (179) ve B (180) karisimunin °C NMR spektrumu (125
MHz, DMSO-dp).

Ayrica bilesigin yapisinin aydinlatilmasi icin 1D NMR spektrumlarinin yaninda,
H,H COSY (Sekil 4.87), proton-karbon eslesmelerinin tespiti icin HSQC (Sekil 4.88) ve
proton-karbon uzak mesafe etkilesimlerinin belirlenmesi icin HMBC spektrumlar1 da

(Sekil 4.89) incelendi.



Sekil 4.87. Siklik pentapeptit A (179) ve B (180) karigtmimin H,H COSY spektrumu
(600 MHz, DMSO-d).

F1 (ppm)

Sekil 4.88. Siklik pentapeptit A (179) ve B (180) karisiminin HSQC spektrumu (F1 150
MHz, F2 600 MHz, DMSO-d).
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Sekil 4.89. Siklik pentapeptit A (179) ve B (180) karisiminin HMBC spektrumu (F1
150 MHz, F2 600 MHz, DMSO-dg).
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Tablo 4.13. Siklik pentapeptit A (179) ve B (180)'nin 'H NMR*' ve “C NMR

kimyasal kayma degerleri (ppm, DMSO-dp).

siklik pentapeptit A (179)

siklik pentapeptit B (180)

Pozisyon
6" (J = Hz) &' &' (J=Hz) &'
D-Val NH 7,51 (1H, d, 9,2) 7,45 (1H, d, 9,4)
[D-allo-Ile] o CH 4,14 (1H, m) 57,27 (d) 431" 55,44 (d)
f CH 1,78 (1H, m) 30,65 (d) 1,58 (1H, m) 37,18 (d)
y CH; 0,82 (3H, d, 6,6) 18,11 (q) 0,87 3H, t, 7,4) 14,55 (q)
y CHypp 0,83 (3H, d, 6,6) 19,05 (q) 1,29 (1H, m) 25,79 (t)
[y CH,] 1,07 (1H, m)
[0 CH;] 0,78 (3H, d, 6,7) 11,36 (q)
CcO 171,53 (s) 171,93 (s)
L-Leu NH 8,55 (1H, d, 6,5) 8,60 (1H, d, 6,6)
a CH 4,10 (1H, m) 51,98 (d) 4,06 (1H, m) 52,32 (d)
p CH, 1,20 2H, t, 7,6) 38,62 (t) 1,20 (2H, m) 38,54 (t)
y CH 1,01 (1H, m) 23,79 (d) 0,95 (1H, m) 23,79 (d)
OCH; 0,74 (3H, d, 6,4) 22,03 (q) 0,73 (3H, d, 6,4) 21,93 (q)
0 CH; 0,64 (3H, d, 6,4) 22,20 (q) 0,63 (3H, d, 6,4) 22,32 (q)
Cco 171,46 (s) 171,60 (s)
p-Trp NH 8,75 (1H, d, 8,4) 8,78 (1H, d, 7,0)
a CH 4,28 (1H, m) 55,08 (d) 428" 55,00 (d)
p CH, 3,26 (1H, br d) 27,20 (t) 3,28 (1H, dd, 2,3;14,6) 27,20 (t)
B CH, 2,91 (1H, dd, 11,8;14,4) 2,90 (1H, dd, 11,8;14,6)
1-NH 10,79 (1H, br s) 10,78 (1H, br s)
2-CH 7.12 (1H, d, 1,2) 123,44 (d) 7.12 (1H, d, 1,8) 123,46 (d)
3-C 110,42 (s) 110,44 (s)
3a-C 126,77 (s) 126,74 (s)
4-CH 7,53 (1H, d, 7,6) 117,83 (d) 7,52 (1H, d, 7,6) 117,83 (d)
5-CH 6,96 (1H, t, 7,6) 118,07 (d) 6,96 (1H, t, 7,6) 118,07 (d)
6-CH 7,04 (1H, t, 7,6) 120,58 (d) 7,04 (1H, t, 7,6) 120,58 (d)
7-CH 7,31 (1H, d, 7,6) 111,10 (d) 7,31 (1H, d, 7.,6) 111,10 (d)
7a-C 136,01 (s) 136,01 (s)
CcO 171,21 (s) 171,23 (s)
D-Glu NH 7,39 (14, d, 7,3) 7,49 (1H, d, 7,8)
a CH 4,26 (1H, m) 52,25 (d) 425" 52,30 (d)
S CH, 1,88 (2H, m) 26,95 (t) 1,89 (2H, m) 26,95 (t)
y CH, 2,16 (2H, m) 30,47 (t) 2,16 (2H, m) 30,47 (t)
COOH 12,09 (1H, br s) 173,76 (s) 12,02 (1H, br s) 173,76 (s)
CcO 170,09 (s) 169,97 (s)
L-Ala NH 8,72 (1H, d, 8,0) 8,75 (1H, d, 7,0)
a CH 4,40 (1H, dq, 7,1) 47,23 (d) 4,45 (1H, dq, 7,1) 47,17 (d)
p CH; 1,14 3H, d, 6,9) 14,34 (q) 1,13 3H,d, 7,1) 14,27 (q)
CcO 171,44 (s) 171,56 (s)

“ Literatiir®' (300 MHz), ” 125 MHz, " Literatiir*®* (400 MHz).
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Karisimin ESI-MS spektrumunda (S$ekil 4.90), kapali formiilii C30H4yNgO7 olan

siklik pentapeptit A (178)’nmin, m/z oraninin [M;+H]* 599.3 ve [M;-H]™ 597,4 oldugu

bulundu. Siklik pentapeptit B (179) nin ise kapali formiiliniin C3;H44NeO7 oldugu, m/z

oraninin [M+H]" 613,3 ve [M,—H]™ 611,5 oldugu belirlendi.
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Sekil 4.90. Siklik pentapeptit A (179) ve B (180) karistminin ESI-MS spektrumu.

HR-ESI-MS sonuglarina gore (Sekil 4.91) siklik pentapeptit A (179)’nin kapali

formiiliiniin C30H4NgO7 oldugu [M;+H]" m/z oraminin 599,3187 ve siklik pentapeptit B

(180)’nin kapali formiiliiniin C3;HuNgO; [Mp+H]" formunda m/z oranin 613,3344

oldugu belirlendi. Bilesiklerin bu formlarinin hesaplanan kiitleleri ise sirasiyla 599,3188

ve 613,3344 olarak bulundu.

Siklik Pentapeptit A = M, Siklik Pentapeptit

[M+H1T"

7.0e+07

B = Mo

[Mo+H1"
o~

=
=

F 1
J - L " A
0o

0.0e+00
605 610

Sekil 4.91. Siklik pentapeptit A (179) ve B (180) karisiminin HR-ESI-MS spektrumu.
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HR-ESI-MS caligmalar1 sonucunda kapali formiiliiniin C3yH4,N¢O; oldugu
belirlenen siklik pentapeptit A (179)’min yapist ayrintili HPLC-MS caligmalarn
sonucunda aydinlatildi. HPLC alikonma zamani 1,22. dakikada, [M+H]" m/z oram
599,30 olan bilesigin MS® ve MS>de olusan fragmentlerinin (Sekil 4.92)
degerlendirilmesi sonucunda amino asit sirasinin Ala-Val-Leu-Trp-Glu seklindeki bir

siklik peptit yapisinda oldugu belirlendi.
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Sekil 4.92. Siklik pentapeptit A (179)'nin (a) ESI MS? ve (b) ESI MS® spektrumu.

Sekil 4.93 goriildiigii gibi, HPLC alikonma zamani 3,83’te [M+H]" m/z oram
613,30 olan siklik pentapeptit B (180) nin MS? ve MS”de olusan fragmentlerinin
degerlendirilmesi sonucunda amino asit sirasinin Ala-Ile-Leu-Trp-Glu seklindeki bir
siklik peptit yapisinda oldugu tespit edildi. Siklik pentapeptit A (179) ve B (180) nin
ESI MS* ve MS? fragmentlerinin ayrintili sonuglari Tablo 4.14’te goriilmektedir.
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Sekil 4.93. Siklik pentapeptit B (180)’nin (a) ESI MS? ve (b) ESI MS? spektrumu.
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Tablo 4.14. Siklik pentapeptit A (179) ve siklik pentapeptit B (180)'nin ESI MS? ve

MS? [M+H]" fragment iyonlarinin degerlendirilmesi.

MS? ve MS®  siklik pentapeptit A (179)’nin MS? ve MS®  siklik pentapeptit B (180)’nin
[M;+H]" amino asit sira analizi [M,+H]" amino asit sira analizi
182,3 Glu-Ala -H,0 182,6 Glu-Ala -H,0
200,8 Glu-Ala 200,9 Glu-Ala
237,3 Ala-Val-Leu -H,0-CO 226,9 Ile-Leu
283,9 Ala-Val-Leu 272,1 Trp-Glu —-CO,
300,1 Leu-Trp 300,1 Leu-Trp
316,0 Trp-Glu 316,0 Trp-Glu
366,9 Glu-Ala-Val-Leu -H,0-CO 380,9 Glu-Ala-Ile-Leu -H,0O-CO
387,1 Trp-Glu-Ala 387,0 Trp-Glu-Ala
394,9 Glu-Ala-Val-Leu -H,O 408,9 Glu-Ala-Ile-Leu -H,0O
399,1 Val-Leu-Trp 413,0 Ile-Leu-Trp
413,0 Glu-Ala-Val-Leu 427,1 Glu-Ala-Ile-Leu
429,1 Leu-Trp-Glu 429,1 Leu-Trp-Glu
464,1 Val-Leu-Trp-Glu —2H,0-CO 478,1 Ile-Leu-Trp-Glu —2H,0-CO
500,1 Leu-Trp-Glu-Ala 500,1 Leu-Trp-Glu-Ala
509,9 Val-Leu-Trp-Glu -H,0O 524,0 Ile-Leu-Trp-Glu -H,O
535,7 [M,+H —2H,0-CO]" 549,8 [M,+H -H,0-CO1*
553,1 [M,;+H -H,0-CO]* 567,2 [M,+H -H,0-CO1*
563,3 [M,+H -2H,0]* 577,2 [M,+H -2H,01*
571,2 [M,;+H -CO1* 585,2 [M,+H -CO1*
581,3 [M,;+H -H,01* 595,3 [M,+H -H,O1*
599,3 [siklo(-Leu-Trp-Glu-Ala-Val-)+H]" 613,3 [siklo(-Leu-Trp-Glu-Ala-Tle-)+H]"

Sekil 4.94’teki UV spektrumunda, siklik pentapeptit A (179) ve B (180)

karistminin DMSO’de hazirlanan 0,02 mg/mL’lik ¢ozeltisinin 284 ve 291 nm’de

maksimum absorbans yaptigi ve absorbsiyon siddetlerinin sirasiyla 0,165 ve 0,149

oldugu belirlendi.

0.250

Sean Spectium Curve

o188

0125
Abs

0.063

0.000

200.00

230.00 2E0.00

290.00

e srvelenathinrn)

320,00 350.00

Sekil 4.94. 0,02 mg/mL’lik siklik pentapeptit A (179) ve B (180) karisiminin UV
spektrumu (DMSO).
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Sekil 4.95’te, karisimin KBr ile hazirlanan pelletinin FT-IR sonuglarina gore ise

ViR 3277, 3059, 2958, 1642, 1547, 1458, 1235 ve 740 cm™de pikler tespit edildi.

1060 —

101?

1102.65
740 .24

MOSYchbmI NIV

3277.11

aooo aseo BT 2500 Zoo0 1500 1000 500
Wavenumbers

Sekil 4.95. Siklik pentapeptit A (179) ve B (180) karigiminin FT-IR spektrumu
(KBr pellet).

Tablo 4.14’teki ESI MS? ve MS® verilerinin degerlendirilmesi sonucu amino asit
sirasi belirlenen bilesiklerle ilgili, AntiBase’de’ yapilan taramalar sonucunda elde
edilen literatiir verileri®®"**
sonucunda, siklik pentapeptit A (179)’nin siklo(-D-Glu-L-Ala-D-Val-L-Leu-D-Trp-)

yapisinda ve siklik pentapeptit B (180)’nin ise siklo(-D-Glu-L-Ala-allo-D-Ile-L-Leu-D-

ile Tablo 4.13’teki NMR verilerinin karsilastirilmast

Trp-) yapisina sahip siklik peptitler olduklar tespit edildi.

Endotelin reseptor antagonis‘[izgo'294 olduklar1 rapor edilmis olan siklik
pentapeptit A (179) (siklo(-D-Glu-L-Ala-D-Val-L-Leu-D-Trp-)) ve B (180) (siklo(-D-
Glu-L-Ala-allo-D-Ile-L-Leu-D-Trp-)), Miyata ve arkadaglar1 tarafindan Streptomyces
sp. No. 7338’den izole edilip sirasiyla WS-7338 A ve WS-7338 B seklinde
adlandirilmigtir. > Ayrica aym siklik pentapeptitler Kojiri ve arkadaslar1 tarafindan
da Streptomyces misakiensis’ten izole edilip BE-18257 A ve BE-18257 B seklinde
tanimlanmustir. 290.291
Ayrica siklik pentapeptit A (179) ve B (180) bilesikleri, bu calismada

Streptomyces sp. AA50’den de izole edilmistir.
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4.3.4.3. Rizosferik Streptomyces sp. AS42’den Izole Edilen Sekonder

Metabolitlerin Biyolojik Aktivitelerinin Arastirilmasi

4.3.4.3.1. Antimikrobiyal Aktivitelerinin Arastirilmasi

Rizosferik Streptomyces sp. AS42’den izole edilen ve endotelin reseptor
antagonisti olduklar1 bilenen siklik pentapeptit A (179) ve B (180) karisiminin
DMSO’da hazirlanan 8 mg/mL’lik stok ¢ozeltisinden faydalanilarak 40, 80 ve 160 ug
madde igerikli diskler hazirlandi. Disk difiizyon yontemine gore 6 mm c¢apindaki kagit
diskler test mikroorganizmalarinin agilandigi agar pleytler {izerine yerlestirildi. Test
mikroorganizmas1 olarak kullanilan E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 25923,
S. pyogenes ATCC 19615, P. aeruginosa ATCC 27853, ve B. subtilis ATCC 11774
bakterileri ile C. albicans ATCC 10231 mantarinin tiremesi lizerine siklik pentapeptit A
(179) ve B (180) karisiminin, denenen konsantrasyon araliginda herhangi bir inhibisyon

etkisi gostermedigi tespit edildi.
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5.  SONUCLAR VE ONERILER

flac kesfinde en etkili ve en onemli kaynagi olusturan dogal iiriinler, bu alanda
yapilan aragtirmalar icin genis bir yapisal ¢esitlilige olanak saglamaktadir. Bu da genis
bir aralikta, hedeflenen hastalifa kars1 aktivite gosteren diisiik molekiil agirlikli yeni
oncii yapilarin bulunmasi icin biiyiik bir firsat dogurmaktadir. Heniiz diinya iizerindeki
biyocesitliligin % 10’undan daha az bir kismu1 biyolojik aktivite yoniinden test edilmistir
ve ticari oneme sahip kullanish olabilecek pek cok dogal oncii bilesik de kesfedilme
asamasindadir. Buna ragmen, dogal iirlinlerden ila¢ kesfinde uygulanan yontemlerin
zaman alict ve pahali islemler dizini gerektiriyor olmasi, giinlimiizde bu alana olan

ilgiyi giderek azaltmaktadir.

Dogal iiriinler iizerine yapilan calismalar yillar boyunca bitkiler iizerinde
odaklanmisken, gelinen noktada bu ilgi dogal iiriinler i¢in yeni bir kaynak olan
bakteriler gibi mikroorganizmalara kaymis durumdadir. Bitki veya hayvanlar yerine
bakteriler araciligiyla biyoaktif metabolitlerin iiretilmesi daha ¢ok tercih edilmektedir.
Bunun nedenleri;

e Bakterilerin istenilen miktarda ve herhangi bir kosul altinda hizli bir bicimde
iiretilmesinin miimkiin olmasindan kaynaklanmaktadir. Ciinkii bakteriler kutuplarda,
deniz derinliklerinde ve jeotermal c¢ikis noktalar1 gibi oldukca ekstrem cevre
sartlarinda yasamsal faaliyet gosterebilmektedir.

e Bakteriler, hayvan ve bitkilere gére simbiyotik olarak daha 6nemlidir.

e Dogal antibiyotiklerin ¢ogunun bakteri veya mantar kokenli olmasi,

seklinde siralanabilir.

1. Daha once Ayas-Beypazar1 (Ankara) civarinda 3 farkli endemik bitkinin kok
cevresi topraklarindan izole edilip 16S rRNA genleri kullanilarak molekiiler teshisleri
yapilmis olan 67 Streptomyces ve bir Nocardiopsis tiirii bu ¢alismada, oncelikli olarak
biyolojik aktivite yoniinden on-tarama islemine tabi tutuldu. On-tarama islemlerinde
TSB besiyeri kullanilarak iiremeleri saglanan bu bakterilerden etil asetat kullanilarak
elde edilen ham ekstraktlar disk difiizyon yontemine gore E. coli ATCC 25922,
S. aureus ATCC 25923, S. pyogenes ATCC 19615 ve P. aeruginosa ATCC 27853
bakterilerinin ve C. albicans ATCC 10231 mayasinin iiremesi iizerine engelleyici etkisi

test edildi. Tablo 6.1’de goriildiigii gibi bu 68 tiiriin biyolojik aktivitelerinin taranmasi
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sonucunda, 25 kadarinin ham ekstraktlarinin test mikroorganizmalari olan Gram-pozitif
ve Gram-negatif bakterilerinin ve C. albicans ATCC 10231 mayasinin iiremesi tizerine
degisik oranlarda biyolojik aktivite gosterdikleri tespit edildi. TSB kiiltiir ortaminda
tiretilen Streptomyces’lerden elde edilen ham ekstraktlarin, test mikroorganizmalarinin

tiremesi lizerine engelleyici etkileri Resim 6.8—6.15’te goriilmektedir.

2. TSB kiiltiir ortaminda iiretilip disk agar difiizyon yontemine gore biyolojik
aktiviteye sahip olduklar belirlenen AAS0, AASS, AR6, AR12, AR17, AS41, AS42,
ASH47, BA2, BAS, BS39, BS40, BAH26, BSH46, BSH50, CA3, CA12, CA14, CAlS6,
CA17, CA21, CS41, CS43, CS44 ve CAH29 kodlu tiirler, ¢calismalarin bu asamasinda
M; besiyerinde (500 mL’lik erlenlerde 125 mL besiyeri) iretildi. Elde edilen
kiiltiirlerden AR6, AS41, AS42, BSH46, CA16 ve CS43 kodlu Streptomyces tiirlerinde
pH 3 ayar yapilip geriye kalan 19 tiire ait kiiltiiriin ise oldugu sekliyle EtOAc ve aseton
kullanilarak  ekstraksiyonlar1  yapildi. Elde edilen ham ekstraktlarin test
mikroorganizmalarinin iiremeleri iizerine olan engelleyici etkisi Tablo 6.2’de goriildiigii
gibi genelde TSB besiyerinde iiretilerek (Tablo 6.1) test edilen ham ekstraktlara nazaran

daha yiiksek aktivite sergiledigi gozlemlendi.

3. Biyolojik aktivite temelli taramalar neticesinde aktif oldugu belirlenen bu 25
tirden; AAS0, AAS8, AR6, AR12, AS41, AS42, ASH47, BA2, BAS, BS39, BS40,
BAH26, BSH50, CA3, CA14, CA16, CA17, CA21, CS41, CS44 ve CAH29 kodlu iyi
aktivite gosteren 21 tiir secildi. Streptomyces cinslerine ait bu bakteriler, 1 L’lik
erlenlerde 250 mL M, iceren 4 adet besiyerine alinip orbital inkiibatdrde 28 °C’de, 155
rpm’de 5 giin siireyle inkiibasyona birakilarak iiretildi. Birer litre iretilen bu
Streptomyces tiirlerinden elde edilen kiiltiirler, Sekil 3.6’daki akis semasina gore, 6nce
liyofilizasyon islemine tabi tutuldu ve ardindan ele gecen liyofilizat etil asetatla
ekstrakte edildi. Elde edilen ham ekstraktlar bu kez Tablo 6.3’te goriilen; B. subtilis,
S. aureus, S. viridochromogene (Tii 57), E. coli bakterileri, C. albicans, M. miehei (Tii
284), funguslan C. vulgaris, C. sorokiniana, S. subspicatus mikroalgleri ile R. solani ve
P. ultimum bitki patojenleri iizerine olan biyolojik aktiviteleri test edildi. Ayrica elde
edilen ham ekstraktlar Artemia salina L. kullanilarak sitotoksik aktivite yOniinden
incelendi. Mevcut ham ekstraktlar kimyasal tarama agisindan degerlendirilmek iizere
silika jel kapli cam tabakalar (10 x 20 cm) iizerine spot edilip ardindan CH,Cl,:MeOH
(95:5) ve CH,Cl,:MeOH (90:10) c¢oziicii sistemleri kullanilarak ayrilmalart saglandi.
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Tabakalar kurutulduktan sonra, oncelikli olarak giin 15181 altinda kendiliginden renkli
bilesiklerin yerleri belirlendi. Daha sonra ise; UV 15181 altinda 254 nm ve 366 nm’de
kromatografik bantlarin yerleri isaretlendi. Son olarak, ayr1 ayrn tabakalar iizerine
anisaldehit/siilfiirik asit reaktifi ve Ehrlich’s reaktifi (Resim 6.17) piiskiirtiilerek
kromatografik bantlar renklendirilip giin 15181 ve UV 15181 altinda incelenerek
degerlendirildi. On-tarama islemleri sonucu ilgi cekici Streptomyces tiirlerinin
belirlenmesinde, kimyasal taramalar neticesinde tespit edilen dikkat cekici
kromatograma sahip olan suslara birincil, biyolojik aktivite temelli taramalardan elde

edilen sonuclara ise ikincil sirada yer verildi.

4. Biyolojik ve kimyasal taramalar sonucu yiiksek aktivite sergileyen ve ilgi cekici
kromatogramlara sahip olan Streptomyces sp. BA2, Streptomyces sp. AASO,
Streptomyces sp. BS40 ve Streptomyces sp. AS42 kodlu tiirlerden optimum {iiretim
kosullarinda yeteri miktarda sekonder metabolit elde etmek icin biiyiikk o6lcekte
iretilmelerine karar verildi. Kimyasal ve biyolojik 6n-tarama islemleri sonucunda BA2,
AAS50, BS40 ve BS39 kodlu rizosferik Streptomyces suslar1 bu caligma kapsaminda ele
almarak detayli olarak arastirildi. Standart sartlar kullanilarak iiretilmeleri saglanan
secilmis bakterilerin kiiltiirlerine ¢oziicii ekstraksiyonu uygulandi. Elde edilen sekonder
metabolit ekstraktlari, kolon kromatografisi, ITK, PITK, molekiiler elek kromatografisi
ve HPLC gibi cesitli kromatografik teknikler uygulanarak saf bilesikler izole edildi.
Bilinen metabolitlerin kimyasal yapilari, kiitle, 'H NMR ve BC NMR NMR
spektrumlart gibi yapisal veriler goz oniine almarak AntiBase, Dogal Uriinler Sozliigii
ve Chemical Abstract’ta yapilan hizli taramalarla aydinlatildi. Yeni bilesikler ise
'H NMR ve "*C NMR teknikleri basta olmak iizere 2D NMR (COSY, HSQC, HMBC
gibi) ile UV, IR ve kiitle spektrumlar dikkatli bir sekilde degerlendirilerek yapisal

olarak tanimlandi.

S. Biyolojik aktivite temelli On-tarama islemleri sirasinda 6zellikle Gram-pozitif
bakterilere kars1 yiiksek aktivite gosterdigi belirlenen Streptomyces sp. BA2’den bilinen
bilesikler olan, aktinomisin D (170), monensin B (171) ve monensin A (172) karisimi1
ile bis(2-etilhegzil)ftalat (173) saflastirilip yapilar1 aydinlatildi. Resim 6.16’da o6n-
tarama islemleri sirasinda S. aureus bakterisi iizerine Streptomyces sp. BA2’den elde
edilen ham ekstraktin biyootografi teknigi uygulanmasi sonucu olusan zon capi

goriilmektedir.
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6. Wilm’s ~ timérlerinin®®  ve cocuklarda yumusak doku sarkomlarinin

tedavisinde antikanser ila¢ olarak klinik uygulama alam1 bulmus olan aktinomisin D

(170) ile dogal polieter iyonofor antibiyotikler oldugu bilinen*® ve 30 yili askin bir
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270
olan

siiredir yaygin bir bicimde ticari éneme sahip bilesikler olarak kullanilmakta
monensin B (171) ve A (172) kangimi test mikroorganizmalarinin iiremesi iizerine
etkisi antimikrobiyal aktivite yoniinden test edildi (Tablo 4.5). Test mikroorganizmalar1
izerine pozitif kontrol olarak kullanilan IPM, OFX, NET ve AMC antibiyotikleri ile
antifungal AFB’nin etkisi Tablo 4.1°de, olusan zon ¢aplarinin goriintiisii ise Resim 6.1-
6.7’de goriilmektedir. Aktinomisin D (170) ile monensin B (171) ve A (172) karigim
test mikroorganizmalar1 lizerinde 40 pg/kagit disk konsantrasyonda uygulandiginda
ozellikle S. aureus ATCC 25923, S. pyogenes ATCC 19615 ve B. subtilis ATCC 11774
Gram-pozitif bakteri suslarina kars1 yiliksek antimikrobiyal aktivite sergiledigi

(Resim 6.18-6.20) ve elde edilen zon caplarinin, aym1 mikroorganizmalara uygulanan

standart antibiyotiklerle hemen hemen esit oldugu tespit edildi.

7. Kimyasal taramalar sirasinda kendiliginden renkli bilesikleri icerdigi tespit
edilen Streptomyces sp. AA50’den daha Once bazi Streptomyces tiirlerinden izole

edildigi rapor edilmis olan chrysophanol (175)*°

ile AntiBase’de yapilan taramalar
sonucunda Streptomyces sp. Mei 6-1,2’den izole edilmis fakat yayimlanmamis bir
bilesik olan 2-acetylchrysophanol (178)°° ve daha nce R. nepalensis,”’® S. reticulata®”’
C. garrettiana,”” C. obtusifolia,”™ ve S. longiracemosa®" bitkilerinden de izole edildigi
bildirilmis olan fakat ilk kez bu c¢alismada bir mikrorganizmadan izole edilen
chrysophanol-10,10'-bianthron (174) bilesikleri saflastirildi. Ayrica endotelin reseptor
antagomst1290 294

(180) bilesikleri karisim halinde izole edildi.

olduklart bilinen siklik pentapeptit A (179) ve siklik pentapeptit B

OH O

O‘O ! @i

OH O

174 175 178



180

H H
N N
1) 0
0 0
H D D
L H L H
HN\/DQ/ N N N
o}
COOH COOH
H H
L H L H
N A N N\
N 0 Y p N 0
ST ST
179 180
8. Streptomyces sp. AAS50’den izole edilip saflagtirilan bilesiklerin tamaminin

Tablo 4.1’de goriilen standart antibiyotiklerin denendigi test mikroorganizmalari
izerine disk agar difiizyon yontemine gore 40-160 pg/disk konsantrasyon araliginda
antimikrobiyal ac¢idan test edildiginde herhangi bir inhibisyon zonu olusturmadiklar
gozlemlendi. Ayrica izole edilen bu bilesiklerden chrysophanol-10,10'-bianthron (174)
ve chrysophanol (175)’un DPPH radikal sondiirme aktivitesi, indirgeme giicii gibi
antioksidan ozellikleri de test edildi. BHT ve BHA’min pozitif kontrol olarak
kullanildig: testlerde, chrysophanol (175)’un negatif yiizde gosterdigi ve chrysophanol-
10,10'-bianthron (174)’un ise 1000 pM konsantrasyonda % 29 oraninda DPPH radikal

sondiirme aktivitesine sahip oldugu belirlendi (Sekil 4.47). Bu bilesiklerin Oyaizu

298,299 3+ 2+

metoduna gore Sekil 4.48°de goriildiigii iizere Fe’”ii Fe”’ye indirgeme giiciiniin
arastirlldign calismalar sonucunda pozitif kontrollerle kiyaslandiginda oldukga diisiik
indirgeme giiciine sahip olduklari belirlendi. Chrysophanol-10,10"-bianthron (174) ve
chrysophanol (175) bilesiklerinin, agaroz jel elektroforezinden faydalanilarak
pBluescript M13+ plasmid DNA’stm1 OH radikaline karst koruma aktivitesi
(Sekil 4.49-4.50) ile pBluescript M13+ plasmid DNA’sin1 prooksidan olarak kesim
aktivitesi (Sekil 4.51-4.52) arastirildi. Bu bilesiklerin denenen konsantrasyon araliginda
(25-500 uM) DNA’y1 OH radikaline karsi koruma ve DNA’sim1 prooksidan olarak

kesim aktivitesine sahip olmadig1 gozlemlendi.

9. Biyolojik aktivite temelli On-tarama islemlerinde 6zellikle C. albicans ATCC
10231 ve M. miehei (Tii 284) funguslarina kars1 yiiksek aktivite sergileyen ve kimyasal

taramalar sonucunda ilgi cekici UV aktif kromatogramlara sahip oldugu belirlenen
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Streptomyces sp. BS40’tan ise, ilk olarak Streptoverticillium ehimense’den izole

304 305,306

edilip ardindan total organik sentezinin yapilmis oldugu rapor edilen

carbazomycin G (182) saflastirildi. Bunun yaninda ilk kez 1960 yilinda bir toprak

bakterisi olan Streptomyces mediocidicus’dan izole edilmis™ '

olan teleocidin B2
(183) ile teleocidin B2 izomeri (184)’nin bulundugu bir karisim izole edildi. Karisim
icerisinde az olan bilesen olarak yer alan ve teleocidin B2 izomeri (184) olarak ifade
edilen bilesigin, bilinen diger teleocidin B tiirevleri olan teleocidin B1 (192), B3 (193)
ve B4 (194) izomerlerinden farkli yeni bir teleocidin izomeri oldugu belirlendi. Ayrica
bu bakteriden iki yeni teleocidin tiirevi olan 14-O-acetylteleocidin B2 (195) ve 14-O-
acetylteleocidin B2 izomer (196) karisimi izole edilip yapilart 1D ve 2D NMR
teknikleri kullanilarak aydinlatildi. Fakat teleocidin B2 izomeri (184) ile 14-O-

acetylteleocidin B2 izomeri (196)’nin mutlak konfigiirasyonlar belirlenemedi.

T Z
o
/

OH

182

183 R=O0OH 184 R=0H

195 R =0Ac 196 R =0Ac
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10.  Standart test mikroorganizmalar1 tizerine disk agar difiizyon yontemine goére
Streptomyces sp. BS40’tan izole edilen bilesikler 40-160 pg/disk konsantrasyon
araliginda antimikrobiyal agidan test edildiginde, baz1 Trichophyton tiirlerine karsi orta
derecede antifungal aktivite gosterdigi bildirilen®”* Carbazomycin G (182) de dahil hic
birinin aktivite gostermedigi belirlendi. Caligmalar esnasinda, dikkatsizlik sonucu
ozellikle yiiz ¢evresinde meydana gelen kontaminasyon neticesinde oldukga siddetli cilt
iritasyonuna ve vezikiil olusumuna neden oldugu belirlenen 14-O-acetylteleocidin B2
(195) ve izomer (196) karisiminin Artemia salina L. larvalan iizerinde 0,1-10 pg/mL
konsantrasyon araliginda % 100 sitotoksik aktivite sergiledigi tespit edildi (Tablo 4.12)
Teleocidin B2 (183)’nin giiclii cilt iritasyonuna neden olmasinin yaninda suda yasayan
hayvanlara kars1 yiiksek derecede toksik etkiye sahip olmasi ve gii¢lii tiimor promotu
olduguna dair cesitli literatiir verileri”®" bulunmasindan dolay1 bu ¢alismada Artemia
salina L. larvalari iizerine olan sitotoksik aktivitesi incelenmedi.

11.  On-tarama islemleri sirasinda elde edilen ham ekstrakt icerisinde metanolde
¢cOziiniirligi diisiik olan bilesenleri ihtiva ettigi tespit edilen Streptomyces sp. AS42’den
ise, endotelin reseptor antagonisti*** olduklari bilinen ve bu cahismada ayrica
Streptomyces sp. AA50 susundan da izole edilmis olan siklik pentapeptit A (179) ve
siklik pentapeptit B (180) karisimi izole edildi. HPLC-ESI-MS*/MS® verileri ile 1D ve
2D NMR spektrumlarinin degerlendirilmesi sonucunda siklik pentapeptit A (179)’nin
siklo(-D-Glu-L-Ala-D-Val-L-Leu-D-Trp-) yapisinda ve siklik pentapeptit B (180)’nin
ise siklo(-D-Glu-L-Ala-allo-D-Ile-L-Leu-D-Trp-) yapisina sahip siklik peptitler
olduklar tespit edildi.

12.  Zengin bir vejetasyona sahip iilkemizdeki lokal endemik bitkilerin rizosferik
toprak tabakasindan izole edilerek teshisleri yapilmis olan ve bu calisma kapsaminda
ayrintili bir bicimde calisilan Streptomyces sp. BA2, Streptomyces sp. AASO,
Streptomyces sp. BS40 ve Streptomyces sp. AS42’den aktinomisin D (170), monensin B
(171) ve monensin A (172) karisimi, bis(2-etilhegzil)ftalat (173), chrysophanol (175),
2-acetylchrysophanol (178), siklik pentapeptit A (179), siklik pentapeptit B (180),
carbazomycin G (182) ve teleocidin B2 (183) bilinen bilesiklerinin yaninda ilk kez bu
calismada bir bakteriden izole edilen chrysophanol-10,10"-bianthron (174) ile biyolojik
olarak aktif olan teleocidinlerin yeni iiyeleri olan ve teleocidin B2 izomeri (184) ile

14-0O-acetylteleocidin B2 (195) ve 14-O-acetylteleocidin B2 izomeri (196) olarak
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adlandirilan bilesikler, bakteriyel sekonder metabolit olarak izole edilerek yapilan
aydmlatilmistir. Aynintili olarak calisilmis olan bu dort bakteriden Streptomyces sp.
AAS0 ve Streptomyces sp. BS40 kodlu olanlardan yeni bilesiklerin izole edilmesi
tilkemizde bu yoniiyle ¢ok az calisilan Streptomyces tiirlerinin yeni iiyelerinin oldugunu
ve boylesi yetenekli mikroorganizmalardan biyolojik aktif yeni dogal iiriinlerin

kesfedilebilecegini gostermektedir.
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6. TABLOLAR VE RESIMLER



Tablo 6.1. TSB besiyerinde iiretilen Streptomyces’lerin biyolojik taramalarinin sonuglari.
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Gurup

Denenen
madde

Zon Caplari (mm)*

Kullanilan Mikroorganizmalar

E. coli
ATCC 25922

S. aureus

ATCC 25923 ATCC19615 ATCC 27853 ATCC 10231

S. pyogenes P. aeruginosa

C. albicans

inkiibasyon
Siiresi
(Giin)

Ekstrakte
Edilen
Miktar
(mg)

NEG

Su
EtOAc
CHCIl3:MeOH

AAS0

Filtrat
Ekstrakt

Su faz1

10

10
14

12
16

2,5

16,10

AAS3

Filtrat
Ekstrakt

Su faz1

2,5

15,90

AAS8

Filtrat
Ekstrakt

Su faz1

2,5

18,90

AAS9

Filtrat
Ekstrakt

Su faz1

5,5

217,20

AR2

Filtrat
Ekstrakt

Su faz1

2,5

18,90

AR3

Filtrat
Ekstrakt

Su faz1

2,5

14,40

AR4

Filtrat
Ekstrakt

Su faz1

35

19,50

ARG

Filtrat
Ekstrakt

Su faz1

2,5

15,00

AR9

Filtrat
Ekstrakt

Su faz1

2,5

27,00

AR12

Filtrat
Ekstrakt

Su faz1

2,5

15,00

AR17°

Filtrat
Ekstrakt

Su faz1

2,5

16,80

AR22

Filtrat
Ekstrakt

Su faz1

2,5

16,50

AR24

Filtrat
Ekstrakt

Su faz1

6,5

32,10

AS25

Filtrat
Ekstrakt

Su faz1

5,5

15,80
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Tablo 6.1. TSB besiyerinde iiretilen Streptomyces’lerin biyolojik taramalarinin sonuglari (devami).

Gurup

Zon Caplari (mm)*

Denenen Kullanilan Mikroorganizmalar

madde E. coli

ATCC 25922 ATCC 25923 ATCC19615 ATCC 27853 ATCC 10231

S. aureus S. pyogenes P. aeruginosa

C. albicans

inkiibasyon
Siiresi
(Giin)

Ekstrakte
Edilen
Miktar
(mg)

AS28

Filtrat — — -
Ekstrakt — — _

Su faz1 — — _

2,5

17,10

AS29

Filtrat — — —
Ekstrakt - — —

Su faz1 — — _

4,5

13,70

AS31

Filtrat - - —
Ekstrakt — — —

Su faz1 — — _

2,5

14,90

AS34

Filtrat — — —
Ekstrakt — — _

Su faz1 - - —

2,5

15,60

AS36

Filtrat — — -
Ekstrakt — — _

Su faz1 — — -

2,5

32,10

AS37

Filtrat - - —
Ekstrakt - - —

Su faz1 - - —

2,5

23,60

AS40

Filtrat — — _
Ekstrakt — — —

Su faz1 — — _

4,5

16,40

AS41

Filtrat 14 13 16
Ekstrakt — — -

Su faz1 12 12 14

13

12

2,5

13,70

AS42

Filtrat 10 10 9
Ekstrakt — — —

Su faz1 10 10 9

2,5

20,30

AAHG61

Filtrat — — _
Ekstrakt - - —

Su faz1 — — _

2,5

16,40

AAHG63

Filtrat — — —
Ekstrakt — — —

Su faz1 — — —

4,5

36,70

AAH66

Filtrat — — _
Ekstrakt - — —

Su faz1 — — -

2,5

21,40

AAH67

Filtrat - - —
Ekstrakt — — _

Su faz1 — — —

55

12,90

AAH68

Filtrat — — _
Ekstrakt — — _

Su faz1 — — _

35

15,60

ASH47

Filtrat - 12 12
Ekstrakt — 14 14

Su faz1 - - —

35

17,10
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Tablo 6.1. TSB besiyerinde iiretilen Streptomyces’lerin biyolojik taramalarinin sonuglari (devami).

Gurup

Zon Caplari (mm)*

Denenen Kullanilan Mikroorganizmalar

madde E. coli

ATCC 25922 ATCC 25923 ATCC19615 ATCC 27853 ATCC 10231

S. aureus S. pyogenes P. aeruginosa

C. albicans

inkiibasyon
Siiresi
(Giin)

Ekstrakte
Edilen
Miktar
(mg)

BAl

Filtrat — — -
Ekstrakt — — _

Su faz1 — — _

2,5

15,30

BA2

Filtrat — 14 14
Ekstrakt - 22 18

Su faz1 — — _

14

2,5

24,20

BA3

Filtrat — — _
Ekstrakt — — —

Su faz1 — — _

7,5

12,70

AS

B

Filtrat - — —
Ekstrakt — 10 —

Su faz1 — — —

2,5

21,20

BAIl

Filtrat — — -
Ekstrakt — — _

Su faz1 — — -

2,5

14,20

BAI2

Filtrat — — _
Ekstrakt — — _

Su faz1 — — —

6,5

24,40

BAl4

Filtrat — — _
Ekstrakt — — —

Su faz1 — — _

35

20,10

BR57

Filtrat — — _
Ekstrakt — — _

Su faz1 — — _

2,5

13,20

BS29

Filtrat — — _
Ekstrakt — — _

Su faz1 — — _

2,5

13,80

BS32

Filtrat — — _
Ekstrakt — — —

Su faz1 — — _

5.5

17,60

BS33

Filtrat — — —
Ekstrakt — — _

Su faz1 — — —

2,5

15,90

BS39

Filtrat — — —
Ekstrakt - — 7

Su faz1 - — -

2,5

11,40

BS40

Filtrat - - —
Ekstrakt - 7 7

Su faz1 — — —

5,5.

17,90

BS44

Filtrat — - -
Ekstrakt — — _

Su faz1 — — _

35

32,70

BAH20

Filtrat — — _
Ekstrakt — — -

Su faz1 - — —

2,5

17,40
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Tablo 6.1. TSB besiyerinde iiretilen Streptomyces’lerin biyolojik taramalarinin sonuglari (devami).

Gurup

Zon Caplari (mm)*

Denenen

Kullanilan Mikroorganizmalar

madde E. coli

ATCC 25922

S. aureus
ATCC 25923 ATCC 19615 ATCC 27853 ATCC 10231

S. pyogenes P. aeruginosa

C. albicans

inkiibasyon
Siiresi
(Giin)

Ekstrakte
Edilen
Miktar
(mg)

BAH26

Filtrat —
Ekstrakt 12

Su faz1 —

2,5

20,80

BAH28

Filtrat —
Ekstrakt -

Su faz1 —

2,5

12,00

BSH46

Filtrat -
Ekstrakt -

Su faz1 —

14
24
10

18
28
10

2,5

9,70

BSH50

Filtrat -
Ekstrakt —

Su faz1 -

2,5

30,00

CA3

Filtrat —
Ekstrakt —

Su faz1 —

7,5

17,10

CAll

Filtrat -
Ekstrakt -

Su faz1 -

2,5

17,50

CAl12

Filtrat -
Ekstrakt -

Su faz1 —

2,5

17,50

CAI13

Filtrat —
Ekstrakt —

Su faz1 —

2,5

10,90

CAl4

Filtrat -
Ekstrakt —

Su faz1 -

10
16

14
22

6,5

12,30

CAl6

Filtrat -
Ekstrakt -

Su faz1 —

L5

13,10

CAl7

Filtrat -
Ekstrakt —

Su faz1 -

2,5

12,10

CAI18

Filtrat —
Ekstrakt -

Su faz1 —

2,5

10,90

CAI9

Filtrat -
Ekstrakt -

Su faz1 -

4,5

15,90

CA21

Filtrat —
Ekstrakt —

Su faz1 —

4,5

19,40

CA24

Filtrat —
Ekstrakt —

Su faz1 -

2,5

8,60
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Tablo 6.1. TSB besiyerinde iiretilen Streptomyces’lerin biyolojik taramalarinin sonuglari (devami).

Zon Caplari (mm)*

2 inkiibasyon Ekstrakte

2 Denenen Kullanilan Mikroorganizmalar P Edilen

3 madde i Siiresi Miktar

o S. aureus S. pyogenes P. aeruginosa C. albicans (Giin) (mg)

ATCC 25922 ATCC 25923 ATCC 19615 ATCC 27853 ATCC 10231

Filtrat - — — - —

8

5 Ekstrakt - - - - - 2,5 15,20
Su faz1 - — — — —
Filtrat - — — - —

[oe)

% Ekstrakt — — — — — 1,5 19,70
Su faz1 - — — - —
Filtrat — 10 — - —

% Ekstrakt - 16 12 7 - 1,5 11,50
Su faz1 - — — - —
Filtrat — - — — -

o

% Ekstrakt — - - — - 2,5 13,10
Su faz1 — - — — -
Filtrat - — - — 18

o

% Ekstrakt - - - — 12 2,5 12,00
Su faz1 — — — _ 16

< Filtrat — — 12 — _

% Ekstrakt — 14 24 — — 5,5 14,20
Su faz1 — - - — -

2 Filtrat — — — _ _

:‘:—': Ekstrakt — — — — 7 2,5 21,50

©  Sufazt - — — - —

o Filtrat — - — — -

o

EC: Ekstrakt — — — — — 2,5 12,80

©  Sufan - — — - —

P Filtrat — — - — —

:C;: Ekstrakt — — — — — 1,5 12,70

© Su faz1 — — — — _

Standart bakteriler 625 nm’de O.D. 0,8-1,0 (0,5 McFarland) olacak sekilde 4-6 saat siv1 besiyerlerinde iiretildi
ve ardindan 100 pL alinip kat1 besiyerlerine ekiivyonlu tiiplerle ekimleri yapildi. Streptomyces’lerin iiretildigi
TSB besiyeri santrifiijlendikten sonra geriye kalan sivi kisim (Filtrat) Sekil 3.2.’deki akis semasina gore
100 mL etil asetat ile sogukta ekstrakte edildi. Elde edilen ekstrakt kism1 1500 L Kloroform:Metanol (1:1) ile
¢oziildii (Ekstrakt) ve fitrat kisminin etil asetatla ekstraksiyonundan sonra geriye kalan kistm (Su fazi)
antimikrobiyal acidan test edildi. Disklere 20 uL. madde emdirildi.

* 6 mm capinda kagit disk, ®: Nocardiopsis sp. AR17, —: Aktif degil,

NEG: Negatif kontroller (20 uL; Su: steril su, EtOAc: Etil asetat, CHCl;:MeOH: Kloroform:Metanol (1:1)).




Tablo 6.2. M, besiyerinde iiretilen Streptomyces’lerin biyolojik taramalarinin sonuglari.
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Zon Caplari (mm)*

& . . inkiibasyon Ekstrakte
2 Denenen Kullanilan Mikroorganizmalar Siiresi Et'hlen
5 madde E. coli S. aureus S. pyogenes P. aeruginosa C. albicans (Giin) N::Il:t&)lr
ATCC 25922 ATCC 25923 ATCC 19615 ATCC 27853 ATCC 10231 s
Su — — — — —
é EtOAc — — — — —
CHCl3:MeOH — — — — -
o Filtrat - 10 10 - -
3 Ekstrakt 14 16 18 12 12 2,5 24,30
Su fazi — — — — —
- Filtrat — — — — _
3 Ekstrakt - 7 10 - - 6,5 26,90
Su fazi — — — — —
Filtrat - — — -
§ Ekstrakt 8 8 8 _ - 2,5 40,50
Su faz1 — - — — -
- Filtrat — — — — —
% Flmk - 12 12 - - 2.5 30,70
Su faz1 — — — — —
- Filtrat — — — — _
S Ekstrakt - - 3 - 8 2.5 23,10
< Su faz1 - — - - —
_ Filtrat — — 10 — —
% Ekstrakt - - 9 7 - 2,5 56,20
Su faz1 - - 10 - -
o Filtrat 10 12 - -
% Ekstrakt 8 14 22 10 20 2,5 51,60
Su fazi — - — — —
5 Filtrat — — — — _
I Ekstrakt 7 10 12 10 - 2,5 48,70
< Su faz1 — — — — _
Filtrat — 14 16 - —
< Bhtak - 2 26 - - 2,5 34,90
Su fazi - — — — -
Filtrat - — - - —
2 Bkstakt - - 20 - 10 2,5 26,30
Su faz1 — — — — —
o Filtrat — — — — —
% Ekstrakt — 14 14 — — 3,5 36,30
Su fazi — — — — —
_ il - - - - 14
% Ekstrakt - 14 16 - 24 55 29,60
Su faz1 - — - - —
o Filtrat - - — — -
T Bksuake - - - - - 2,5 23,30
B Sufazi — — — — —
o Filtrat — 12 18 — —
I Bkstrakt - 20 24 - 10 35 49,30
)

Su faz1 —
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Tablo 6.2. M, besiyerinde iiretilen Streptomyces’lerin biyolojik taramalarinin sonuglari (devamu).

Zon Caplari (mm)*

& . . inkiibasyon Ekstrakte

2 Denenen Kullanilan Mikroorganizmalar Siiresi Et'hlen

5 madde E. coli S. aureus S. pyogenes P. aeruginosa C. albicans (Giin) N::Il:gr

ATCC 25922 ATCC 25923 ATCC 19615 ATCC 27853 ATCC 10231

o Filtrat — — — — —

2 Ekstrakt - 8 7 - - 2,5 25,80

f Sufam - — — — -
Filtrat - 12 18 - -

< Ekstrakt - 20 28 - - 3,5 33,20
Su faz1 - — 10 - -

o Filtrat - 8 - - —

5 Ekstrakt - - 12 - - 3,5 34,20
Su faz1 — 8 - — —

., [Filtrat - 12 14 - -

g Ekstrakt - 22 28 - — 3,5 25,40
Su faz1 - — 10 - -

o Filtrat - 7 — — 14

g Ekstrakt 7 12 12 - 8 2,5 50,90
Su faz1 — — — — 8

- Filtrat — — — — _

5 Ekstrakt — 8 8 - 10 3,5 42,10
Su faz1 - — - - —

_ Filtrat - — - - —

g' Ekstrakt — 12 22 - - 3,5 36,60
Su fazi — - — — —

_ Filtrat - 12 14 - -

% Ekstrakt 14 16 22 7 - 3,5 35,90
Su fazi — - — — —
Filtrat - - - - 14

5 Bkt - 8 10 - - 2.5 34,20
Su faz1 - — — — 10
Filtrat — 10 - — —

% Ekstrakt - 8 12 - - 2,5 33,10
Su faz1 - - - - —

2 Filtrat 14 10 10 - 14

T Eksirakt - 20 18 - 24 3,5 29,60

© Sufam 14 7 _ _ _

Standart bakteriler 625 nm’de O.D. 0,8-1,0 (0,5 McFarland) olacak sekilde 4-6 saat s1v1 besiyerlerinde iiretildi
ve ardindan 100 pL alinip kat1 besiyerlerine ekiivyonlu tiiplerle ekimleri yapildi. Streptomyces’lerin iiretildigi
M, besiyeri vakumla siiziildiikten sonra geriye kalan sivi kisim (Filtrat) Sekil 3.4. ve Sekil 3.5.’teki akis
semasina gore etil asetat ve aseton kullanilarak ekstrakte edildi. Elde edilen ekstrakt kismi 1500 pL
CHCl;:MeOH (1:1) ile ¢oziildii (Ekstrakt) ve fitrat kisminin etil asetat ve asetonla ekstraksiyonundan sonra
geriye kalan kisim (Su fazi) antimikrobiyal agidan test edildi. Disklere 20 uL. madde emdirildi.

# 6 mm ¢apinda kagit disk, b Nocardiopsis sp. AR17, —: Aktif degil,

NEG: Negatif kontroller (20 uL; Su: steril su, EtOAc: Etil asetat, CHCl;:MeOH: Kloroform:Metanol (1:1)).




Tablo 6.3. M, besiyerinde iiretilen rizosferik Streptomyces izolatlarimin ham ekstraktlarinin agar difiizyon mortalite testi ile biyolojik taranmasi.

Inhibisyan Zon Caplar1 (mm)*
z § Test Edilen Mikroorganizmalar inlgi:l})rissz'on Miktar  Artemia salina,
M E Bacillus Staphylococcus ~ Streptomyces Escherichia Candida Mucor Rhizoctonia  Pythium Chlorella  Chlorella Scenedesmus (giin) (mg) (Mortalite %)
subtilis aureus viridochromogenes coli albicans miehei solani ultimum vulgaris sorokiniana subspicatus
(T 57) (Tii 284)

=

3 12 18 20 0 0 0 t.e. t.e. 11 0 0 5 125,20 56,0
0

3 11 12 0 11 0 0 - - 11 11 11 5 55,03 37,6
\O

Ef‘ 12 0 0 11 0 0 - + 0 0 0 5 805,77 76,2
g

Eat 15 16 11 12 0 0 - - 13 14 13 5 461,38 62,7
% 10 0 19 0 0 0 t.e t.e. 11 0 0 5 28,10 53,0
o\l

% 20 20 0 11 0 0 - - 0 0 0 5 140,10 38,8
S

% 15 16 15 12 0 12 - ++ 19 19 19 5 160,96 30,1
<

N

:E 21 25 21 0 11 15 t.e. t.e. 15 15 0 5 82,80 95,0
< 17 18 0 15 0 0 - + 11 1 12 5 63029 389
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Tablo 6.3. M, besiyerinde iiretilen rizosferik Streptomyces izolatlarinin ham ekstraktlarinin agar difiizyon mortalite testi ile biyolojik taranmasi (devami).

Inhibisyan Zon Caplar1 (mm)*

= % Test Edilen Mikroorganizmalar Inkiibasyon Mik -
2= Siiresi iktar  Artemia :valma,
M E Bacillus Staphylococcus ~ Streptomyces Escherichia Candida Mucor Rhizoctonia  Pythium Chlorella  Chlorella Scenedesmus (giin) (mg) (Mortalite %)

subtilis aureus viridochromogenes coli albicans miehei solani ultimum vulgaris sorokiniana subspicatus

(Tii 284)

(o))
% 12 32 18 11 0 40 - - 0 0 12 5 186,71 42,8
=}
% 15 24 15 14 24 28 t.e. t.e. 24 25 20 5 59,20 100
8
E 20 0 12 12 0 0 - - 0 10 12 5 262,63 64,4
m
Z
a t.e. t.e. t.e. t.e. t.e. t.e. t.e. t.e. t.e. t.e. t.e. 5 80,34 12,4
m
o
5 23 28 19 15 12 0 - - 17 16 15 5 198,60 44,4
3
< 11 22 18 12 0 0 - - 13 14 13 5 253,46 4,9
O
2
< 12 0 13 0 11 25 t.e. t.e. 0 0 0 5 59,20 100
@)
=
< 10 20 16 10 13 20 ++ ++ 11 12 10 5 247,97 100
O
< 10 12 17 23 0 0 - - 0 0 13 5 253,26 0
O
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Tablo 6.3. M, besiyerinde iiretilen rizosferik Streptomyces izolatlarinin ham ekstraktlarinin agar difiizyon mortalite testi ile biyolojik taranmasi (devami).

inhibisyan Zon Caplari (mm)*
a T s
= £ Test Edilen Mikroorganizmalar l“ks‘g’rzg‘m Miktar  Artemia salina,
4 E Bacillus Staphylococcus ~ Streptomyces Escherichia Candida Mucor Rhizoctonia  Pythium Chlorella  Chlorella Scenedesmus (giin) (mg) (Mortalite %)
subtilis aureus viridochromogenes coli albicans miehei solani ultimum vulgaris sorokiniana subspicatus
(T 57) (Tii 284)

% 17 11 23 18 0 0 - - 0 0 10 5 105,84 2,0

=y

2 11 22 19 11 0 0 - - 13 13 15 5 153,05 2,8

&

% 12 21 20 0 15 21 te. t.e. 19 20 15 5 46,0 89,0

O

9 mm ¢apinda kagit disk, Kagit disk basina 4 mg ham ekstrakt, Artemia test: 100 pg/mL
t.e. : test edilmedi, — : aktif degil, + : zayif aktivite, ++ : aktif
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Resim 6.1. E. coli ATCC 25922 nin iiremesi iizerine antibiyotiklerin etkisi; A1) antibiyotikler
1-IPM, 2- OFX A2) antibiyotikler 3- NET, 4- AMC.

Resim 6.2. S. aureus ATCC 25923’iin iiremesi iizerine antibiyotiklerin etkisi; A1) antibiyotikler
1- IPM, 2- OFX AZ2) antibiyotikler 3- NET, 4- AMC.

Resim 6.3. S. pyogenes ATCC 19615’in iiremesi iizerine antibiyotiklerin etkisi; A1) antibiyotikler
1- IPM, 2- OFX A2) antibiyotikler 3- NET, 4- AMC.
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Resim 6.4. P. aeruginosa ATCC 27853iin iiremesi iizerine antibiyotiklerin etkisi; A1) antibiyotikler
1- IPM, 2- OFX AZ2) antibiyotikler 3- NET, 4- AMC.

Resim 6.5. B. subtilis ATCC 11774’iin iiremesi iizerine antibiyotiklerin etkisi; A1) antibiyotikler
1- IPM, 2- OFX AZ2) antibiyotikler 3- NET, 4- AMC.

Resim 6.6. C. albicans ATCC 10231’in iremesi Resim 6.7. C. albicans ATCC 10231’in iiremesi
iizerine antifungal amfoterisin B (AFB)’nin etkisi; {izerine negatif kontrollerin (NEG) etkisi; 1-Saf su,
1- 30 pg/kagit disk. 2-Etil asetat, 3-Kloroform:Metanol (1:1).
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Resim 6.8. E. coli ATCC 25922’nin iremesi Resim 6.9. S. aureus ATCC 25923’iin iiremesi
iizerine BAH26 ekstraktinin etkisi; 1-Ust sivi, 2- iizerine BA2 ekstraktinin etkisi; 1-Ust sivi, 2-Etil
Etil asetat fazi, 3-Su faz1. asetat fazi, 3-Su fazi.

Resim 6.10. S. pyogenes ATCC 19615’in Resim 6.11. P. aeruginosa ATCC 27853’iin
iiremesi iizerine BA2 ekstraktinin etkisi; 1-Ust sivi, iiremesi iizerine BA2 ekstraktinin etkisi; 1-Ust sivi,
2-Etil asetat fazi, 3-Su fazi. 2-Etil asetat fazi, 3-Su fazi.

Resim 6.12. S. aureus ATCC 25923’iin iiremesi Resim 6.13. S. pyogenes ATCC 19615’in
iizerine CS44 ekstraktinin etkisi; 1-Ust sivi, 2-Etil  iiremesi iizerine CS44 ekstraktinin etkisi; 1-Ust
asetat fazi, 3-Su fazi. s1vi, 2-Etil asetat fazi, 3-Su fazi.
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Resim 6.14. C. albicans ATCC 10231’in Resim 6.15. C. albicans ATCC 10231’in
iiremesi iizerine BSH50 ekstraktinin etkisi; 1-Ust iiremesi iizerine CS43 ekstraktinin etkisi; 1-Ust
s1v1, 2-Etil asetat fazi, 3-Su fazi. s1v1, 2-Etil asetat fazi, 3-Su fazi.

S. aureui?/. o

Resim 6.16. Streptomyces sp. BA2’den elde edilen ham ekstraktin biyootografi metodu ile S. aureus
tizerine olan etkisi.

Resim 6.17. Streptomyces tiirlerinden elde edilen ham ekstraktlarin kimyasal tarama metodu ile
arastirllmasi (Ehrlich’s reaktifi piiskiirtiildiikten sonra 254 nm altinda kromatogramlarin goriintiisii).
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Monensin

Resim 6.18. S. aureus ATCC 25923’iin iiremesi iizerine Aktinomisin D (170) ve monensinin etkisi;
1- 40 pg/kagit disk.

T,

Resim 6.19. S. pyogenes ATCC 19615’in iiremesi iizerine Aktinomisin D (170) ve monensinin etkisi;
1- 40 pg/kagat disk.

Aktinomisin D

Resim 6.20. B. subtilis ATCC 11774’iin iiremesi iizerine Aktinomisin D (170) ve monensinin etkisi;
1- 40 pg/kagit disk.
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7. ILAVELER

ilaveler I. Renklendirici Reaktiflerin Bilesimi

I.1. Anisaldehit/Siilfiirik Asit Reaktifi

Anisaldehit e 1 mL
Metanol ~ eeeeeeereeeeen 85 mL
Asetik asit ~ riieeeeeeeen 14 mL
Siilfiirik asit (% 98)  eeeieeieeeenen 1 mL
1.2. Ehrlich’s Reaktifi

4-dimetilaminobenzaldehit ~  .................. lg
HCl (% 37)  ieeeereeerennnen 25 mL
Metanol = ireeeeeeeiiennen 75 mL

1.3. Ninhidrin Reaktifi

Ninhidrin

(2,2-dihydroxyindan-1,3 dion)  ....c..cceeeveennnne 03¢

iso-propanol  ieeeieeeeeen. 95 mL

Collidin (2,4,6-trimetilpridin)  ...ccceeeeeeennen 5 mL

Asetik asit (% 96)  ieeeeeeeeeiiennen 5 mL
L.4. Potasyum Permanganat (KMnQO,) Reaktifi

KMnOs e 3g

K:COs e 20¢g

NaOH (% 5) = eveereerereneen 5 mL

Safsu e 300 mL
1.5. iyot (I,) Buhart

12 .................. 2 g

Silikajel e 100 g
1.6. Palladyum (IT) Kloriir Reaktifi

PACL, 05¢g

Saf su e 100 mL

HClL (% 25)  eeveeereeneeeen 5 damla
1.7. Vanilin/Siilfiirik Asit Reaaktifi

Vanilin =~ e 05¢g

H,SO4 (Derisik)  eeiiieiieeenn 80 mL

Etanol e 20 mL

I.8. Orcin Reaaktifi

Orcinol e 0,1g
HCI (Derisik)  reveeveeeneeenn 40,7 mL
FeCl3 (%0 1)  eveereieineeen 1 mL

Safsu e 100 mL



flaveler II. Kullanlan Besiyerlerinin Bilesimi.

I1.1. Nutrient Broth (NB)
Pepton
Et oziiti
Saf su

I1.2. Nutrient Agar (NA)
Pepton
Et oziiti
Agar
Saf su

I1.3. Mueller Hinton Broth (MHB)
Mueller Hinton
Saf su

IL.4. Mueller Hinton Agar (MHA)
Mueller Hinton
Agar
Saf su

I1.5. Sabouraud %2 Dextrose Broth (%2SDB)
Sabouraud % 2 Dextrose Broth
Saf su

IL.6. Sabouraud % 4 Dextrose Agar (%4SDA)
Sabouraud % 4 Dextrose Agar
Saf su

IL.7. Tryptone Soya Broth (TSB)
Tryptone Soya Broth
Saf su

I1.8. Tryptone Soya Broth (TSA)
Tryptone Soya Broth
Agar
Saf su

11.9. M, Broth (M,B)
Malt Ekstrakt
Yeast Ekstrakt
Glikoz
Musluk Suyu
PH e

15¢g
1000 mL

23 g
1000 mL

17,5¢g
1000 mL

30g
1000 mL

65¢g
1000 mL

30g

1000 mL
7,8 (2 N NaOH ile)
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Ilaveler II. Kullanlan Besiyerlerinin Bilesimi (Devamu).

IL.10. M, Agar (MA)
Malt Ekstrakt
Yeast Ekstrakt
Glikoz
Musluk Suyu
pH
Agar

II.11. M Test Agar (MTA)
Malt Ekstrakt
Yeast Ekstrakt
Glikoz
Saf Su
pH
Agar

ILI.12. Sabouraud Agar (SA)
Glikoz
Pepton
Saf Su
pH
Agar

I1.13. M>," Broth (M>"B)
Malt Ekstrakt
Yeast Ekstrakt
Glikoz

Yapay Deniz Suyu (YDS)

Musluk Suyu
pH

IL.14. M, Agar (My"A)
Malt Ekstrakt
Yeast Ekstrakt
Glikoz

Yapay Deniz Suyu (YDS)

Musluk Suyu
pH
Agar

.................. 1000 mL
.................. 7,8 (2 N NaOH ile)
.................. 18 ¢

.................. 1000 mL
.................. 7,8 (2 N NaOH ile)
.................. 20g

.................. 10g
.................. 1000 mL
.................. 7,8 (2 N NaOH ile)
.................. 15¢

.................. 18 ¢
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Ilaveler II. Kullanlan Besiyerlerinin Bilesimi (Devamu).

11.15. Bold’s Basal Medium (BBM)

NaNO; 0,250 g
KH,PO, 0,175 g
K;HPO, 0,075 g
MgSO47TH O i 0,075 g
NaCl e 0,025 g
CaClL*2H,O i 0,025 g
Fe—EDTA Stok Cozeltisi  «eeevecnecncnennn 1,0 mL
Eser Element Cozeltisi [  coeeveevnrnnnnnn 1,0 mL
Saf Su e, 1000 mL
IL.16. Bold’s Basal Medium Agar (BBMA)

NaNO; 0,250 g
KH,PO, 0,175 ¢g
K HPO, 0,075 g
MgSO47TH,O i 0,075 g
NaCl i 0,025 g
CaClL*2H,O i 0,025 g
Fe—EDTA Stok Cozeltisi ~ ceeeveerenrenrenn 1,0 mL
Eser Element Cozeltisi [ coeeveevnrnnnnnn 1,0 mL
Saf Su e 1000 mL
Agar e, 18 g

Hazirlanan biitiin besiyerleri; 1,2 bar ve 121 °C’de 30 dakika otoklavlandi.
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ilaveler ITI. Yapay Deniz Suyunun (YDS) Bilesimi (10 L Musluk Suyunda)

IIL.1. Yapay Deniz Suyu (YDS)

Demir sitrat i lg
NaCl i 1945 ¢
MgCL*6H, O i 88 g
Na2$O4 .................. 32,4 g
CaCl,  eieiieeeeeen. 18 ¢
Na,HPO, i 0,08 g
SiO; 0,15¢
Eser Element Cozeltisi I ~ .ioiviiiiniiinn 10 mL
Stok Cozelti ~ ereereeieeeenn 100 mL
IIL.2. YDS icin Eser Element Cozeltisi I (1 L Saf Suda)
H;BOs 0,611 ¢
MnCl, 0,389 g
CuSO4s e 0,056 g
ZI’ISO4’7H20 .................. 0,056 g
Alz(SO4)3‘18H20 .................. 0,056 g
NiSO46H,O i 0,056 g
CO(NO3)3‘6H20 .................. 0,056 g
TiO, e 0,056 g
(NH4)6M07024’4H20 .................. 0,056 g
LICI i 0,028 g
SnCl, i 0,028 g
KI i 0,028 g
IIL.3. YDS icin Stok Cozelti (2 L Saf Suda)
KCI e 110 g
NaHCOs  rreereereeeen 32¢g
KBr e 16 g
SI’C]Q‘6H20 .................. 6,8 g
H3BO3 .................. 4,4 g
NaF e 0,48 g

NHNO; e 0,32¢g
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flaveler IV. BBM icin Gerekli Cozeltilerin Bilesimi.

IV.1. Eser Element Cozeltisi 11

Cozelti A i 10 mL
CozeltiB i 10 mL
Safsu e, 80 mL
IV.2. Cozelti A
MnSO4H,O0 i 16,9 mg
Na,MoO42H,0 e 13,0 mg
Co(NO3),*6H, 0  revreereereeen 10,0 mg
Safsu e, 10 mL
IV.3. Cozelti B
CuSO45H, O e 5,0 mg
H:BO; 10,0 mg
ZnSO4.TH,O e 10,0 mg
Safsu e 10 mL

IV.4. Fe—-EDTA Stok Cozeltisi

FeSO,7TH,O i 0,7¢g
EDTA e 093¢
Saf su (60 °C)  eeeeiieeieenen 80 mL

Safsu  iieeeeeeeresseeen 20 mL
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