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OZET

STREPTOMYCES ALBONIGER BA2°NiN YENi DOGAL URUNLERININ
KARAKTERIZASYONU VE BiYOLOJIK AKTiVITELERI

MIZRAKLI, Evlin
Yuksek Lisans, Biyoloji Bolumu
Danisman: Prof. Dr.Ebru INCE BOSTANCI
Eylul 2024, 83 sayfa

Dogal {iriinler, bitkiler, mantarlar ve mikroorganizmalar tarafindan {iretilen ve farkli
biyoaktivitelere sahip sekonder metabolitlerdir. Bunlarin icerisinde mikrobiyal
metabolitler, ¢esitli kimyasal yapilara sahip olup, antimikrobiyal, antikanser, antiviral
ve antidiyabetik gibi pek cok farkli biyolojik aktiviteye sahip olduklar1 ic¢in
hastaliklarla miicadelede ilag olarak kullanilirlar. Aktinomisetler, dogal mikrobiyal
metabolitlerin 6nemli bir kaynagini olusturur ve bunlarin icerisinde 0&zellikle
Streptomyces turleri biyoaktif iriinlerin en 6nemli kaynaklar1 arasindadir. Bu
bakteriler tarafindan iiretilen streptomisin, sefalosporin, kloramfenikol ve tetrasiklin
gibi antibiyotikler tipta antibiyotik ¢agini baglatmistir.

Antibiyotiklerin asirt kullanimi, bakteriler arasinda direncin hizla yayilmasina neden
olmakta ve her gecen gun yeni antibiyotik direncine sahip hastane patojenlerine
rastlanmaktadir. Bu yiizden, gesitli etki mekanizmalarina sahip yeni antimikrobiyal
bilesiklerin kesfedilmesi bir ihtiya¢ haline gelmistir. Farkli kimyasal yapilara sahip
yeni antibiyotiklerin kesfedilmesi icin farkli stratejiler mevcuttur. Bunlar arasinda,
farkli ve siradis1 ortamlardan yeni bakterilerin izolasyonu, bunlarin yenilik¢i kiiltiir
stratejileri ile Uretilmesi ve lrettikleri metabolitlerin omik yaklagimlar kullanilarak
hizli ve dogru bi¢cimde tanimlanmasi gelmektedir. Genomik ve metabolomik
yaklasimlar kullanilarak son yillarda kayda de§er sayida ve cesitte yeni biyoaktif
metabolit kesfedilmistir.

Arastirma grubumuz tarafindan daha Once bitki koklerinden izole edilmis,
tanimlanmis ve genom dizilimi yapilmis olan Streptomyces alboniger BA2
bakterisinin genomunda sekonder metabolitlerin sentezinden sorumlu biyosentetik gen
kiimelerinin (BGC) yiiksek sayida oldugu, fakat kiiltiir ortaminda bu gen kiimelerinin
cogunun aktif olmadigi tespit edilmistir. Bu bilgiler 1s18inda, bu g¢aligmadaki
amacimiz; S. alboniger’in farkli kiltlir stratejileri ile biyosentetik gen kimelerinin
aktive edilerek yeni dogal tirlinleri liretme potansiyellerinin agiga ¢ikarilmasidir. Bu
amagla, S. alboniger, Indol Asetik Asit (IAA) ve Jasmonik Asit (JA) gibi iki farkli
bitki hormonu varliginda kat1 ve sivi kiiltiir rejimlerinde {iretilmis, metabolitleri
organik solventler ile elde edilmis, Oziitlerin antibakteriyel aktiviteleri tespit edilmig
ve icerisindeki metabolitler LC-MS/MS kullanilarak analiz edilmistir.

S. alboniger BA2, M2 sivi besiyerinde farkli konsantrasyonlarda IAA ve JA varliginda
duragan faza kadar uretildi. Kilturler etil asetat ile ekstrakte edilerek disk dizfuizyon
yontemi ile antimikrobiyal aktivite incelendi. Antimikrobiyal aktivite taramast i¢in alt1
farkli test organizmasi kullanildi. S. alboniger BA2 ayni zamanda IAA ve JA igeren
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M2 kat1 besiyerlerinde iiretildi ve carpraz ¢izgi yontemiyle test organizmalarina karsi
in vivo olarak analiz edildi. Oziitlerin igerdigi bilesikler LC-MS/MS verilerinin GNPS
veri tabaninda bulunan bilesik kiitiiphanelerinde incelenmesi ile tespit edildi.

Sivi besiyerinde iiretilen S. alboniger BA2’nin Gram negatif ve Gram pozitif test
organizmalarina karsi genis spektrumda ve etki glct ylksek bir antimikrobiyal
aktiviteye sahip oldugu gOrildi. Bitki hormonu varliginda kontrole gore
antimikrobiyal etkide bir artis gozlenmemis olsa da, metabolomik ¢alismalarin
sonuglarinda bitki hormonlart varliginda Streptomyces sp. BA2 tarafindan sivi ve kati
besiyerlerinde daha 6nce bu izolatta tespit edilmemis bilesiklerin varlig1 g6zlemlendi.
Sadece IAA varliginda futalosine, 3-hydroxyoctanoic acid ve quinoxaline-2-
carboxylic acid, sadece JA varliginda ise futalozin gibi mikrobiyal metabolitlerin
derplike oldugu goriildii. Kati kiiltirden yapilan antimikrobiyal metabolit
analizlerinde, JA varliginda biraraya getirilen S. alboniger BA2 izolati ve test
organizmalarindan, E. coli’ye kars1 gelistirilen zondan taxifolin, E. coli ve K.
Pneumoniae 'ye kars1 gelistirilen zondan ise GNPS veri tabaninda yer alan fakat yapist
henliz aydinlatilmamis B27A19 isimli yeni bilesik de dereplike oldu.

Mevcut ¢alisma, yalnizca S. alboniger BA2 izolatindan daha once kesfedilmemis
antimikrobiyal aktiviteler ve yeni metabolitler ortaya koymasi agisindan degil, ayn
zamanda yenilikgi kiiltiir stratejileri ve farkli kiiltiir rejimlerinde mikrobiyal metabolit
tiretim profillerinin degisiklik gosterdigini ortaya koymasi agisindan Onem arz
etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Antimikrobiyal aktivite, Dogal irtinler, Metabolomik,
Streptomyces
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ABSTRACT

CHARACTERIZATIiON AND BiOLOGICAL ACTIiVITY OF NEW
NATURAL PRODUCTS FROM STREPTOMYCES ALBONIGER BA2

MIZRAKLI, Evlin
Master of Science in Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr.Ebru INCE BOSTANCI
September 2024, 83 pages

Natural products are secondary metabolites produced by plants, fungi, and
microorganisms, possessing various bioactivities. Among these, microbial metabolites
exhibit a range of chemical structures and are utilized as drugs in the fight against
diseases due to their antimicrobial, anticancer, antiviral, and antidiabetic activities.
Actinomycetes are a significant source of natural microbial metabolites, with
Streptomyces species being among the most important sources of bioactive products.
Antibiotics produced by these bacteria, such as streptomycin, cephalosporin,
chloramphenicol, and tetracycline, have ushered in the antibiotic era in medicine.

The overuse of antibiotics has led to the rapid spread of resistance among bacteria,
resulting in the emergence of new antibiotic-resistant hospital pathogens. Therefore,
there is an urgent need for the discovery of new antimicrobial compounds with various
mechanisms of action. Different strategies are available for the discovery of new
antibiotics with diverse chemical structures. These include isolating new bacteria from
unusual environments, cultivating them using innovative culture strategies, and rapidly
and accurately identifying the metabolites they produce using omics approaches. In
recent years, a significant number and variety of new bioactive metabolites have been
discovered using genomic and metabolomic approaches.

Our research group previously isolated, characterized, and sequenced the genome of
Streptomyces alboniger BA2 from plant roots. It was found that there are a high
number of biosynthetic gene clusters (BGCs) responsible for the synthesis of
secondary metabolites in the genome; however, most of these gene clusters were not
active in the culture medium. In light of this information, the aim of this study is to
reveal the potential for producing new natural products by activating the biosynthetic
gene clusters of S. alboniger through different culture strategies. To achieve this, S.
alboniger was cultivated in solid and liquid culture regimes in the presence of two
different plant hormones, indole-3-acetic acid (IAA) and jasmonic acid (JA). The
metabolites were extracted using organic solvents, and the antibacterial activities of
the extracts were determined. The metabolites were analyzed using LC-MS/MS
metabolomic approaches.

S. alboniger BA2 was grown in M2 liquid medium in the presence of different
concentrations of IAA and JA until reaching the stationary phase. The cultures were
extracted with ethyl acetate, and antimicrobial activity was investigated using the disk
diffusion method. Six different test organisms were used for antimicrobial activity
screening. S. alboniger BA2 was also cultivated in solid media containing IAA and JA
and was analyzed in vivo against the aforementioned test organisms using the cross-
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streak method. The compounds and metabolite profiles contained in the extracts were
identified by analyzing the LC-MS/MS data against compound libraries in the GNPS
database.

It was observed that S. alboniger BA2, produced in liquid culture medium, has a broad
spectrum and high potency antimicrobial activity against both Gram-negative and
Gram-positive test organisms. Although no increase in antimicrobial effect was
observed in the presence of plant hormones compared to the control, the results of
metabolomic studies revealed the presence of compounds not previously detected in
this isolate by S. alboniger BA2 in both liquid and solid media. In the presence of only
IAA, microbial metabolites such as futalosine, 3-hydroxyoctanoic acid, and
quinoxaline-2-carboxylic acid were dereplicated, while in the presence of only JA,
futalozin was dereplicated. In antimicrobial metabolite analyses from solid culture,
Streptomyces sp. BA2 isolate and test organisms were co-cultured in the presence of
JA. According to these results, the taxifolin compound isolated from the zone against
E. coli and the newly identified compound B27A19, which is listed in the GNPS
database but whose structure has not yet been elucidated, also dereplicated against E.
coli and K. pneumoniae.

This study is significant not only for uncovering previously unreported antimicrobial
activities and new metabolites from the S. alboniger BAZ2 isolate, but also for
demonstrating that innovative culture strategies and different culture regimes result in
variations in microbial metabolite production profiles.

Keywords: Antimicrobial activity, Metabolomics, Natural prouducts, Streptomyces
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1. GIRIS

Insanlik tarihi siirecinde avciliktan yerlesik hayata gecisle birlikte bulasic1 hastaliklar
sorunu, toplumsal bir hal almistir (Akbas, 2007). Tarih boyunca insanlar bulasici
hastaliklar disinda da hastaliklarla miicadele etmis ve hastaliklar1 tedavide farkli yollar

kullanmislardir. Bu yontemlerden en sik kullanilan ve kullanilmaya devam edeni dogal

drtnlerdir.

Dogal iirtinler, canlilar tarafindan ve canlinin yasadigi ortamda kendini koruma
amaciyla Urettigi Uriinlerdir. Dogal {rlinlerin kaynagi bitkiler, mantarlar ve
mikroorganizmalardir (Ozcan, 2018). Canlilar tarafindan iiretilen dogal bilesiklerin
cok cesitli kimyasal yapilar1 bu bilesiklere biyolojik aktivite 6zelligi kazandirmaktadir.
(Ozcan, 2017). Biyoaktif dogal bilesikler, diger bir ismiyle sekonder metabolitler
yiizlerce yildir hastaliklarla miicadele etmede ve kullanilmakta olan ilaglarin cogunun
etken maddesini olusturmaktadir. 1981-2008 déneminde anti-enfektif (antibakteriyel,
antifungal vb.) olarak kullanilan ilaglar ve kanser tedavisinde kullanilan ilaglarin

yarisindan fazlasi dogal iirlin veya dogal {iriin tiirevleridir.

Diinya ¢apinda bugiine kadar 500.000 dogal bilesik rapor edilmis olup bunlarin
70.000’1 mikrobiyal kaynaklidir. Bunlarin igerisinde bilinen 23.000 biyoaktif ikincil
metabolitin % 45 ‘ini aktinobakteriler Gretmektedir (Ye vd., 2023). Aktinomisetler,
alkoloidler, flavonoidler, kinonlar, ketidler ve peptitler olmak iizere farkli biyolojik
aktivite gosteren ¢ok degerli dogal {iriin liretirler. Aktinomisetlerden ¢cokga antibiyotik
ve pestisit icerikleri de dretilmektedir (Long vd., 2022). Aktinomisetler, dogal
ortamlarda yaygin bulunan, yiiksek G+C oranina sahip Gram pozitif, aerobik ve spor
Ureten bakterilerdir. Diger bakteri ve mantar tiirlerine gére daha yavas biiyiime
Ozellikleriyle dikkat cekerler (Nivetha vd., 2021). Aktinomisetler arasinda yer alan
Streptomyces cinsi tlrleri biyoaktif tirtinlerin en énemli rezervini olusturan Uyelere
sahiptir. Dogal kokenli antibiyotiklerin tgte ikisini bu cinsin Uyeleri Gretmektedir
(Khosravi Babadi vd., 2020).

1928 yilinda Alexander Fleming tarafindan Penisilin’in kesfi antibakteriyel tedavi

paradigmasinda devrim niteliginde bir kesiftir (Sekil 1.1). Sonraki yillarda



streptomisin, sefalosporinler, kloramfenikol ve tetrasiklinler gibi diger antibiyotiklerin

tiretimiyle birlikte tipta antibiyotik ¢ag1 baglamistir (Toreci, 2003).
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Sekil 1.1 Penisilin G (Baskaya, 2015)

Mikrobiyal dogal iriinler igerisinde 6nemli bir yeri olan aktinomisinler ozellikle

Streptomyces’lar tarafindan Uretilmektedir.
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Sekil 1.2 Antibiyotik ¢ag1 evreleri

Antibiyotiklerin kullaniminin artmasi ve gesitlenmesiyle birlikte, bakteriler farkl
direng mekanizmalar1 olusturmustur. Bu direng, bakteriler arasinda hizla
yayilmaktadir (Sekil 1.2) (Eraksoy, 2011). Bu durumun 6niine gegebilmek igin farkli
etki mekanizmalara sahip yeni antimikrobiyal bilesiklerin kesfedilmesi gerekmektedir.
Gegmiste geleneksel yontemlerle antimikrobiyal bilesikler kesfedilmekteydi.
Geleneksel yontem, bitkiler, mantarlar ve mikroorganizmalar gibi dogal kaynaklardan
orneklerin toplanmasi, ardindan bu Orneklerin ekstraksiyonu ve fraksiyonlama
islemlerine dayanmakta ve aktif bilesikler ayristirilmaktadir. Bu bilesikler daha sonra
laboratuvar testleriyle biyolojik aktiviteleri a¢isindan degerlendirilmekteydi. Ancak bu

yontemlerle genellikle zaten bilinen dogal iiriinler yeniden kesfedilmektedir, bu da
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yeni bilesiklerin bulunma oranimi diisiirmektedir (Harvey vd., 2015; Newman ve
Cragg, 2016). Gelencksel yontemlerle yalnizca bilinen dogal iiriinler yeniden izole
edilmistir (Ren vd., 2017). Genom projeleri ile bircok mikroorganizmanin
genomlarindaki genler dizilenmistir. Sahip olduklar1 gen profilleri ortaya ¢ikarilmistir.
Ozellikle yeni nesil dizileme teknolojisinin (NGS) gelismesiyle birlikte yiiksek verimli
DNA dizilemenin diisiik maliyetle yapilabilmesi miimkiin olmustur. Gen profilleri ile
0zel metabolitlerin biyosentezi i¢cin mikroorganizmalarin beklenenden ¢ok daha biiyiik
bir kapasiteye sahip oldugu ortaya c¢ikmistir. Mikroorganizmalarda sekonder
metabolitlerin sentezini Biyosentetik Gen Kiimeleri (BGCs) saglamaktadir. Yeni nesil
DNA dizileme teknolojisinin gelismesi ile birgok aktinomisetin genom dizi analizi

kolaylagsmis biyosentetik gen kiimeleri ortaya ¢ikarilmistir (Escribano ve Bibb, 2014).

1.1 Aktinomisetler

Actinomycetales takiminda yer alan aktinomisetler, Actinobacteria subesinin
elemanidir. Bifidobacterium, Gardnerella, Catenulispora Mycobacterium gibi tek
hicreli bakteri cinslerini ve Nocardioides, Amycolatopsis, Streptosporangium,
Pseudonocardia, Thermopolyspora, Saccharopolyspora, Streptomyces gibi misel
yapist olusturan cinsleri icermektedir (Chakraborty vd., 2022). Aktinomisetler, G+C
icerigi yiksek olan ve genellikle monopodial, nadiren dikotomik dallanan 1sinsal
koloniler olusturan mantar ve diger bakterilerle karsilastirildiginda yavas biiyiiyen
ipliksi bakterilerdir. Bu bakteriler ¢ogunlukla spor liretir ve bu sporlar besiyerinde
pudrams1 bir goriiniim sergiler. Koloni morfolojileri ise kullanilan besiyeri ve
inkiibasyon siiresine bagl olarak degisik renklerde ve oldukga cesitlilik gosterebilir
(Ozcan, 2017). Aktinomisetler toprakta, deniz ve okyanuslarda, magaralar gibi siradis
ortamlarda, coller ve Antarktika ekosistemleri de dahil genis bir habitatlarda
bulunabilmektedirler (Jakubiec-Krzesniak vd., 2018). Ayrica bocek bagirsaklari, digki
gibi ¢esitli habitatlarda da hayatta kaldiklar1 raporlanmistir. Hatta siingerler ve birgok
farmakognozik bitki ile karsilikli etkilesimi oldugu da belgelenmistir (Chakraborty
vd., 2022).



Sekil 1.3 Streptomyces endofitleri ¢cok cesitli morfolojiler sergilemektedir. Gorsel suslarin SFM agar
plakalarinda alt1 giin boyunca biiyiitiilmesi sonrasindaki gériintiilerdir (Van der Meij vd., 2018). S.
coelicolor M145, B) S. griseus DSM40236 ve endofitik streptomisetler MOS18 (C) MOS38, (D)
MOS14, (E) MOS32 , (F) MOS25

Aktinomisetler prokaryot canli gurubu igerisinde biyoteknolojik agidan Gnemli ve
degerli mikroorganizmalardir. Biyoaktif bilesik ve antibiyotiklerin 6nemli
kaynaklaridir. Biyoaktif molekiillerin ¢cogu antimikrobiyal (streptomisin, tetrasiklin),
antiviral (tunikamisin) , antifungal (nistatin) ve antiparazitik (avermektin) 6zellik
gostermektedir. Ayrica aktinomisetler, kompleks bilesenlerin parg¢alanmasinda
kullanilan seliilaz, amilaz, ksilanaz, lipaz, pektinaz ve proteaz gibi endiistriyel olarak
degerli enzimleri {retirler. Organik materyalin doniisiimiinde kritik bir gorev
ustlenirler ve antibiyotik, farmasotik iriin, kozmetik, enzim, antikanser ilaglar1 ve
vitamin Uretimi icin temel bir kaynak olarak hizmet ederler (EI Karkouri vd., 2019).
Actinobacteria filumunun en buyik antibiyotik treten cinsi Streptomyces, ilk olarak
Waksman ve Henrici (1943) tarafindan tanimlanmistir (Nguyen ve Kim, 2015).

Streptomyces’ler ~ Actinobacteria  smifi  Actinomycetales  takimi  iginde
Streptomycetaceae ailesi olarak  smiflandirilmistir  (Ohnishi  vd., 2008).
Streptomyces’lar Gram pozitif ve filament6z bakterilerdir. Optimum biyume
sicakliklart 25-35 derecedir fakat baz tiirleri termofilik ve psikrofilik olabilmektedir.
Bu bakteriler igin uygun pH 6.5-8.0 arasindadir. Huicre geperleri peptidoglikandan
olugmaktadir. Kromozomlarinda yiiksek oranda guanin ve sitozin niikleotitler
bulunmaktadir (Oskay ve Tamer, 2009). Streptomyces kromozomu, lineerdir ve
merkezi bir ¢ogalma baslangi¢ noktasi (oriC) ve 5' uglarina bagl terminal proteinler

ile benzersiz terminal ters tekrarlari igerir (Ohnishi vd., 2018). Cogunlukla saprotrofik
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olan bu organizmalar, nadiren insanlarda ve hayvanlarda patojen olarak
bulunabilirken, bazi tiirleri bitkilerde hastaliklara neden olabilir (Oskay ve Tamer,
2009). Streptomyces, glikopeptidler, poliketidler, aminoglikozidler, tetrasiklin, [-
laktamlar, nikleozidler, terpenoidler, alkaloidler, makrolidler ve digerleri gibi gesitli
smiflara ait sayisiz ikincil metabolitin senteziyle birlikte goriilen karmasik bir
morfolojik farklilasma déngiisii ile karakterize edilir (Saadouli vd., 2020). Ilk
aminoglikozit antibiyotik olan streptomisin, bundan daha yarim yiizyildan fazla bir
siire once Waksman'in laboratuvarinda kesfedilmistir. Tiiberkiilozdan pek ¢ok insanm
kurtaran bu 6nemli antibiyotik, endustriyel 6lcekte S.griseus tarafindan iiretilmektedir
(Ohnishi vd., 2008).

Streptomyces cinsi Uyeleri 7000'den fazla biyolojik olarak aktif madde Gretmektedir.
Bu 6zelligi, onu tip, veterinerlik, tarim ve ila¢ endiistrisi gibi bircok biyoteknoloji
alaninda en yaygimn kullanilan bakteri haline getirmistir (Saadouli vd., 2020). S.
hygroscopicus, ¢esitli biyolojik aktiviteler sergileyen yaklasik 180 metabolit tiretir. S.
clavuligerus sefalosporin, S. venezuelae kloramfenikol, S. aureofaciens tetrasiklin, S.
kanamyceticus kanamisin, S. spectablis tarafindan spektinomisin dretilmektedir.
Monensin ve mitomisin C gibi bazi popiiler antibiyotikler ise sirasiyla, S.
cinnamonensis ve S. lavendulae tiirlerinden tiiretilmistir (Akintunde, 2014). Ayrica S.
griseus, S. avermitilis ve S. cattleya ise sirasiyla streptomisin, polipeptit avermektin

ve florometabolitler Uretir.

Streptomyces’ler topragin biyolojik olarak par¢alanmasinda ve humus olugumunda
onemli bir rol oynarlar ve "1slak toprak kokusu" olarak bilinen 6zellige sebep olan

geosmin gibi ¢esitli ugucu maddeler tiretirler (Alam vd., 2022).

Streptomyceslerin hayat doénglsiu mantar misellerini andiran karmasik radyal misel
yapilar1 olustururlar. Bu miselyum, morfoloji ve islevsel Ozelliklerine gore hava
miselyumu ve substrat miselyumu olarak ikiye ayrilir. Hava miselyumu, hava iginde
gelisir ve genellikle spor tasiyan yapilar olan spor zincirleri ve sporangialart ug
kisimlarinda barindirir. Hava misellerindeki sporlar hareketsiz olup ¢imlenerek
iiremeyi baglatir ve ardindan substrat miselyumu olusur. Substrat miselyumu ise,
biiyiimek ve gelismek i¢in zengin besin kaynaklarinin emilmesini saglar. Vejetatif

miseller stres kosullarinda hava misellerine doniisiir (Chakraborty vd., 2022).
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Sekil 1.4 Streptomyces tirlerinin yasam periyodu (Kieser vd., 2000)

Sekil 1.5 Streptomyces'lerin koloni gelisim asamalar1 a) tam olgunlasmis vejetatif misellerin hava
serbest misellere doniisiimii b) hava misellerin doniigiimiiyle spor zincirlerinin olugumu, c) tam
olgunlagmig sarmal spor dizileri (Hopwood, 2006)

1.2 Sekonder Metabolitler

Canlilar tarafindan metabolizmada biiylime ve gelismeyi dogrudan veya dolayl

etkileyen ¢ok cesitli organik bilesikler iiretilmektedir. Bunlar primer bilesikler

(nukleotitler, aminoasit vb.) ve sekonder bilesikler olup primer bilesikler hayatsal

islevlerde dogrudan gorev alirken sekonder bilesikler bu islevlere dogrudan etki

etmezler. Ilk caligmalarda sekonder metabolitlerin islevsiz ve atik madde oldugu
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diistintilmiistiir. Sekonder metabolitler gegmisten beri bilinir ve ¢ogunlukla bitkisel
kokenli olduklar1 diistiniilmiistiir (Bérdy, 2005). Bitkilerin sekonder metabolitleri, renk
ve koku saglayarak tozlagmayi tesvik etmek ve boceklere karsi direng gostermek gibi
fitoaleksin islevlerine sahiptir (Demain, 2009). Ayrica bitkiyi, artan sicaklik ve
nemlilik, yaralanma ve agir metallerin varliginda olusan streslere kars1 korumaktadir
(Bakir, 2020). Kii¢iik biyoaktif molekiil olan sekonder metabolitler bitkiler disinda
mantar, bakteri ve diger organizmalarca da tretilmektedir (Yang vd., 2018). Sekonder
metaboliter biyoaktivite gosteren dogal iiriinlerin kaynaklaridir. Bu yiizden de bu iki
kavram siirekli biribiri yerine kullanilmaktadir. Mikroorganizmalarin {irettigi sekonder
metabolitler dogal {irtinlerin en biiyiik gurubunu olustururlar. Mikrobiyal metabolit
iriinler, 6zel yapilar1 ve genis biyolojik aktiviteleri ile dogal bilesiklerin 6nemli bir
kaynag1 olup bitki kaynakli olanlardan daha karmasiktir ve daha fazla biyolojik
cesitlilik gosterirler. Mikrobiyal fermentasyonla firetilen veya kimyasal olarak
modifiye edilen bu bilesikler, birgok hastaligin tedavisinde kullanilir ve farmakolojik
aragtirmalarda biiyiik bir 6neme sahiptir (Ozakim, 2010). Mikrobiyal dogal iiriinler,
antibiyotik {iretiminde en genis kullanim alanina sahiptir. Tanimlanmis 25.000
mikrobiyal dogal iiriinden yaklagik 20.000'i antibiyotik &zellikler tasir (Demain,
2009).

Mikrobiyal sekonder metabolitlerin Ureticileri mantarlar ve bakteriler olup mikrobiyal
sekonder metabolit Grunlerin oransal olarak en 6nemli Uretici gurubunu aktinomisetler
olusturmaktadir (Oskay ve Tamer, 2009). Aktinomisetlerin dogal {iriin {iretici
guruplart Streptomyces, Saccharoppolispora, Micromonospora, Amycolatopsis ve

Actinoplantes cinsleridir.

Prokaryotik tek hucreli bakteriler grubunda yer alan Bacillus ve Pseudomonas tirleri
de mikrobiyal sekonder metabolitin en sik iireticileridir son zamanlarda Myxo ve
Cyanobakteria tiirlerinin de iretken tiirler arasina katildigi goriilmiistiir. Sekonder
metabolitler genellikle ekstraselliilerdir yani ¢ogunlukla hiicre disina salgilanirlar
(Saadouli vd., 2020). Guntimizde sekonder metabolitler ilag, parfiim ve pestisit gibi

cesitli endiistriyel alanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir.



1.2.1 Sekonder metabolitlerin biyolojik aktiviteleri

Biyolojik olarak aktif sekonder metabolitler, ¢esitli yapisal ve kimyasal siniflar1 temsil
eden bilesiklerdir. Bu siniflar arasinda poliketidler, peptidler, makrolidler, indoller,
aminoglikozitler ve terpenler bulunur. Bu bilesikler, organizmalarin biyolojik
fonksiyonlari gergeklestirmek icin {retilir ve genellikle savunma, iletisim veya
rekabet gibi islevleri yerine getirirler (Dalisay vd., 2013). Sekonder metabolitler,
terapotik amaglar i¢in kullanilan bilesiklerin biiyiik bir kismini olusturur; ya dogrudan
dogadan elde edilmislerdir ya da dogadan elde edilen bilesiklerin sentetik ttrevleridir.
Sekonder metabolitlerin yaklasik tigte ikisi kadar1t mikrobiyal kdkenlidir (Gomez-
Escribano ve Bibb, 2014). S.achromogenes izole edilen streptozotosin anti diyabetik,
S.caespitosus’tan izole edilen mitomisin C antitimoral, S.chartreusis’ten izole edimis
olan tunikamisin antiviral, S.hygroscopicus sp. ve S. aureolacrimosus’tan izole edilen
milbemisin antiparazitik olarak biyolojik aktivite gostermektedir. Ayrica bir¢ok
Streptomyces tdrinden avermektin ve milbemisin (insektisidal), bialafos ve
fosfinotirisin, (herbisidal), bafilomisin (ATPaz inhibit6rt), streptozotosin ve lasalosid
(Diyabetik ), monensin, salinomisin ve tilosin fosfat (blylime promotori), takrolimus,
rapamisin ve kangleomisin (immdansupresif ajanlar) gibi biyoaktif dogal bilesikler
izole edilmistir (Ye vd., 2023).

1.2.2 Antibakteriyel sekonder metabolitler ve antibiyotik ve direnci
Antibiyotiklerin tarih sahnesine ¢ikisi, 1928 yilinda Sir Alexander Fleming'in bir
Penicillium kaft kontaminasyonu sonucu agar (zerindeki stafilokok bakterilerinin
bliyimesinin ~ durdugunu  gozlemlemesiyle baslar. Fleming, bu biiylime
inhibisyonunun, kiif mantarinin irettigi bir madde tarafindan gergeklestirildigini
saptamistir (TOreci, 2003). Fakat penisilinin tedavide kullanilacak hale gelmesi ve
ayristirtlmas1 1940°ta Florey ve Chain’in tarafindan miimkiin olmus piyasaya
sunulmasi ise 1944°te gergeklesmistir Yillara gore antibiyotiklerin kesfi tablo 1.2’ de
sirastyla belirtilmistir (T6reci, 2003).



Tablo 1.1 Gegmisten giiniimiize antibiyotiklerin kesif yillari

Kesif Yili Antibiyotik

1943 Streptomisin ve basitrasin
1945 Sefalosporinler

1947 Kloramfenkol ve tetrasiklinler
1949 Neomisin (ilk aminoglikozid)
1952 Eritromisin

1956 Vankomisin

1957 Kanamisin

1960 Metisilin

1961 Ampisilin

1962 Nalidiksik asit ve florokinolon tirevleri
1963 Gentamisin

1970 Trimetoprim

1981 Imipenem

1987 Azitromisin

1996 Linezolid

2000 Daptomisin

2003 Telavansin

2005 Seftarolin

2010 Delafloksasin

2015 Teiksobaktin

Aktinomisinler, 70 yil1 agkin birsiire dnce kesfedilmis olmalarina ragmen, 6zellikle
biyolojik ve tibbi bilimlerde bir¢ok arastirma alaninin odak noktasi olmaya devam
eden 6nemli bir dogal iriin sinifin1 temsil etmektedirler (Kurosawa vd., 2006).
Aktinomisinler arasinda aktinomisin D en kapsamli sekilde incelenmistir ve Wilms
tumorid (Green, 1977) ve ¢ocukluk ¢agi rabdomiyosarkomu (Womer, 1997) gibi kotii

huylu tiimérlerin tedavisinde kullanilmaktadir (Charousova vd., 2019).



Sekil 1.6 Aktinomisin D (Viegelmann vd., 2014)

Antibiyotikler, cesitli tiirlerine bagl olarak farkli mekanizmalarla etki gosterirler. Bu
etki mekanizmalari, hedeflerine gore cesitlenir ve genellikle bes temel kategori altinda
toplanir. Bunlar, hiicre duvari olusumunu engellemek, hiicre zarinin normal igleyisini
bozmak, protein sentezini etkilemek, nukleik asit sentezini durdurmak ve bakterinin i¢
streclerinde yer alan molekdlleri hedef alarak etki gostermektedir (antimetabolit)
(Fleming, 2011).

Antibiyotiklerin tedavide gereginden fazla ve diizensiz kullanimi, birgok
mikroorganizma ¢esidinin varolan ilaglara kars1 direng¢ mekanizmasi gelistirmesine
neden olmaktadir. Bu durum antibiyotiklerin kesfi ve bu antibiyotiklere direng

gelisiminin tarihsel stireci verilen Sekil 1.7’de agikga goriilmektedir.
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Antibiyotiklerin kesif yillan -

Kloramfenkol Metisilin Seftarolin
Penisilin Eritromisin Sefalosporin Daptomisin
Tetrasiklin Linezolid Delafloksasin
Sulfonamides Vankomisin
Ampisili i
Stretopmisin mplitin Telgransin Teiksobaktin

-

1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020 2024

Telavansin
Sulfonamides
Ampisilin
Penisilin/  Streptomisin Eritromisin Linezolid
Seftarolin
Sefalosporin
Vankomisin Daptamisin
Moramk“kml'etraslkliu Metisilin

Delafloksasin

= Antibiyotiklerin direng kazanma villan

Sekil 1.7 Antibiyotiklerin kesfi ve yillara gore bakterilerin diren¢ kazanmas1 (Ozakin, 2010)

Son yillarda antibiyotiklere direncli bakteri tiirlerinin hizla yayilmasi, bakteriyel
enfeksiyonlar1 diinya genelinde ciddi bir halk sagligi tehdidi haline getirmistir.
Ozellikle hastane kaynakl1 enfeksiyonlarda, Enterococcus faecalis ve Staphylococcus
aureus gibi ¢ok sayida patojenik bakterinin hali hazirda var olan antibiyotiklere kars1
diren¢ olusturdugu bildirilmistir. Diinya Saglik Orgiiti'ne gore, her yil yaklasik
700.000 kisi antibiyotik direngli enfeksiyonlar nedeniyle hayatin1 kaybetmektedir ve
bu saymnin 2050 yilina kadar 10 milyona ulasabilecegi tahmin edilmektedir (WHO,
2020). Ornegin, ABD'de her yil en az 2.8 milyon insan antibiyotiklere direncli
bakteriyel enfeksiyonlar nedeniyle hastalanmakta ve 35.000'den fazla insan bu
enfeksiyonlar nedeniyle 6lmektedir (CDC, 2019).

Farmasotik endustrileri ile birgok sentetik antibiyotik dretilmektedir. Ancak bu
kimyasallarin kullanimi ciddi zararlara yol agabilir; bunlar arasinda kemoterapdtik
ilaglarin insanlar ve hayvanlar igin yiiksek toksisitesi ve patojenlerin direng
gelistirmesi yer almaktadir. Antibiyotik direncinin artmasi, tedavi segeneklerini
sinirlamakta ve enfeksiyonlarin tedavi edilmesini zorlastirmaktadir, bu da hastalik ve

Olim oranlarini artirmaktadir (Ventola, 2015).
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Bu nedenle, yeni antibiyotiklerin ve biyoaktif bilesiklerin kesfi, mevcut saglik krizinin
istesinden gelmek icin hayati bir dnem tagimaktadir. Dogal kaynaklardan elde edilen
biyoaktif bilesikler, bilim insanlar1 i¢in her zaman biiyiik ilgi uyandirmistir, ¢iinkii
bunlar cevreye zararh etkisi az olan gilivenli ve etkili bir alternatif yaklasim sunarlar
(Saadouli vd., 2020). Dogal kaynakli biyoaktif bilesiklerin, bakteriyel enfeksiyonlara
kars1 etkili bir tedavi sunarak antibiyotik direncine kars1 6nemli bir ¢dziim olabilecegi

diistintilmektedir (Newman ve Cragg, 2016).

1.3 Yeni Mikrobiyal Degal Uriinleri Kesif ve Tarama Stratejileri

Yeni biyoaktif bilesiklerin taranmasinda, organizma tercihi, yenilikgi kaltir
yontemleri ve bilesiklerin ¢esitli tarama teknikleriyle kesfedilmesi gibi i¢ ana faktor
belirleyici rol oynar. Geleneksel tarama stratejileri genellikle biyolojik aktiviteye
dayanir ve organik ekstraktlardan biyoaktif bilesiklerin izolasyonunu igerir. Ancak,
mikrobiyal ekstraktlarda, bilinen metabolitlerin tekrar izole edilmesi bilinen
bilesiklerin yeniden kesfi sorununu ortaya c¢ikarir. Yeni tarama yoOntemleri ise
mikrobiyal genom dizilerinin de yardimiyla, ytiksek verimli tarama, genom taramalari,
metagenomik stratejiler, modern kultir yontemleri ve bilesik kombinasyon sentezi
gibi teknik ve teknolojilere dayanir. Bu giincel yaklasimlar, mikrobiyal kaynaklarin
olusturacagi biyoaktif bilesiklerin kesfini artirir. Genom taramalari, yeni biyosentetik
gen kimelerinin ve bu bunlardan sentezlenen yeni biyoaktif bilesiklerin

tanimlanmasina yardimei olur (Ozakin, 2015).

1.3.1 Farkh ve siradisi habitatlardan yetenekli mikroorganizmalarin izolasyonu

Antimikrobiyal direng, halk saglhigimni kiiresel olarak tehdit etmektedir. Bu sorun ancak
yeni dogal tirtinlerin siirekli kesfiyle ¢oziilebilir. Streptomyces lar dogal iiriin tiretmede
en yetenekli aktinomiset cinsidir. Yeni dogal iiriin elde etmede klasik yontemlerin
uygulanmasi karasal ortamlarda daha 6nce bulunan bilesiklerin tekrar izolasyonuna
neden olmustur. Bu yiizden farkli ve siradisi  ortamlardan  yetenekli
mikroorganizmalarin izolasyonu, yeni biyoktif molekiillerin bulunmasi i¢in avantaj
saglar. Clinkii mikroorganizma, yasadig1 habitata adaptasyonunu sekonder metabolit
sayesinde gergeklestirir. Kesfedilmemis ya da yeterince arastirllmamis dogal
ortamlardan potansiyel mikroorganizmalarin aranmasi, biyoaktif bilesik kesfi i¢in

firsat sunar (Pathom-Aree vd., 2006; Skropeta ve Wei, 2014). Aktinomisetler toprakta,

12



deniz ve okyanuslarda, magaralar, ¢oller, Antarktika ekosistemleri, tuz madenleri,
volkanik sicak su kaynaklart gibi siradisi ortamlarda genis bir habitatta
bulunabilmektedirler. Son donemlerde, derin deniz, ¢ol, buzullar ve volkanik bolgeler
gibi daha siradisi g¢evre habitatlarindan potansiyel Streptomyces tirlerinin izole
edilmesine yogunlasilmistir. Deniz ekosistemi, gezegendeki en o6nemli bilinen
ortamdir ve biiylik ¢ogunlugu derin deniz olarak tanimlanan %90'dan fazlasini
olusturur. Derin deniz, ¢esitli 6zelliklere sahip olup, bireysel tiirlerin dagilimini etkiler
ve biyoaktif molekiil kesfi i¢in 6nemli bir kaynak saglar. Deniz ekosistemi, gezegenin
en dnemli ortamlarindan biri olup, 6zellikle derin deniz bolgeleri, biyoaktif molekiil
kesfi i¢in 6nemli bir kaynak olarak kabul edilmektedir. Derin deniz, diinya yiizeyinin
%70'ini kaplar ve 1000 metreden daha derinlerde yasamin zorlayici oldugu, 1s18in
yoklugu, diisiik oksijen seviyesi ve yiiksek basing gibi zorlu kosullarin bulundugu bir
ortamdir. Bu ekstrem kosullar altinda yasayan organizmalar, ¢esitli biyolojik
adaptasyonlar gelistirerek hayatta kalmaktadir (Sivalingam vd., 2019). 1997-2008
yillar1 arasinda 600°den fazla mikroorganizma kaynakli yeni bilesik tanimlanmais olup,
bunlarin ¢ogu aktinomisetler ve siyanobakterilerden izole edilmistir (Imhoff vd.,
2011). Ozellikle Streptomyces tiirleri, antikanser ve ndroprotektif dzelliklere sahip
birgok biyoaktif bilesigin kaynag1 olmustur. Ornegin, Streptomyces sp. HK10595'ten
izole edilen kandenols A—E antikanser 6zellikler sergilerken (Ding vd., 2012; Zhou
vd., 2012), Streptomyces sp. CNB-091'den izole edilen polipeptit antibiyotikler 6nemli
biyolojik aktivitelere sahiptir (Dharmaraj, 2010; Hernandez vd., 2004; Hou vd., 2006;
Sobolevskaya vd., 2007).

Col habitatlar1 da son yillarda dogal iiriin kesfi acisindan biiytlik ilgi gérmustiir
(Abdelkader vd., 2018; Goodfellow vd., 2017). Ozellikle Atakama Colii gibi asir1
kurak bolgelerden izole edilen Streptomyces turleri, gucli antimikrobiyal ve
antikanser ozellikler sergileyen bilesikler tiretmistir (Elsayed vd., 2015). Ekstrem
soguk ortamlar, &zellikle Antarktika ve Sibirya gibi bolgeler, yeni biyoaktif
molekiillerin kesfi i¢in 6nemli potansiyel tasimaktadir (Bhave vd., 2013). Sibirya kita
sahanligindan izole edilen Streptomyces sp. ART5, meme ve kolorektal kanser
hiicrelerine kars sitotoksik etki gosteren arcticoside ve C-1027 kromofor bilesiklerini
tiretmistir. Volkanik kaplicalar da yeni biyoaktif bilesiklerin kesfi i¢in arastirilan
siradist  habitatlar arasinda yer almakta olup, Streptomyces sp. SNJ042'nin
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fermentasyon suyundan izole edilen ohmyungsamycins A ve B, ¢esitli kanser hiicre

hatlarina karsi giiclii sitotoksik 6zellikler sergilemistir (Kim vd., 2021).

Diinya tizerindeki en karmasik ekosistemlerden biri olarak kabul edilen Rizosfer, bitki
koklerini cevreleyen ve etkilenen dar bolge olup bir¢cok organizma igin sicak bir
noktadir (Hinsinger ve Marschner, 2006; Jones ve Hinsinger, 2008; Pierret vd., 2007).
Rizosferde bulunan organizmalar arasinda bakteriler, mantarlar, oomisetler,
nematodlar, protozoalar, algler, virisler, arkeler ve eklembacaklilar yer alir. Bu
mikrobiyomun c¢ogu iiyesi, bitki tarafindan salinan biiyiilk miktardaki besin

maddelerini kullanan karmasik bir besin aginin parcasidir.

Aktinomisetler farkli habitatlarda yer alan bitki koklerinin c¢evresindeki toprak
bolgesinde (rizosfer) yogun olarak bulunurlar. Rizosfer, bitki kdklerinden salgilanan
organik maddelerle zenginlestigi i¢in mikroorganizmalar i¢in besleyici bir ortam
saglar. Cok sayida arastirma, bitkiyle iligkili bircok mikroorganizmanin tohum
cimlenmesi, fide giicii, bitki biiyiimesi ve gelisimi, beslenme, hastaliklar ve tiretkenlik
izerinde derin etkileri olabilecegini ortaya koymustur. Rizosferde bulunan
aktinomisetler bitkilerin bilylimesini tesvik eder, patojenlere karsi koruma saglar ve
bitki-mikrop etkilesimlerini diizenler (Mendes vd., 2013).

Yapilan ¢aligmalar bazi aktinomisetlerin bitkilerle yogun iligkiler kurabildigini ve
bitkilerin i¢ dokularmi isgal edebildiklerini gdstermistir. Ornegin Streptomyces
scabies, konakgilarina niifuz edebilir ve endofitik iliskiler kurabilmektedir (Benson ve
Silvester, 1993; Doumbou vd., 1998). Bitkilerin i¢ dokularinda zarar vermeden
yasayan aktinomiset bakterilerine ise endofitik aktinomiset denir (Stone vd., 2000). Bu
mikroorganizmalar, konak bitkilerin kokler, govdeler, yapraklar, cicekler, meyveler ve
tohumlarin farkli organlarinda, genellikle hiicre i¢i veya hiicreler arasi bosluklarda
bulunur. Endofitik aktinomisetler, bitkilerle simbiyotik iliskiler kurarak biiylimeyi
tesvik eden hormonlar {iretir, bitkileri patojenlerden korur ve besin maddelerinin
alinmasim kolaylastirir (Qin vd., 2011). Ornegin, Streptomyces sp. EN27, piring
bitkilerinin koklerinde endofit olarak bulunmus ve bu bitkilerin biiyiimesini ve stres
toleransini artirdigint gostermistir (Verma vd., 2009). Janso ve Carter, 113 bitkiden
toplanan 256 doku 6rneginden (yapraklar, kokler, govdeler vb.) 123 aktinomiset susu

izole etmisler ve bu suslari, 16S rRNA gen dizilerine dayanarak alti aileye
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ayirmiglardir: Streptosporangiaceae  (%40), Streptomycetaceae  (%27),
Thermomonosporaceae (%16), Micromonosporaceae (%8), Pseudonocardiaceae
(%8) ve Actinosynnemataceae (%2). Streptomycetaceae familyasindaki Streptomyces
cinsi sadece %26 oraninda bulunmus (Matsumoto ve Takahashi, 2017). I¢ doku
bitkilerinin gorece goz ard1 edilmis ve umut verici bir nisi olusturdugu belirtilmektedir.
Diinya {izerinde yaklasik 300,000 bitki tiirti bulundugu diistiniildiigiinde, her bir bitki
bireyinin bir veya daha fazla endofit barindirdig1 bilinmektedir (Strobel ve Daisy,
2003), bu da biiyiik bir biyogesitlilik olusturur.

Yapilan arastirmalar yeni dogal bilesiklerin kesfi i¢in farkli ve siradis1 habitatlardan
izole edilecek yeni aktinomisetlerin, bakteriyel enfeksiyonlar, kansere karsi savasta ve
antibiyotik direncinin o6niine gegmede farkli biyolojik aktivitelere sahip yeni

antibiyotiklerin miikemmel bir kaynagi olacagini gostermistir (Sivalingam vd., 2019).

1.3.2 Yenilikgi kiiltiir yaklasimlari

Genomik veriler 1s18inda mikroorganizmalarin potansiyel olarak iiretebilecegi
sekonder metabolit gen kiimeleri ile laboratuvar kosullarinda iiretilmis ve tanimlanmis
sekonder metabolitlerin sayisi arasinda bir uyumsuzluk oldugu yapilan ¢alismalarda
siklikla ortaya konmaktadir. Bu gen kiimeleri genellikle kriptik yani "sessiz" olarak
adlandirilir, ¢iinkii standart laboratuvar kosullarinda aktif hale gelmezler.
Biyoteknolojideki ilerlemelerle genetik manipiilasyon yaklasimlariyla belirli yolaklara
odaklanilmakta bilinen gen kiimeleri iizerinde diizenlemeler yapilmaktadir. Bu
manipulsyon, genlerin aktivatorlerinin ifadesinin artirilmasi ya da baskilayict genlerin
silinmesine veya biyosentetik gen kimelerine giiglii promotorler ekleme teknigine
dayanir. Fakat, bu yodntemleri uygulayabilmek ic¢in kullanilan organizmalarin
biyolojisi hakkinda yiksek diizeyde bilgi sahibi olmak gerekir. Bu yéntem kolay
olmamakla beraber BGC’lerin bazen birden fazlasinin bir bilesigi liretmede gorev
almasi, bu yontemin sinirliligi olarak kabul edilebilir (Romano vd., 2018). Ornegin
Rhodococcus jostii'de siderofor 6zellikli rhodochelin'in sentezinin, farkli kromozomal
alanlarda bulunan ii¢ bagimsiz BGC'nin koordineli ifadesini gerektirdigi gosterilmistir
(Bosello vd., 2011).

15



Genetik manipilasyona yatkin olmayan tiirler veya BGC’leri hakkinda yeterli bilgi
gerektirmeyen mikroorganizmalardaki BGC’leri aktive etmede kultlivasyon siirecinde
degisiklikler yapilarak sessiz genleri aktive etmek minkundar. Bu "sessiz" kimeleri
etkinlestirerek, farmakolojik agidan 6nemli yeni dogal iirlinler kesfedilebilir. Bu
amagla, yenilik¢i kiiltiir yontemleri gelistirilmistir (Romano vd., 2018). Yenilikgi
kiiltiir yaklagimlari; besiyeri bilesimleri, besiyerinin kat1 veya sivi olmasi, fiziksel
parametrelerdeki degisiklikler, kimyasal elisilatér eklenmesi ve ortak kultivasyona
dayanir (Sekil 1.8). Besiyeri bilesimleri canlinin yasamda kalabilmesi igin ihtiyag
duydugu karbon, azot, kiikiirt veya fosfor kaynaklari ve iz elementlerinden
olugmaktadir. Bu kaynaklarin ¢esitlikleri ve miktarlarindaki degisiklikler sekonder
metabolit Uretimini etkilemektedir. Skeletonema marinoi adli diyatomda, azot aglig
kosullarinda iiretilen metabolitler insan melanom hiicrelerinin ¢gogalmasini engellemis
ve S. aureus'un biiylimesini inhibe etmistir (Lauritano vd., 2016). Cesitli ¢alismalar,
karbon kaynaklarinin iiretilen sekonder metabolit tipolojisi ve miktarlar1 tizerindeki
etkisini bildirmistir. Ornegin, deniz kokenli Acremonium sp. MMS540 mantari
tarafindan iiretilen antitiimor glikolipidlerin tretimi, altt farkli kiiltiir kosulunda
incelenmistir. Glukoz ve galaktoz gibi farkli karbon kaynaklarinin kullanimi, toplam
lipid tretiminde dramatik degisiklikler yaratmazken, ana yag asitlerinin oraninda
onemli degisikliklere ve azalmis yan yag asidi profiline yol agmistir (Dos Santos Dias

vd., 2017).

Sekonder metabolit iiretiminin yalnizca ortam bilesimine degil, ayn1 zamanda kati ve
stvi ortamlar arasinda da farklilik gosterdigi bulunmustur. English ve meslektaslari,
izole ettikleri Streptomyces sp. USC-633'Un antibiyotik Uretimini incelemek icin
sistematik bir OSMAC (Tek Sus-Cok Bilesik) yaklasimi kullanmislardir.
Calismalarinda, on bir farkli karbon kaynagi, iz elementler ve tek amino asit ilavesi ile
yapay deniz suyu eklenmis ve eklenmemis sivi ve kati besiyerleri hazirlamislar
buradan elde edilen ekstraktlarin antimikrobiyallerine bakmislardir (English vd.,
2017). Kati1 ortamdan E.faecalis ve E.coli’ye karsi antimikrobiyal aktivite elde
edilirken s1v1 ortamda sadece E.coli’ye karsi antimikrobiyal etki goriilmiistiir. Ayrica
NMR sonuglari1 incelendginde sivi besi ortamindan elde edilen ekstraktlarda etkin

olmayan bilesiklerin kat1 besi ortaminda etkin oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 1.8 Yenilikgi kiiltiir yaklagimlari

Sekonder metabolit Uretimi, fiziksel parametreler ve mikroorganizmalar arasindaki
etkilesimlerle Onemli oOlclide degisebilmektedir. Mikroorganizmalarin biiyiime
kosullart (sicaklik, tuzluluk, pH gibi) optimize edildiginde hem bilyime dinamikleri
hem de sekonder metabolit Gretimi Uzerinde belirgin etkiler gozlemlenir. Ayrica, farklt
yetistirme kosullar1 (¢alkalama, statik ortamlar, sicaklik degisiklikleri) metabolit

uretimini artirabilir.

Ortak kdltir (co-cultivation) teknigi, "sessiz" biyosentetik gen kiimelerinin (BGC)
aktivasyonunu saglamak i¢in oldukgea etkili bir yontemdir. Farkli mikroorganizmalarin
birlikte yetistirilmesiyle, biyoaktif sekonder metabolitlerin iiretimi tesvik edilir.
Ornegin, Streptomyces fradiae ve Penicillium tiriiniin bir araya getirilmesi sonucunda
iki yeni poliketid bilesigi kesfedilmistir ve bu bilesiklerin antikanser 6zelliklere sahip
oldugu tespit edilmistir. Ayrica, Aspergillus fumigatus ve Streptomyces leeuwenhoekii
suslarinin birlikte yetistirilmesiyle luteorid D ve pseurotin G gibi yeni bilesikler izole

edilmistir.
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Dogal iirlin yani sekonder metabolit arastirmalarinda yenilikgi kiiltiir yaklasilarindan
olan OSMAC yaklasiminda bu bilesiklerin iiretimini indiiklemek i¢in ¢esitli kimyasal
ve fiziksel elisitorler de kullanilmaktadir. Yaygin kimyasal elisitérler arasinda
antibiyotikler, metal iyonlar1, hormonlar, organik ¢6ziiciiler ve biyotik katki maddeleri
bulunmaktadir. Das ve ¢alisma arkadaslarinin Streptomyces murinus THV12 susu ile
yaptiklart ¢alismada OSMAC yaklagimiyla kimyasal elisitor olarak organik ¢ozici
kullanmiglardir. Organik ¢oziiciilerden %35 etanol ile fermantasyonda Pentamisinin
yiiksek diizeyde eksprese edildigi, %3 DMSO ile fermantasyon kosulunda ise terpen
tirevlerinin tespit edildigini belirtmislerdir (Das vd., 2023). Streptomyces azureus
ATCC14921’ de tiyostrepton tretimi kimyasal elisitor olarak kullanilan %3-5 DMSO
varhginda iki kat artmig (Chen vd., 2000) Jadomisin B verimi %6 etanol ile
desteklenen S. venezuelae kiiltiiriinde artmistir (Doull vd., 1994). Fitohormonlarin
elisitOr olarak potansiyelininin degerlendirildigi ¢alismada aktinomisetlerin rizosfer ve
endosferin kimyasal ortamini taklit etmek amaciyla minimal besiyerleri ve bunlara
ilave edilen bitki hormonlarindan Indolasetik asit (IAA), salisilik asit (SA) ve jasmonik
asit (JA) farkli konsantrasyonlarda kullanilmistir. Minimal besiyerlerindeki
aktinomisetlerin %211'inin E. coli hucrelerinin buyimesini inhibe eden bir veya daha
fazla bilesik trettigini, %14'liniin ise B. subtilis biiylimesini inhibe ettigi goériilmiis
bitki hormonlarinin ilave edildigi ortamda kiiltiirlenen aktinomisetlerin hem
antibiyotik Gretimleri iki katina ¢ikmis hem de suslarin %20'si E. coli hicrelerini
inhibe ederken %29'u B. subtilis'in biiyiimesini inhibe ettigi gosterilmistir (Van der
Meij vd., 2018).

1.3.3 Genomik ve metabolomik analizler

Omik, bir biyolojik sistemin yapisal ve iglevsel verisinin biitlinciil olarak analizidir
(Dai ve Shen, 2022). Omik yaklasimi genomik, transkriptomik, proteomik,
metabolomik olmak iizere ¢esitlenmistir (Sekil 1.9). Omik temelli yaklasimlar, tiriin
gelisiminin genetik ve molekiiler yapisini incelemek icin olduk¢a degerlidir. Bu
yontemler, ¢evresel ve fizyolojik stres tepkileri sirasinda DNA, transkript seviyeleri,
proteinler, metabolitler ve mineral besin maddelerindeki degisiklikleri analiz ederek

bize onemli bilgiler saglar (Yang vd., 2021).
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Genomik canli sistemin igerisindeki tiim genomu inceler, transkriptomik canli veya
hiicre igerisindeki tim mRNA’lar1, proteomik hiicre igerisindeki tiim proteinleri ve
metabolomik canli sistem icerisinde metabolizma sonucu olusan metabolitlerin yani
bilesiklerin tamamini inceler. Canli sistemdeki metabolitler genomdan bagimsiz
tiretilmezler. Dolayisiyla metabolitlerin analiz verileri ilgili genler hakkinda bilgi
vermektedir. Tiim bunlar 1s18inda omik yaklagiminin biitlinciil yapis1 sayesinde
genomik ve metabolomigin kombine degerlendirilmesi dogal (iirlinlerin yani
metabolomik yolaklarin tespiti ve manipiilasyonunu saglayarak sekonder metabolit

iretimini saglar.
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Sekil 1.9 Dogal iiriinlerin arastirilmasinda 'Omik' yaklagimlari (Palazzotto ve Weber, 2018)

Dogal iiriinler diger bir ismiyle sekonder metabolitler mikroorganizmalarca tiretilen
ve ilag gelistirme amaciyla tibbi biyoteknoloji alaninda kullanilan bilesiklerin 6nemli
kaynaklarindan biridir. Ancak, patojen mikroorganizmalarda antibiyotik direncinin

hizla arttig1 bilinmektedir, bu yiizden yeni antibiyotiklerin gelistirilmesine duyulan
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ihtiyag bayuktur. 1940-1960°11 yillar antibiyotigin altin ¢ag1 olarak bilinmekte sonraki
yillarda ise antibiyotik elde etmede diisiisler yasanmustir (Tistechok vd., 2023). Bunun
nedeni bu yillarda elde edilen antibiyotikler kimyasal tarama yontemiyle elde
edilmislerdir. Genetik ve biyoteknolojideki gelismeler sekonder metaboliterin
biyosentezinin  mikroorganizma genomunun bir parcasindan {retildiklerini
belirlemistir. Bu biyosentezden sorumlu genlerin bir araya gelerek olusturdugu genom

bolumu biyosentetik gen kiimesi (BGC) olarak bilinmektedir.

Genom dizi analiz tekniklerinin gelisimi ile hizli ve maliyeti az olan dizilemelerle
mikroorganizmalarin genomunda ¢ok sayida BGC’lerin oldugu belirlenmistir.
S.coelicolor ve S. avermitilis 20-30 tane BGC icermektedir (Demain, 2009).
BGC’lerin igerisinde sekonder metabolitin sentezinden sorumlu ve biyosentetik
kokenine gore poliketid sentazlar (PKS), ribozomal olmayan peptid sentetazlar

(NRPS) ile terpenler ve sideroforlar1 da iceren birgok gen bulunmaktadir.

Genom dizilemedeki artisla daha fazla mikrobiyom verisi elde edilmis bu da genom
madenciligi ifadesini ortaya ¢itkarmistir. Genom madenciligi, genetik bilgiyi
kullanarak biyolojik kaynaklardan yeni bilesiklerin kesfedilmesi strecidir (Sekil 1.10).
Genom madenciligi, canlilar tarafindan iiretilen ¢esitli kimyasal bilesiklerde 6nemli
bir rolii olan ikincil metabolit biyosentetik gen gruplarini (smBGC'ler) belirlemede
kullanilir. Bu yontem, karmasik adimlarda bulunan olas1 biyosentetik gen gruplarin
kesfetmeyi saglar, boylece ilgili tiriinlerin yapisal iskeletleri tahmin edilebilir ve gizli
gen gruplarmin ifadesi uyarilabilir. Bu da yeni biyomolekiil kesiflerine yol agabilir

(Das vd., 2023).

Metabolomik bir organizmanin birim zamanda ve belirli bir kosulda {irettigi
metabolitlerin butununi ifade eder. Metabolitlerin tespit edilmesinde kutle
spektrometrisi (MS) siklikla tercih edilmektedir. Kiitle spektrometresi, molekiiler
yapidaki bilesenlerin 6zelliklerini belirler. Bu cihazin ¢alisma sekli, iyonlastirilmig
bilesenlerin kiitlesinin yiike oranlarina (m/z) gore gruplandirilmasi esasina dayanr.
Belli bir ekstrakt i¢indeki molekiilleri tespit etmekle kalmaz bilesigin kimyasal yapisi
hakkinda bilgi de vermektedir (Kum, 2019). Tandem kiitle spektrometrisi (MS/MS)
ve metabolomikteki ilerlemeler farkli sartlarda ortaya c¢ikan metabolitlerin

karsilastirilmasina olanak saglar. Bilinmeyen bilesiklerin se¢imini ve tekrarl
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bilesiklerin tespitini hizlandirir (Palma Esposito vd., 2021). Kutle spektrometresi,
diger tekniklerle birlestirilerek daha kapsamli analizler yapilmasina olanak tanir.
Ornegin, S1vi Kromatografi-Kitle Spektrometresi (LC-MS), iki segici teknigin
kombinasyonudur ve yaygin olarak kullanilir. Ayrica, dogal bilesik elde etme
caligmalarinda siklikla tercih edilen Manyetik Rezonans Spektroskopisi (MS/NMR)
ve Gaz Kromatografisi-Mass Spectrometry (GC-MS) gibi kombine yontemlerle de
birlestirilebilir (Kum, 2019).

Dogal iiriin kesfinde ve kimyasal yapilarin belirlenmesinde diinya genelinde yapilmis
veya yapilacak olan metabolitlerin verisini iceren ortak platformlara her zaman ihtiyag
vardir. Bu platformlar, dogal iirlinlerin kesfi ve kimyasal yapilarin belirlenmesi
alaninda arastirmacilara genis ve detayli veri saglar, boylece bilimsel ¢aligmalarda
daha derinlemesine analizler yapilabilir. Bu platformlar MetaboLights, MassBank
HMDB, (Human Metabolome Database), KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes), ReSpect (RIKEN MSn Spectral Database for Phytochemicals),
ChemSpider, PubChem, ChEBI (Chemical Entities of Biological Interest) ve
GNPS(Global Natural Products Social Molecular Networking)’dir. Bunlarin igerisinde

en yaygin kullanilanlardan biri olan GNPS’dir.

GNPS, dogal iirtinlerin kimyasal yapilarinin analiz edilmesi ve tanimlanmasinda
kullanilan bir biyoinformatik platformudur. GNPS, kiitle spektrometresi verilerini
kullanarak dogal tiriinlerin kimyasal yapilarinin daha hizli ve verimli bir sekilde analiz
edilmesini saglar (Wang vd., 2016). Bu platform, kullanicilarin verilerini
yiiklemelerine, diger kullanicilarin verileriyle karsilastirmalar yapmalarina ve yeni
dogal irlinler kesfetmelerine olanak tanir. Ayrica, GNPS topluluk temelli bir
yaklasimla bilim insanlarmin is birligi yapmasini1 ve bilgilerini paylasmasini tesvik
eder. Bu sayede, dogal iirlinlerin kimyasal ¢esitliligi hakkinda daha kapsaml1 bilgi elde
edilmesine katkida bulunur (Quinn vd., 2017). GNPS ortak bakteriler arasindaki sinyal
iletisimini anlamada, ortak smifta yer alan bakterilerin ayrimii belirlemede

kullanilmaktadir (Tangerina vd., 2020).

Platform, antibiyotikler ve onlarin yapisal analoglarini iceren dogal fiirlinlerin
tanimlanmasinda kritik bir rol oynamaktadir (Nothias vd., 2020). GNPS'nin veri

tabanlarinda, oOzellikle Streptomyces turlerinden elde edilen bircok antibiyotik
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bulunmaktadir (Mohimani vd., 2014). Ornegin, makrolidler, aminoglikozidler ve beta-
laktam antibiyotikler gibi tibbi agidan 6nemli olan birgok bilesik, GNPS araciligiyla
tespit edilmistir (Allard vd., 2016). GNPS ayrica, mevcut antibiyotiklerin yapisal
varyantlarin1 ve analoglarini belirlemek igin kullanilmaktadir; bu da antibiyotiklerin
kimyasal modifikasyonlarla etkinligini ve spektrumunu genisletme potansiyelini
ortaya koymaktadir (Watrous vd., 2012). Ozellikle, antibiyotiklerin glikozilasyon
seviyelerindeki farkliliklar1 belirleme yetenegi, GNPS'nin antibiyotik analoglarinin

kesfi i¢in benzersiz bir arag oldugunu gostermektedir (Nguyen vd., 2013).

Klasik vaklasim Genom madenciligi yaklasimm

Kiiltiire edilmis aktinomisetler Kiiltiire edilmis veya edilmemis aktinomisetler

¢ Ekstraktsiyvon ¢ Genom sekanslama

& PY ® 9 o O——
LN (8] L Y e e
— ) W
¢ & 20-30 Bivosentetik gen kiimesi
Yapisal karakterizasyon Yapisal tahmin

™\ 4

Biyolojik analizler

Yeni Bilesik

Sekil 1.10 Genom madenciligi ile yeni bilesiklerin kesif agamalar1 (Choi vd., 2015)

Genomik ve metabolomik yaklagimlar, dogal {iriin ¢alismalarinda devrim niteliginde
ilerlemeler saglamistir. Genomik yaklasimlar, mikroorganizmalarin ve bitkilerin
genetik materyallerini detayli bir sekilde inceleyerek, dogal iiriinlerin biyosentez
yollarint ve ilgili genleri tanimlamaya olanak tanir (Moghadamtousi vd., 2015). Bu
sayede, belirli bir organizmanin iretebilecegi potansiyel biyoaktif bilesikler

ongoriilebilir ve hedefe yonelik arastirmalar yapilabilir. Ornegin, Streptomyces
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tdrlerinin genomik analizi, birgok yeni antibiyotik bilesigin kesfedilmesini saglamistir
(Bentley vd., 2002).

Metabolomik yaklasimlar ise, organizmalarin metabolik profillerini analiz ederek,
hiicrelerin ¢esitli kosullara verdigi biyokimyasal tepkileri anlamamiza yardimci olur.
Bu teknik, hiicrelerde iiretilen tiim metabolitlerin kapsamli bir analizini yapar ve
biyoaktif bilesiklerin kesfi icin dnemli bilgiler sunar (Fiehn, 2002). Metabolomik
caligmalar, Ornegin stres altindaki bitkilerin Trettigi sekonder metabolitleri
belirleyerek bu bilesiklerin biyolojik aktivitelerini anlamamiza yardimci olabilir
(Verpoorte vd., 2008).

Bu yaklagimlar birlikte kullanildiginda, dogal {iriinlerin kesfi ve gelistirilmesi
stirecinde sinerjik bir etki yaratir (Sekil 1.11). Genomik veriler, metabolomik
analizlerle desteklendiginde, belirli metabolitlerin iiretim yollar1 daha iyi anlagilir ve
bu da biyoaktif bilesiklerin daha verimli bir sekilde izole edilip karakterize edilmesine
olanak tanir (Patti vd., 2012). Sonug olarak, genomik ve metabolomik yaklasimlar,
dogal diriinlerin kesfi ve gelistirilmesinde yenilik¢i ve giiclii araglar olarak One

cikmaktadir.
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Sekil 1.11 Genomik-metabolomik kombinasyonu ile yeni bilesik kesfinde agamalar (Van der Hooft vd.,
2020) Metabolomik verilerden ve biyosentetik gen kiimelerinden baglayarak, metabolomik ve genomik
verilerin entegrasyonu i¢in alt yap1 temelli yaklagimlar agagidaki adimlardan olusur. (a) biyosentetik
gen kiimelerinin kigtik molekul drtnlerinin tahmin edilmesi (b) bu molekillerin kiitle spektrometrisi
sirasinda parcalanma deseni ve teorik spektrumlarinin tahmin edilmesi, kiitle spektrumlarinin teorik
spektrumlara kars1 eslestirilmesi, (C) anlamli tanimlamalarin molekiiler aginin olusturulmasi



Bir endemik bitki rizosfer topragindan izole edilen ve tanimlanan Streptomyces
alboniger BA2'nin genomunda bulunan sekonder metabolitlerin sentezinden sorumiu
¢ok sayida BGC bulunmaktadir. S.alboniger BA2 bitki koklerinden izole edildigi igin
dogal habitatlarinda bitki hormonlari ile etkilesim halindedir. Bu nedenle, IAA ve JA
gibi bitki hormonlarinin varliginda farkl kiiltiir rejimlerinde sessiz gen kiimelerinin
aktive edilmesi miimkiindiir. Bu ¢alismanin amaci, S.alboniger BA2 bakterisinin
genomunda tespit edilen yiiksek sayidaki biyosentetik gen kiimelerinin aktivasyon
potansiyelini arastirmaktir. Bu amag¢ dogrultusunda iki farkli bitki hormonu varliginda
hem kat1 hem de sivi1 kiiltiir rejimlerinde BAZ2 Uretildi, metabolitleri organik solventler
ile elde edildi. Elde edilen ozitlerin antibakteriyel aktiviteleri belirlenerek ve
icerdikleri metabolitler LC-MS/MS metabolomik yaklasimla analiz edildi. Bu sayede,
farkli kiiltlir stratejileri ve bitki hormonlarinin biyosentetik gen kiimelerinin
aktivasyonu Uzerindeki etkileri ve yeni dogal iriinlerin iiretim potansiyeli ortaya

konuldu.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Dogal iiriinler, yillardir hastaliklarin tedavisinde kullanilir ve yeni ilag adaylarinin
gelistirilmesi i¢in 6ncli maddelerdir. Dogal iiriinlerin en 6nemli iireticileri aktinomiset
grubuna dahil olan Streptomyces bakterileridir. Yapilan bir c¢alismada; S.
bingchenggensis’ten milbemisinler, b13, bl4a, a28, a29, a30 ve sekomilbemisin A ve
B izole edilmis ve yapilar1 aydinlatilmigtir. Aym1 bakteriden ST906 adli yeni bir
makrolid bilesigi de izole edilmistir. ST906 bilesiginin sitotoksisitesi insan kolon
karsinom hiicre hatt1 iizerinde incelenmis ve bilesigin giiclii sitotoksik aktiviteye sahip

oldugu goriilmiistiir (Xiang vd., 2009).

Endofitik aktinomisetler yeni biyoaktif metabolitlerin 6nemli bir rezervini
olustururlar. Yapilan bir ¢alismada yeni aktinobakteriler izole edilmis ve
antibakteriyel bilesik {iretimi icin tarama yapilmustir Izole edilen Streptomyces
olivaceus bakterisinin metabolitlerinin ekstraksiyonu icin kloroform, etil asetat ve
etanol ¢ozuculeri kullanilmistir. Sekonder metabolitlerin islevsel gruplart ve kimyasal
bilesenlerin tanimlanmasi i¢in GC-MS kullanilmistir. Bu bakteriden 192 bilesik
tammlanmis ve ana bilesik olarak 5-Hidroksimetilfurfural kesfedilmistir.
Antimikrobiyal aktivite Gram pozitif ve Gram negaif bakteriler iizerinde denenmis ve
bilesigin Onemli derecede inhibisyon etkisi gosterdigi tespit edilmistir (MIC <1
mg/mL) ( Maliehe vd., 2022).

Yeni biyoaktif bilesik elde edebilmek icin farkli habitatlar taranmaktadir. Son yillarda,
Antarktika mikrobiyal topluluklari antibiyotik kesfi i¢in bilim topluluklarinda merak
uyandirmaktadir. Yapilan bir calismada, Antarktik Streptomyces suslarindan biri olan
Streptomyces sp. s013.3 (in izolatinin Gram pozitif bakterilere kars1 yiksek antibiyotik
aktivitesi(MIC:15.6pg/mL) oldugu bununla beraber Gram negatif patojenlerin tireme
hizlarim zalttigi bulunmustur.azaltmistir (Nufiez-Montero vd., 2019).

Tiuberkiiloz (TB), yilda yaklasitk 2-3 milyon kisinin Oliimiine neden olan
Mycobacterium tuberculosis basilinin neden oldugu kronik bulasici hastaliklardan
biridir. Bir endofitik olan Streptomyces sp. YIM65484’{in fermentasyon sivisindan
dort antimikrobiyal bilesik izole edilip yapilari spektral analizle aydinlatilmis; sirasiyla
(2E,4E)-5-(3-hidroksifenil), ergosterol, penta-2,4-dienamid, ergosterol peroksit ve

halolitoralin B olarak belirlenmistir. Birinci bilesigin  C1:1H1:NO> formdiliine sahip
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yeni bir bilesik oldugu bulunmustur.. Bilesikler bir, iki,li¢ ve dort sirastyla 128, 64, 32
ve 64 ng/mL MIC'lerle anti-tiiberkiiloz aktivitesi sergilemistir. Ayrica, 1-4 bilesikleri
Candida albicans, E.coli ve S. aureus'a karsi da antimikrobiyal aktiviteler
gelistirmisler (Zhou vd., 2015).

Streptomyces’lar biyoaktif dogal bilesiklerin verimli iireticileridir. Bu bilesiklerin
yapilarinin aydinlatilmasinda HPLC ve LC/MS birlikte kullanilmasi karisimdaki
biesikleri ayristirip herbir bilesigin kimligini belirlemeyi saglar. Yapilan bir ¢alismada
Streptomyces sp. Act4Zk susunun fermente edilmis kiiltiiriin organik ¢oziiciiyle
ekstraksiyonu ile elde edilen ekstraklar antimikrobiyal testte kullanilmis antifungal,
M. smegmatis ve diger Gram pozitif bakterilere kars1 giiglii antimikrobiyal aktivite
gostermistir. Ayrica ekstraktlarin HPLC ve LC/MS analizleri ile {i¢ farkli bilesik
tanimlanmistir. Bunlar staurosporin, antibiyotik MLR 52 ve antibiyotik K 252d olarak
tanimlanmistir. Bu ¢alisma Streptomyces cinsinin yeni bir tiiriiniin staurosporin ve bazi
tiirevlerini tiretebildigini acik¢a ortaya koymustur (Khosravi Babadi vd., 2021).
Literatiir, sekonder metabolit {iretimini artirmak i¢in OSMAC stratejisinin
Streptomyces tiirlerinde basarili bir sekilde kullanildigini gostermektedir. Birgok
calisma, kiiltiir kosullarin1 degistirmenin c¢esitli sekonder metabolitlerin {iretimini
tesvik etmede 6nemini vurgulamistir (Bode vd., 2002; Romano vd., 2018; Tiwari vd.,
2015). Ayn1 zamanda, bir¢ok durumda bakterilerin belirli kosullarda aktive edilebilen
cok sayida sessiz gen kiimesine sahip oldugu tespit edilmistir (Rutledge ve Challis,
2015).

COVID-19 kiiresel salginiyla antibiyotiklerin fazla ve yanlis kullamilmasiyla hali
hazirda artmis olan antibiyotik direncliligi daha da hiz kazanmistir. Yapilan bir
calismada izole edilen Streptomyces sp.EMBZ24 susunun enfeksiyona neden olan
S.aureus, Pseudomonas aeruginosa gibi cesitli bakterilere antibakteriyel -etki
gosterdigi ve bu susun (MRSA), tetrasikline direngli Neisseria gonorrhoeae ile
ampisiline diren¢ kazanmis N.gonorrhoeae'nin blylmesini inhibe ettigi belirlenmistir
(Goel vd., 2022).

Mikrobiyal dogal {iriinler ila¢ gelistirme alaninda kullanilan ana kaynaklardir.
Actinomycetia’nin biyoaktif bilesiklerin en iyi kaynagi oldugu kanitlanmistir. Juni-

perus excelsa rizosfer topraginda izole edilen 372 aktinomiset susunun ¢esitliligi ve
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biyoaktif bilesik Uretme potansiyeli incelenmistir. Bu ¢caligmada incelenen aktinomiset
suslarinin genis bir cins ve tiire sahip oldugu ortaya ¢cikmistir. Bu suslarin Gram-
negatif, Gram pozitif bakteriler ve mayaya karsi antimikrobiyal aktivite gosterdigi
tespit edilmistir. Ozellikle Streptomyces sp. Je 1- 651 susunun gii¢lii antimikrobiyal
aktivitesiyle degerli antibiyotiklerin {iretimi i¢in potansiyel olarak goriilebilecegi

belirtilmistir (Tistechok vd., 2023).

I¢ Mogolistan’daki Kubugqi Célii’'nde 100 aktinomiset iizerinde yapilan bir arastirmada
baskin cinsin Streptomyces oldugu goriilmiistiir. Suslarin % 60.82 inin metanol
ekstraktlarmin gesitli Gram pozitif ve Gram negatif mikroorganizmalara gucli
antimikrobiyal aktiviteler sergildigi ve PC3 (prostat kanseri) ve A549'a (akciger
karsinomu) kars1 yiiksek ve hafif sitotoksisite etkisinin oldugu belirlenmistir. HPLC-
MS ve NMR ile metabolik analizlerinde 100-1000 Da arasinda molekiil agirligina
sahip bilesikler tespit edilmistir. PU-KB10-4 susunun fermentasyon sivisinda
griseoviridin, mitomisin C ve 4 -hidroksisinamid izole edilmistir (Saleem vd., 2023).
Biyoaktif metabolitler makrolidler, antrasiklinler, aminoglikozidler, streptotrisinler,
aktinomisinler ve peptidler gibi farkli gruplara ayrilir ve Streptomyces tirleri
tarafindan sentezlenir. Aktinomisetlerin bu cinsi bakteriler biyoaktif sekonder
metabolitler i¢in 6nemli bir kaynaktirlar. Yapilmis calismada farkli habitatlardan ve
deniz topragindan izole edilen Streptomyces cinsine ait 35 bakteri antimikrobial agidan
taranmugtir. G1 izolati, Gram negatif ve Gram pozitif bakteriler ile ¢esitli mantar
patojenlerine kars1 oldukga etkili bulunmustur. Bu izolatin antimikrobiyal bilesikleri
metanol ile ekstrakte edilmis. LC/MS analizleri sonucu m/z 758.42 degeri ile

streptothricin D benzeri bir antibiyotik oldugu tespit edilmistir (Ashraf vd., 2021).

Streptomyces cinsi bakteriler, biyoaktif dogal iriinlerin 6nemli bir kaynagidir.
Poliketid tiirevli metabolitler, klinik agidan 6nemli bir¢ok bilesigi igerir. Tip II
poliketid sentaz (PKS) ile dretilen ve angusiklin grubunu iceren bu metabolitler,
antikanser, antibakteriyel, antiviral, immunosipresif aktiviteler ve enzim inhibisyonu
gibi cesitli biyolojik aktiviteler gosterir. Streptomyces sp. CAH29 izolati ile yapilan
bir ¢calismada CAH29 tarafindan iiretilen metabolit g¢li antibakteriyel ve antifungal
aktivite gostermistir ve 14, 12, 10 ve 8 mm inhibisyon bolgeleri olusturmustur. NMR
ve LCMS analizleri sonucu CAH29 tarafindan iretilen metabolitin tetrangomisin
oldugu belirlenmistir (Ozakin vd., 2016).
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Aktinomisetlerinden elde edilen dogal {iriinler, ilag kesfi alaninda degerli kaynak olma
Ozelligini  sUrdirmekte olup, bunlarin ¢ogu Streptomyces cinsi tarafindan
uretilmektedir. Standart laboratuvar kosullarinda, mikroplardaki belirli gen kiimeleri
sessiz kalmaktadir. Cesitli stres teknikleri, bu gizli gen kiimelerini aktive ederek
potansiyel metabolitlerin izolasyonuna yol agmaktadir. Bu ¢alismada, Streptomyces
pratensis NA-ZhouS1 susunun kiiltiir filtratindan stremisin A (1) ve B (2) olarak
adlandirilan iki yeni angusiklin antibiyotigi izole edilmistir. Bu antibiyotikler, yiksek
¢ozlnlrlikli ugus zamani kiitle spektrometrisi (HR-TOF-MS) ve NMR teknikleri ile
belirlenmistir. Ayrica, dort bilinen bilesik- (2-[2-(3,5-dimetil-2-okso-sikloheksil)-6-
okso- tetrahidro-piran-4il]-asetamid (3), siklo[L-(4-hidroksiprolinil)-L-16sin] (4), 2-
metil-3H-kinazolin-4- on (5) ve mentan turevi, 3-(hidroksimetil)-6-izopropil-10,12-
dioksatrisiklo[7.2.1.0]dodec-4-en-8- one (6) - de elde edilmistir. Metal stres teknigi ile
kesfedilen yeni antibiyotikler,cesitli patojen mikroorganizmalara karsi16 pg/mL'lik
MIC degerleriyle antimikrobiyal aktivite gostermistir. B.subtilis'e karsi ise 8-16
ug/mL MIC degerinde inhibisyon sergilemistir (Akhter vd., 2018).

Direngli patojenik bakterilerin artisi, kiiresel halk sagligi i¢in ciddi bir tehdittir ve bu
sorun dogadan yeni antibiyotikler kesfederek ¢oziilebilir. Bu ¢alismada S.griseoviridis
K10, pH 7.2'de dort giin boyunca 32°C'de ¢alkalamali inkiibatorde yetistirilmis ve
antimikrobiyal aktivitesi disk difiizyon yontemiyle analiz edilmistir. Optimum
antibiyotik Uretim suresi ikinci ve Gg¢lncii giinler olarak belirlenmistir. Calismanin
sonunda S. griseoviridis K10'un E.coli, P.aeruginosa, MRSA, S. aureus ve bir mantar
tird olan C.albicans'a kars1 13 ile 22 mm arasinda degisen inhibitor zonlari ile etkili
oldugunu gostermistir. S. griseoviridis K10 hem patojenik mantarlara hem de
bakterilere karsi genis kapsamli antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu goériilmistiir
(Warsito vd., 2020).

Aktinomisetlerin Streptomyces cinsi, bitkileri patojen mikroorganizmalara karsi
sekonder metabolit Ureterek savunmaktadir. Bu ¢alismada, Streptomyces cinsinin alti
izolati, OSMAC yaklasimi kullanilarak ti¢ farkli ortamda yetistirilmis ve LC-MS/MS
ile analiz edilmistir. Ekstraktlarin antimikrobiyal aktivitesi disk difiizyon yOntemiyle
degerlendirilmistir. Izolatlarin, genis antimikrobiyal etkinlik gdsterdigi belirtilmistir.
Streptomyces sp. CAH29'un etil asetat ve diklorometan ekstraktlari, S.aureus ve

C.albicans'a karsi 30 mm'ye kadar inhibisyon ¢ap1 olusturmustur. Ekstraktlarda
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spiramisin, aktinomisin ve yeni kimyasal bilesikler tespit edilmistir (Kum ve ince,
2024).

Streptomyces cinsi, klinik agidan 6nemli antibiyotiklerin % 60'indan fazlasina katkida
bulunur. Mangrov (bazi agag ve gali tiirlerinin olusturduklart ormanlar) ormanlarindan
izole edilen S.murinus THV12 izolatinin genomik ve metabolomik analizleri ile
yapilan bir ¢alismada, genomu dizilenen bakterinin 47 adet sekonder metabolit gen
klimesi igerdigi tespit edilmistir. THV12 susu, Gram-pozitif bakterilere ve
C.albicans'a tzerine 30 mm'lik zon bolgesi ile genis spektrumlu antimikrobiyal
aktivite gostermistir. Fermentasyon sivisindan elde edilen ham ekstraktlarin metabolit
profili, HPLC ve NMR ile analiz edilmis ve aktinomisin D, pentamisin,
desferrioksamin E, sinnabaramid A gibi bilesikler tespit edilmistir. Kimyasal elisitor
olarak organik coziiciilerden DMSO ve etanoliin kullanildig1 ,ortak kiiltiire alma ile
OSMAC yaklasimi altinda siklik ve dogrusal peptidler, bakteriyel alkaloidler, dogrusal
poliketidler ve terpenoidler de bulunmustur (Das vd., 2023).

Aktinomisetler iirettikleri metabolitler ile antibiyotik ve diger yeni ilaglarin kaynagini
olusturmaktadirlar. Lonar Golii'nde aktinomisetlerle yapilan bir ¢alismada, 32
aktinomisetin izolasyonu saglanip bu aktinomisetlerin antimikrobiyal ve sitotoksik
aktiviteleri arastirilmistir. Aktinomisetlerden antibakteriyel maddeler izole edildi ve
karakterize edildi. 32 aktinomisetten yalnizca 24 izolat test organizmalarina karsi
aktivite gosterdi Ikincil taramaya tabi tutulan 24 izolattan 12'si B.subtilis'e, 13'U
S.aureus'a, yedisi E.coli'ye, tcu Proteus vulgaris'e ve dordi Salmonella typhi'ye karsi
aktif olmustur. Streptomyces'e ait iki numarali kiiltiir, tim patojenik suslara
karsiaktivite gostermistir. Ayrica 48 saatte yetistirilen Streptomyces spp.'nin
fermentasyon suyu ekstraktindaki metabolitlerin, insan akciger karsinomu hiicresi
AS549'a kars1 antimikrobiyal ve sitotoksik oldugunu kanitlamistir (Kharat vd., 2008).

Cross-streak uygulamasi, test edilen bakteri ile patojen organizmanin veya
mikroorganizmanin birbirleriyle rekabet etmesi saglanarak metabolit {iretmesini
saglamaya yonelik yontemdir. Uretilen metabolit &ncii olarak kullanmlmadigi icin
agarda yeterli miktarda metabolit kalir. Bu durumda, iiretilmis olan metabolit
nedeniyle patojene bakteriye karsi inhibisyon zonu olusur ve antibakteriyel aktivite

yani etkinlik test edilir (Ersal, 2019). Modifiye edilmis Cross-streak yontemi
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kullanilarak yapilan bir caligmada, antimikrobiyal aktiviteyi belirlemek i¢in 30
aktinobakteriyel kiltur incelenmistir. Bu kiiltiirlerden 28'inin, Gram-negatif ve Gram-
pozitif bakteriler ile maya gibi ¢esitli patojenik mikroorganizmalara karsi aktif

bilesikler iirettigi tespit edilmistir(Velho-Pereira ve Kamat, 2011).

Streptomyces roseosporus iizerine yapilan bir calismada, GNPS ile biyosentetik
potansiyeli arastirilmis ve yeni bir daptomycin tiirevi olan daptoamid kesfedilmistir.
Bu calisma, 6zellikle Streptomyces’in biyosentetik gen kiimelerini hedef alarak yeni
dogal iiriinlerin iiretim kapasitesini ortaya ¢ikarmistir. GNPS, bu tiirevlerin molekiiler
aglarimi olusturarak daha 6nce tanimlanmamis analoglarin ortaya ¢ikmasina yardimci

olmustur (Charlop-Powers vd., 2014).

Streptomyces tiirlerinde genomik ve metabolomik analizlerin GNPSile birlestirilmesi,
yeni biyolojik bilesiklerin kesfi i¢in énemli bir yol sunmaktadir. Ornegin, Nepal
topraklarindan izole edilen Streptomyces suslarina yapilan bir ¢alismada, GNPS ve
SIRIUS yazilimi kullanilarak 50'den fazla ikincil metabolit tanimlandi. Bu bilesikler
arasinda diketopiperazinler, aktinomisinler ve ¢esitli antibiyotikler yer almakta olup,
ozellikle antimikrobiyal ve antitimor 6zelliklere sahip yeni bilesiklerin bulunmasi

saglanmigtir (Bhattarai vd., 2022)

Farkli bir ¢alismada, 35 Salinispora izolatina ait ekstraktlarin GNPS veri tabani
aracilifiyla yapilan dereplikasyon analizleri, bilinen bilesiklerin yani sira yeni bir

bilesik olan Retimisin A'nin izolasyonu ve tanimlandigin1 géstermektedir (Duncan vd.,
2015).
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3. MALZEME VE YONTEM
3.1 Materyal

Salvia aytachii, Orta Anadolu Bolgesi'nde yayilis gosteren bir Tiirkiye endemigidir.
Bu endemik bitkinin kok bdlgesinden alinan toprak orneginden izole edilen ve
molekiiler teshisi yapilan S.albinoger BA2 izolati bu ¢alismada kullanildi (Kum ve
Ince, 2021; Yilmaz vd., 2008).

3.1.1 Antimikrobiyal aktivite test mikroorganizmalari

Antimikrobiyal etkinligin incelenmesinde disk difiizyon yonteminde E. coli (ATCC
35218-2), P. aeruginosa (ATCC 27823 ), B. subtilis (ATCC 11774), S. aureus (ATCC
29213), K. pneumoniae (ATCC 700603-3) ve E. faecalis (ATCC 29212) test

mikroorganizmalari kullanildi.

3.1.2 Kullamlan besiyerleri

M2 Agar

10 g malt 6zitu (Merck), 4 g maya 6zitu (Oxoid ), 3 g glukoz (Merck) ve 15 g agar
(Merck), tartildi. Bu karisim, ¢cesme suyu kullanilarak 1L hacime tamamlandi ve

121°C'de 15 dk boyunca 1.2 atm basing altinda otoklavda steril edildi.

Nutrient Agar (NA)
8 g nutrient broth (Merck), 15 g agar (Merck) tartilarak saf su ile 1 L’ye tamamlanip
121°C’de 15 dakika 1.2 atm basinci altinda otoklavda steril edildi.

Nutrient St Besiyeri (NB)
8 g nutrient broth (Merck), saf su eklenerek 1L hacme tamamlandi ve 121°C'de 15
dakika boyunca 1.2 atm basinci altinda otoklavda steril edildi.

3.1.3 Organik ekstraksiyon

Organik ¢6zlicu olarak etil asetat (Tekim, saflik % 99.5) kullanildi.

3.1.4 Kullamlan ¢ozeltiler
Indol-3-asetik asit (IAA) (Sigma) stok ¢dzeltisi 1 mg/mL olacak sekilde %96’ lik

etanol (EtOH) icerisinde hazirlandi. Bu sekilde hazirlanan stok c¢ozeltisi, her
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mililitrede 1 mg IAA igerecek sekilde standardize edildi. Elde edilen stok ¢Ozeltisi,

daha sonra deneylerde kullanilmak {izere uygun hacimlerde seyreltildi.

Jasmonik asit (JA) cOzeltisi (Sigma Chemical); Batman Univeritesi Molekiler
Biyoloji laboratuvarindan temin edildi. 1030 mg/ml Jasmonik asit stok c¢ozeltisi

deneylerde kullanilmak iizere uygun hacimlerde alindi.

3.1.5 Kullamlan cihazlar

Laminar kabin (Telstar AV-100)

Etlv (Heraeus)

Etlv (Thermo-Heraeus)

UV-Vis Spectrofotometre (Shimadzu UV-1280)
LC-QTOF-MS/MS

Calkalayici orbital inkiibator (Zehrincheng Zhwy-200B)
Otoklav (Hirayama-HV-502)

Hassas tart1 (Weightlab instruments WSA-224)
Evaporator (IKA RV 10)

Mikropipet (Eppendorf)

3.2 YOntem
3.2.1 S.alboniger BA2’nin iiretilmesi

S.alboniger BA2 sporlar1t M2 kati kiiltiirden, M2 kat1 besiyerine ekilip 28 °C’de 96
saat inklbasyona birakildi. Sonrasinda, 50 ml M2 siv1 besiyeri iceren 250 ml’lik
centikli erlenmayere 96 saat Uretilip Streptomyces sp. BA2 kati kilturinden ekim
yapildi. Sivi kiiltiirler, 28 °C’de 220 rpm’de 96 saat boyunca 6n inkiibasyona birakildi.
On inkiibasyon sonrasinda farkli konsantrasyonlarda IAA (%0.01, %0.05) ve
JA(%0.01, %0.02 ve %0.05) iceren 50 ml M2 besiyerlerine 100 ul inokilasyon
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yapildi. Kiiltiirler 72 saat boyunca, 28 °C sicaklikta 220 rpm’de Uretildi. Ink{ibasyon

sonrasi, miseller ile slipernatant1 ayirmada stizme yontemi kullanildi.

3.2.2 Sekonder metabolitlerin ekstraksiyonu

Stizme sonucunda elde edilen filtrat, etilasetat ile 1:1 (v/v) oraninda ekstraksiyona tabi
tutuldu. Elde edilen ekstrakt sodyum sulfat (Na2S0Os) ile kurutulduktan sonra solvent

uzaklastirma i¢in 30-35 °C’de evaporasyon yapildi.

3.2.3 Antibakteriyel etkinlik tayini

Antibakteriyel etkinligin incelenmesinde yontem olarak disk difiizyon kullanildi. Bu
disk difuzyon testinde antibakteriyel etkiyi belirlemek i¢in NA besiyeri kullanildi.24
saat 6nce NA besiyerinde Uretilip olan patojen bakteri kolonileri 25 ml NB besiyerine
ekildi. 37 °C’de ve Orbital ¢alkalayicida 150 rpm’de inkiibe edilerek, bulaniklik 0.5
McFarland standartina ulasana kadar 2 ila 6 saat arasinda bekletildi. Hazirlanan final
ekimlerden 100 pl alarak biitiin kati NA besiyerinin her bolgesine uygulanarak
yayma yapildi. Besiyerleri 10 dakika bekletildikten sonra iizerlerine 6 mm ¢apindaki
diskler yerlestirildi ve bu disklerin tizerine 10 pl ham ekstrakt uygulandi. Etiivde, 37
°C’de 24 saat boyunca inkiibe edildikten sonra, inhibisyon bdlgelerinin caplari
olclldu. Ug tekrarli deneyden elde edilen zon ¢aplarmin aritmetik ortalamasi almarak,

OpenAl ile standart sapma hesaplandi.

3.2.4 Capraz ¢izgi (Cross-streak) yontemi ile kati besiyerinde antibakteriyel
aktivite tayini

M2 kat1 besiyerlerine farkli konsantrasyonlarda I1AA (%0.01, %0.05) ve JA(%0.01,
%0.02 ve %0.05) ilave edilip bu besiyerlerinin merkezine daire seklinde S. alboniger
BA2 ekimi yapildi ve 72 saat inkiibe edildi. Antimikrobiyal aktivite icin test
organizmalarinin 24 saat Onceden NA’da taze Kkiiltiirleri hazirlandi. Test
mikroorganizmalarinin kolonileri 25 ml NB’ye aktarilarak, orbital ¢alkalayicida 37 °C'
de ve 150 rpm’de 0.5 McFarland standardina ulasincaya kadar mikroorganizmaya gore
degisen siirelerde 2-6 saat boyunca iiretildi. Uremis olan test organizmalarinin

herbirinden 20 pL alinarak dairenin g¢evresine S. alboniger BA2 ile sadece temas
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edecek sekilde radyal olarak ¢izgi yontemiyle ekimleri yapildi. Test kiiltiirleri etiivde

32°C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda zon caplar1 8lgiildil.

3.2.5 Kati kiiltiirden sekonder metabolitlerin ekstraksiyonu

Kat1 kiiltiirlerde patojenler test organizmalarinin S. alboniger BA2 ile etkilesim
halindeki bolgelerde olusan zon boélgelerindeki agarlar bistiiri yardimiyla kesildi ve
ependorf tiiplere alind1. Mikropipet ile agarin {izerini gegecek miktarda etilasetat ilave
edildi. Ependorfun agz1 kapatilarak parafimle sarildi. +4 °C’de 24 saat bekletildi. 24
saat sonra ependorftan mikropipet yardimiyla Ust faz alinipp LC-MS/MS analizi igin

hazirlandi.

3.2.6 LC-QTOF-MS/MS analizleri

Elde edilen ham ekstraktlar, final konsantrasyonlar1 1 mg/ml olacak sekilde
metanolde ¢6ziiliip, 0,22 pum filtre kullanilarak filtrelendi ve LC-MS/MS analizlerine
tabi tutuldu. Bu analizler, Agilent Extend-C18 RP UPLC kolonun (2.1x100 mm, 1.8
pum) kullanildig, akis hizinin 0,3 mL/dk oldugu Agilent 1260 LC ve Agilent 6545 Q-
TOF LC/MS sistemleri ile gergeklestirildi. Her bir ekstrakttan 20 pl sisteme enjekte
edildi. Analizler igin uygulanan LC gradiyenti su sekildeydi: %10 asetonitril (ACN)
(%0.1 su, 0-3 dk), %10-100 ACN (%0.1 su)/%0.1 su (3—23 dk), %100 ACN (%0.1
su, 23-25 dk), %10 ACN (%0.1 su, 25-30 dk). MS/MS analizi pozitif modda yapildi
ve 100-1600 m/z araliZindaki metabolitler tarandi. VCap degeri 3000, ¢arpisma
enerjisi 20 eV ve gaz sicakligi 300 °C olarak ayarlandi. Bu analizler, Cukurova

Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvari tarafindan gerceklestirilmistir.

3.2.7 GNPS ve molekuler ag analizleri

LC-MS/MS analizlerden elde edilen MS/MS spektrumlarimin verileri Molekuler
Network analizleri GNPS programu ile yapildi. MS/MS verileri mzXML formatina
doniistiiriildit ve GNPS sunucusuna GNPS dokiimantasyon sayfasindaki yonergelere
uygun olarak yiklendi (Wang vd., 2016). Bu mzXML verileri, dogal iiriinlerin
dereplikasyonunu ve metabolomik analizini belirlemek amaciyla GNPS'deki

kiitiphane arama ve molekiiler ag olusturma araglar1 kullanilarak analiz edildi.
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Kiimelenmis veriler Cytoscape® (surim 3.8.0) (Shannon, 2003) kullanilarak
gorsellestirildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Bulgular

4.1.1 S.alboniger BA2’nin M2 besiyerinde bitki hormonlari varhginda

Uretilmesi

M2 besiyerinde IAA veya JA varliginda iiretilen S.alboniger BA2, bitki hormonlari
varliginda ve bunlarin farkli konsantrasyonlarinda kiiltiir ortaminda farkli renkler
olusturdu. Her iki hormonun 0zellikle JA varliginda 72 saat sonrasinda
pigmentasyonun artttigi gozlemlendi (Sekil 4.1 ve 4.2). Pigmentasyonun en yogun
olarak %0.02 JA bulunan kiiltiirlerde oldugu tespit edildi.

Sekil 4.1 S.alboniger BA2 nin IAA’nin farkli konsantrasyonlarina sahip besiyerlerinde 48 (a) ve 72 (b)
saat sonraki Ureme gorintileri

Sekil 4.2 S.alboniger BA2 ’'nin JA’nin farkli konsantrasyonlarina sahip besiyerlerinde 48 (a) ve 72 (b)
saat sonrasi lireme goriintiileri

72 saat tlreme sonrasinda kiiltiirlerin organik ekstraktlarinda %0.02 JA

konsantrasyonunda elde edilen renk Sekil 4.3’te gosterilmektedir.
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Sekil 4.3 S.alboniger BA2’nin JA’nin farkli konsantrasyonlarina sahip Kkultirlerin 72 saat Ureme
sonrasinda elde edilen organik ekstraktlari

4.1.2 S.alboniger BA2’nin sivi kiiltiirdeki antibakteriyel aktiviteleri

Iki farkli bitki hormonu ile farkli konsantrasyonlarda dretilen S.alboniger BA2 nin
calisilan test organizmalarina karsi vermis olduklar inhibisyon zon ¢aplart Tablo 4.1
ve 4.2 de goriilmektedir. Herhangi bir ilave yapilmaksizin M2 besiyerinde Gretilen
S.alboniger BA2’nin K.pneumoniae disindaki diger test organizmalarina karsi genis
spektrumda ve etkili zon ¢aplarina sahip oldugu goriildii. S.alboniger BA2’nin bu
aktivitesinin yalniz EtOH ve EtOH’da hazirlanan %0.01°lik IAA konsantrasyonlarinda
kayda deger bigimde degismedigi ancak ¢alisilan en yiiksek IAA konsantrasyonu olan
%0.05°1ik TAA varliginda inhibisyon ¢aplarinda diisiis oldugu gozlendi (Tablo 4.1 ve
Sekil 4.4).
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Tablo 4.1 S.alboniger BA2 TAA farkli konsantrasyonlarindan olusan besiyerinde tiretilen, ¢oziicii ile
ekstrakte edilen bilesiklerin antibakteriyel aktiviteleri

Kullanilan Test Organizmalari ve inhibisyon Zon Caplar1 (mm)
Ornekler
E.faecalis | B.subtilis | P.aeruginosa | E.coli | K.pneumoniae | S.aureus
Streptomyces
sp. BA2 2142 201 1042 1543 - 1743
(Kontrol)
Kontrol+EtOH
19+1 19+3 11+1 15+2 - 15+3
Kontrol+%0.01
1% 2143 18+1 9+1 1242 - 1542
Kontrol+%0.05
IAA 1645 14+4 9+1 - - 10£2
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E. faecalis
B. subtilis

E.coli

, \LW

pu—

K.pneumoniae

Sekil 4.4 S.alboniger BA2’nin IAA deney setinden elde edilen organik ekstraktlarinin test organizmalari
Uzerine disk difiizyon yontemi ile elde edilmis zon ¢ap1 resimleri: 1; Kontrol (S. alboniger BA2) 2;
EtOH igeren kiltirde gorilen inhibisyon zonu, 3; %0.01 IAA iceren kulturiinde gérilen inhibisyon
zonu, 4; %0.05 1AA iceren killtirinde gorilen inhibisyon zonu, 5; Negatif kontrol (Metanol)

S.alboniger BA2’nin ii¢ farkli konsantrasyonda JA varliginda antimikrobiyal aktivitesi
incelendiginde, zon caplarinda E. faecalis ve B. subtilis’e kars1 bir artis oldugu

gbzlemlense de standart sapma goz oniinde bulunduruldugunda bu artisin anlamli
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olmadig1 goriilmektedir. JA nin artan konsantrasyonlarinin E. faecalis ve B. subtilis e
kars1 olumsuz bir etkisinin olmadigim1 ancak % 0.05 JA varliginda P.aeruginosa,
E.coli ve S.aureus’ a kars1 gosterilen antimikrobiyal etkinin diistiigli gozlemlendi
(Tablo 4.2 ve Sekil 4.5).

Tablo 4.2 S.alboniger BA2 JA farkli konsantrasyonlarindan olusan besiyerinde tretilen, ¢6ziicii ile
ekstrakte edilen bilesiklerin antibakteriyel aktiviteleri

Kullanilan Test Organizmalar: ve Inhibisyon Zon Caplar1 (mm)

Ornekler
E.faecalis | B.subtilis | P.aeruginosa | E.coli | K.pneumoniae | S.aureus
Streptomyces
sp. BA2 19+1 2342 1342 1543 - 1842
(Kontrol)

Kontrol+%70.01
JA 2142 24+2 1241 1242 - 1842

Kontrol+%0.02
JA 21+1 24+4 1142 1242 - 19+1

Kontrol+%0.05
JA 19+3 21+3 9+1 8+1 - 15+0
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P. auroginosa

P N

K.pneumoniae

Sekil 4.5 S.alboniger BA2’nin JA deney setinden elde edilen organik ekstraktlarinin test organizmalari
Uzerine disk diflizyon yontemi ile elde edilmis zon ¢ap1 resimleri: 1; Kontrol (S. alboniger BA2) 2;
%0.01 JA iceren kiiltiriinde gérilen inhibisyon zonu, 3; %0.02 JA igeren kiltlriinde gdriilen inhibisyon
zonu, 4; %0.05 JA iceren kulturinde gérilen inhibisyon zonu, 5; Negatif kontrol (Metanol)

4.1.3 S.alboniger BA2’nin kat1 kultirdeki antibakteriyel aktiviteleri

Bitki hormonlarini igeren ve igermeyen kati besiyerinde kultire edilen ve test
organizmalar1 ile biraraya getirilen S.alboniger BAZ2'nin olusturdugu zonlarin

ozellikle Gram pozitif mikroorganizmalara kars1 daha gii¢lii oldugu bulundu (Tablo
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4.3 ve Sekil 4.6). Bu zonlar sivi1 kiiltiirden elde edilen zonlar ile ayn1 sekilde dl¢iildii
ve mm cinsinden ifade edildi. Siv1 kiiltiirden elde edilen organik ekstraktlarin
P.aeruginosa ve E.coli iizerine vermis olduklar1 zon ¢aplarinin ise kati kiiltiirde daha
kiigiik oldugu gozlendi. Bunun yanisira, sivi Kkiiltiirlerde tespit edilemeyen
K.pneumonia’ya karst bir aktiviteye carpraz ¢izgi yontemi kullanilarak yapilan kati
kllturde rastlandi. Kontrol S.alboniger BA2 kiltiirinden elde edilen bu zon gaplarinin,
IAA varliginda kayda deger bir degisiklik gostermedigi espit edildi (Tablo 4.3). Hem
hormonlu hemde hormonsuz kilturlerden bakterilerin birbirlerine bakan yiizeylerinde
olusturduklart zon c¢aplarindan agarlar kesip alinarak bilesik ekstraksiyonu yapildi
(Sekil 4.6).

Tablo 4.3 Farkli IAA konsantrasyonlarina sahip kati besiyerinde S.alboniger BA2’nin test
organizmalarina kars1 antibakteriyel aktivitesi

Kullanilan Test Organizmalari ve Inhibisyon Zon Caplar1 (mm)

Ornekler

E.faecalis | B.subtilis | P.aeruginosa | E.coli | K.pneumonia | S.aureus
Streptomyces
sp. BA2 32 32 2 4 2 32
(Kontrol)

Kontrol+EtOH

32 32 2 5 2 32
Kontrol+%0.01
IAA 32 32 2 4 3 32
Kontrol+%0.05
IAA 32 32 2 4 2 32
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M2 kati besiyerinde cross-streak EtOH iceren besiyerinde cross-streak

———

%0.01g IAA igeren besiyerinde cross-streak

Sekil 4.6 S.alboniger BA2'nin farkli konsantrasyonlara sahip IAA kati besi ortaminda test
organizmalar: Uzerindeki antimikrobiyal aktivite resmi: 1; E.coli, 2; S.aureus, 3; K.pneumoniae, 4;
P.auroginosa, 5; B.subtilis, 6; E.faecalis

JA varliginda kat1 kiiltiirde biraraya getirilen izolat BA2 ve test organizmalarinda da
kontrole kiyasla 6nemli bir fark gérilmedi (Tablo 4.4 ve Sekil 4.7). Yalniz, %0.02 JA

varliginda E. coli'ye kars1 inhibisyon ¢apinda bir yiikselme oldugu goriilmektedir.
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Tablo 4.4 Farkli JA konsantrasyonlarina sahip kati besiyerinde S. alboniger BAZ2’nin test
organizmalarina karsi antimikrobiyal aktivitesi

Kullanilan Test Organizmalar: ve inhibisyon Zon Caplari (mm)
Ornekler
E.faecalis | B.subtilis | P.aeruginosa | E.coli | K.pneumonia | S.aureus
Kontrol
32 32 2 5 2 32
Kontrol+%0.01JA

32 32 2 4 5 32

Kontrol+%0.02
A 32 32 2 7 2 32

Kontrol+%0.05
A 32 32 2 5 3 32
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M2 kati besiyerinde cross-streak %0.01g JA iceren besiyerinde cross-streak

%0.05g JA igeren besiyerinde cross-streak

Sekil 4.7 S.alboniger BA2 'nin farkli konsantrasyonlara sahip JA kati besi ortaminda test organizmalar:
Uzerindeki antimikrobiyal aktivite resmi: 1; E.coli, 2; S.aureus, 3; K.pneumoniae, 4; P.auroginosa. 5;
B.subtilis, 6; E.faecalis

4.1.4 S.alboniger BA2’nin metabolomik analizleri

S. alboniger BA2'nin M2 besiyerinde IAA ve JA gibi bitki hormonlart varliginda
tirettigi metabolitler LC-MS/MS ile analiz edildi. Bu analizlerden elde edilen MS/MS
spektrumlar1 GNPS veri tabaninda incelendi. Oncelikle bilinen metabolitlerin tespiti
icin dereplikasyon analizleri yapildi. Sonrasinda ise bilinen bilesiklerin analoglar1 ve

yeni bilesikleri tespit etmek i¢in molekiiler ag analizleri yapildi.

Yapilan analizler sonucunda, S. alboniger BA2'ye ait metabolitlerden 12 tanesinin
GNPS kiituphanesindeki mevcut metabolitlerle yiuksek benzerlik gosterdigi belirlendi
(Tablo 4.5). Bu bilesiklerden bazilar1 analizi yapilan tim 6rneklerde iiretilebildigi gibi
bazilar1 ise sadece hormonlarmn varhiginda iiretildi. Ornegin, genis spektrumda

biyolojik aktiviye sahip austinoneol benzeri bilesigin tim kiiltiirlerde iretildigi
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gozlemlendi. Buna ek olarak phenylethylamide ve aktinomisin bilesiklerine de tlim
kultirlerde rastlandi. Sadece IAA varligindaki kiiltiirlerde benzerlik tespit edilen
norlichexanthone bilesigi antikanser bir bilesik olup xanthone grubu icermektedir.
Streptomyces cinsi iiyeleri biyoaktif xanthone metabolitleri agisindan onemli bir
kaynaktir. JA igeren sivi kiiltiirlerin analizi sonucunda, kontrol ve IAA kiiltiirlerden
farkli olarak canarione, futalosine, 3-hydroxyoctanoic acid ve quinoxaline-2-

carboxylic acid bilesiklerine ait spektrumlarla giiclii eslesmeler tespit edildi.

Kat1 kiiltiir ortaminda BA2’nin test organizmalari ile biraraya getirilmesiyle olusan
zonlardan ekstrakte edilen metabolitlerden B27A19 isimli bilesik E. coli ve K.
pneumonia bakterilerine kars1 gelistirilmis zonlardan elde edildi. Bu bilesik yeni bir
bilesik olmakla beraber, yapisi ve biyolojik aktivitesi ile ilgili bir bulgu yoktur. Bu
calismalardan ayrica JA varligindaki kati kiiltiirde E. coli’ye karsi olusturulmus

zondan elde edilen metabolitlerde taksifolin bilesigi ile yiksek benzerlik elde edildi.

Mevcut metabolitlerin yeni analoglarini ve farkli ortamlarda iiretilen yeni bilesikleri
tahmin etmek amaciyla GNPS molekiiler ag analizleri yapildi (Sekil 4.8). Molekiiler
ag, tekli veya birbiriyle yapisal olarak iliskili node (daireler) ve bunlar1 birbirine
baglayan edge (kenarlar) den olugsmaktadir. Biribiriyle iligkili daireler (benzer MS/MS
verilerine sahip) bir araya gelip kiimeleri meydana getirir. GNPS algoritmas: bu
benzerligi vektorel bir 6lglimle degerlendirerek daireleri birbirine baglar. Bu sekilde
benzer bilesikler ayn1 kiimelerde toplanir. Yani bir kiimedeki bu daireler, kimyasal
yap1 veya fragmentasyon 0zellikleri agisindan benzer bilesiklere ait verilerdir. Agdaki
tekli kutucuklar ise diger kutucuklarla iligkili olmayan yani MS/MS verileri baska
bilesiklerle benzerlik gostermeyen bilesigi temsil eder. Her daire, farklh kiiltiirlerin
ekstratlarina ait MS/MS verilerini temsil ederken, kenarlar ise bu veriler arasindaki

vektorel benzerligi gosterir.
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Tablo 4.5 Bitki hormonlar1 varliginda Streptomyces sp. BA2 tarafindan sivi ve kati besiyerlerinde
iiretilen ve GNPS veri tabaninda dereplike olan bilesikler

Bilesikler Kontrol Sivi Sivi | Kat kiiltiir Biyolojik Aktivite
(Streptomyces | kaltar | kaltdr | (IAA veya
sp. BA2) (1AA) | (JA JA)
Austinoneol + + + + Antimikrobiyal,

Antioksidan, Sitotoksik
(El-Demerdash vd., 2020)
Canarione - - + - Antimikrobiyal,Antikanser

(Dufossé, 2017)
(Unagul vd., 2005)
(Nematollahi vd., 2012)

Phenylethylamide + + + + Insektisit
(Mollah vd., 2020)

Aurantin + + + + Antikanser
(Kopustinskiene vd.,
2020)
Actinomycin_K1c + + + - Antikanser,Antibakteriyel

(Katz vd., 1977)

Actinomycin D + + + + Antikanser
(Green, 1977)
(Charousova vd., 2019)
Futalosine - - + - Niikleosid analogu
(Hosokawa vd., 1999)

Norlichexanthone - + - - Antikanser (Le Pogam and
Boustie, 2016)
(Soares vd., 2022)

B27A19 - - - + Veri yok
3- - - + - Antimikrobiyal
hydroxyoctanoic (Radivojevic vd., 2016)
acid
Quinoxaline-2- - - + - Antimikrobiyal
carboxylic acid (Leyva-Ramos ve
Pedraza-Alvarez, 2021)
Taxifolin - - - + Antifouling

(Gopikrishnan vd., 2019)

Sekil 4.8’deki molekiiler agda 11 tane bilesige ait kiimenin oldugu ve bu kiimelerde
dereplike olan bilesiklerin farkli analoglarimin bulundugu goriilmektedir. Bu
kiimelerdeki bilesikler ait olduklar1 dogal {iriin siniflarina gore siniflandirildi. Bunlar
arasinda; karboksilik asitler (A), aktinomisinler (C), Fenolik asitler (D) ve
Meroterpenoidler 6nemli gruplan temsil etmektedir. Dikkat ¢eken bulgulardan bir
digeri ise B (sadece IAA varliginda iiretilen), G (sadece JA varliginda iiretilen), E ve
F (IAA ve JA varliginda iiretilen) kiimelerinde yer alan bilesiklerin sadece bitki

hormonlari varliginda iiretilen bilesikler olmasi ve GNPS kiitiiphanesinde herhangi bir
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bilesikle eslesme gostermemesidir. Ayrica, hem birbiriyle benzerlik gostermeyen tekli
node’larin varligi hemde kittiphanelerdeki mevcut bilesiklerle herhangi bir benzerligi

goriilmeyen fazla sayida node oldugu tespit edildi.

L 3 0Q...............Q.OO..........GQ.....O.....0

oooooeooooooe,ooooooooooooooeooof‘f‘f‘f‘ﬁ’;f‘f‘(%f‘f‘f‘f'{‘%

AN A S IR0 GGRAGARGA
B e e
ré’f’f'f’{*c-r. (ot '?;éi.im'@ :M’{’c’ddc!r:rf. :dé’r’r’c’t-r'tco'f’&.:rdd : gee

Q@oooooooooo oooeooo{coﬁooﬁmaooooﬁ‘

Cotatatetet felete ATt AR R e
saiins :%'{;;&:«ﬁ«’% S
‘ele 0.0. olo'e 0 oo-o 0‘0.0&-0 .0.0. 00 0N '0000
Cotetitetatetetitets S(atetatetatetacetatataiatototote s
G ;;«:?c.mm:‘g;;:'”. ‘”:53‘3 °g'c°r'<«:‘fe'<~' ey s
oedndi ity "r..t*.::%"w'r:.':gr ettty
e
;,o:e»..oczrzczqacf:.:.. S
i

o' ofbfé ofi o'e 30 {oleels
Satetetetatetetete s R CeCactatetels
G .wrf“c’r.r.ﬂ%?a.r? f’ 5 !rec’ oty :r’mcg ...dg,r’r: !r.dr:r.f%f!:z s ! : 5 :

f’ fioooféfioa,g ‘fioﬁf&oﬁofé'io ~eas oeofiooococf'f'fifoooﬁfé

050 oQ @ o e0'0'0’ ‘ole e'e'ol0la" (o ‘a0 0 0o 0 e e :(9 aﬁfiﬁ'ifi'éfi P QGGQQG olole
(olaloletalelelalele of?;f»{‘ f'f'f'f'f'{'fi%fi-o%fif' joce .CQ o's iore ofi o ofi S QQQQ
"mfififif'-efé(ioo{iﬁf‘u(‘f'f' f’ olalifele cooooe-oooomo“ ola'e'sleleolole
oﬁoooooc o oﬁof' (‘(.f;fsf;?(‘f‘.(‘.q,{‘.?{!...{‘.f'{'f'{‘. sle'a0le 00000 0e
et s
foeisleieiclaieleinielleleislaieelsleleele Folelelaloteleelalelatotelolclolaleteletelc

48



Sekil 4.8 Ekstraktlarin GNPS molekiiler ag analizi (Kirmizi; Streptomyces sp. BA2-Kontrol,
Mavi; IAA igeren sivi kiiltiirden gelen bilesikler, Yesil, JA igeren sivi kiiltirden gelen
bilesikler, Turuncu; Hormon igeren kati kiiltiirlerdeki antimikrobiyal zondan elde edilen
bilesikler, Sari; Besiyeri ve Negatif kontrol (Metanol). A) Karboksilik asitler (3-
hydroxyoctanoic acid), B) Sadece IAA varliginda iiretilen ve GNPS kiitiiphanesinde herhangi
bir bilesik ile eslesme gostermeyen bilesikler C) Aktinomisinler (Actinomycin D, Actinomycin
K1C ve Aurantin), D) Fenolik asitler (methyl 2-(4,5-dihydroxy-6-methoxy-3,6-dimethyl-2-
oxocyclohex-3-en-1-yl) oxy-4-hydroxy-3,6-dimethylbenzoate ve 3-(7-methoxy-4,8-dimethyl-
2-oxochromen-3-yl)-N-[3-(2-oxopyrrolidin-1-yl)propyl] propanamide), E) ve F) 1AA ve JA
varliginda {iiretilen ve GNPS kiitiiphanesinde herhangi bir bilesik ile eslesme gostermeyen
bilesikler, G) JA varliginda tiretilen ve GNPS kiitiiphanesinde herhangi bir bilesik ile eslesme
gostermeyen Dbilegikler, H) TAA ve JA varliginda iretilen furanokumarin ([8-[2-(3-
methylbutanoyloxy)propan-2-yl]-2-oxo0-8,9-dihydrofuro[2,3-h]chromen-9-yl] 3-
methylbutanoate) 1) IAA ve JA varliginda {iretilen Parthenolide, J) IAA varliginda iiretilen
Barbatic acid, K) Meroterpenoids (Austinoneol)

4.2 Tartisma

Dogal kaynakli sekonder metabolitler, bitkiler basta olmak {izere en ¢ok
mikroorganizmalar tarafindan iiretilir ve gesitli biyolojik etkilere sahiptir. Ozellikle
mikrobiyal metabolitler, antimikrobiyal, antikanser, antiviral ve antidiyabetik gibi
cesitli biyolojik aktivitelere sahip olabilirler. Streptomyces gibi mikroorganizmalar,
biyoaktif iirlinlerin 6nemli kaynaklarindan birini olusturur. Bu bakteriler tarafindan
iiretilen antibiyotikler, tipta énemli bir rol oynamaktadir ve antibiyotiklerin hizli

sekilde Uretilmesini saglamislardir.

Ancak antibiyotiklerin bilingsizce kullanimi, antibiyotik direncinin yayilmasina neden
olmus ve hastane patojenlerinde yeni antibiyotik direngli suglarin ortaya ¢ikmasina yol
acmistir. Bu sebeple, cesitli etki mekanizmalarina sahip yeni antimikrobiyal ve farkli

biyolojik aktivite 6zelligi gosteren bilesiklerin kesfedilmesi gerekmektedir.

Arastirmamiz kapsaminda, dnceden molekiiler teshisi yapilmis olan Streptomyces
izolatlar1 arasindan S. alboniger BA2 izolati secildi. Bu bakteri biyoaktif sekonder
metabolit sentezinde rol alan bir¢ok biyosentetik gen kiimesi i¢erdigi i¢in tercih edildi
(Kum ve Ince, 2021; Kum ve Ince, 2024). Bu gen kiimelerinin sadece birkagina ait
tiriinler (metabolitler) kiiltiirden elde edildigi i¢in, izolatin aktif olmayan diger gen
kiimelerini agmak ve metabolitlerin kiiltiir ortaminda tiretilmesini saglamak i¢in farklh
yaklagimlar benimsendi. Bu amagcla S. alboniger BA2 iki farkli bitki hormonu olan
IAA ve JA varliginda hem sivi hemde kati kiiltiir rejiminde tiretildi. BA2 izolat1 bitki
koklerinden izole edildigi i¢in, bitki buytumesini indukleyen IAA ve bitkiyi zararlilara

kars1 koruyan JA hormonlar1 bu amag igin segildi.
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Daha 6nceki ¢alismalarda M2 (Yilmaz vd., 2008), GYM, TKN ve TAS (Kum, 2019)
besiyerlerinde tiretilen BA2 izolatinin Gram negatif patojenler olan P. aeruginosa ve
E. coli’ye kars1 antimikrobiyal aktivitesi goriilmemisti. Ciddi enfeksiyonlara sebep
olan ve etkili antibiyotik tedavilerinin zor oldugu Gram negatif organizmalara kars1
boylesine bir antimikrobiyal etkinin gortlmesi 6nem arz etmektedir. Bu bulgu,
Streptomyces’larin  besiyeri bilesiminin sekonder metabolit liretme potansiyelini
etkiledigini gostermekle beraber (Romano vd., 2018) farkli donemlerde ve kosullarda
tiretim yapildiginda sekonder metabolit profilinin degisiklik gosterebildigini ifade
etmektedir. Ornegin M2 besiyeri musluk suyunda hazirlanmaktadir. Musluk
suyundaki mineral i¢eriginin degismesi, M2 igeriginde bulunan besiyeri bilesenlerinin
farkli marka olmasi, lireme periyodlarindaki farklilik ve organik ekstraksiyon
yonteminin farkli olmas1 gibi parametreler etkili olmus olabilir. Ayrica, BA2 izolatinin

E. faecalis’e olan inhibisyon etkisi de ilk defa bu ¢alisma ile ortaya konmustur.

S. alboniger BA2’nin IAA varliginda tiretildiginde antimikrobiyal aktivitesinde pozitif
bir degisim olmadig1 go6zlendi. Ayrica, IAA’in artan Kkonsantrasyonlarinda
antimikrobiyal aktivitenin diismesi, BA2’nin {iremesinin azalmasimdan kaynakli
olabilecegi diisiiniilmektedir. Zira artan IAA konsantrasyonlarinda bakteri kuru
agirhginda kayda deger bir diisiis meydana gelmistir (bu veri tez bulgularinda yer
almamaktadir). Daha once endofit aktinobakterilerin E.coli ve B.subtilis Uzerine
antimikrobiyal cevabina bitki hormonlarinin bir etkisi olup olmadigini arastiran bir
calismada, IAA varhiginda iretilen izolatlarin antimikrobiyal aktivitesinde artis
gorilmustir (Van der Meij vd., 2018). Bu projenin sonuglarinda TAA varliginda
antimikrobiyal etkide bir artis gbzlenmemis olsa da, metabolomik ¢alismalarin
sonuclarinda IAA varliginda yeni bircok metabolitin yapildig: gortilmiistiir. Sekonder
metabolitler farkli biyolojik aktivitelere sahip bilesiklerdir. Ornegin sadece IAA
bulunan kdlturlerden elde edilen norlichexanthone benzeri bilesik antikanser etkili ve
funguslardan kesfedilmis bir dogal metabolittir (Soares vd., 2022). Ksanton bilesikleri
bocek ilact olarak kullanilmakta ve giive yumurtalar1 i¢in ovisit ve larvisit olarak
kullanim alan1 bulmaktadir. Bu bilesik bakteriler tarafindan da tiretilmekte olup,

Streptomyces cinsi iiyeleri daha fazla biyoaktif ksanton saglayan kaynak olagelmistir.
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JA varliginda iiretilen S. alboniger BA2’nin antimikrobiyal aktivitesinde kontrole
kiyasla 6nemli bir fark meydana gelmemistir. Ancak metabolomik analizlerde, kontrol
kiltirde ve TAA varliginda {retilmeyen bilesiklere (canarione, futalosine, 3-
hydroxyoctanoic acid ve quinoxaline-2-carboxylic acid) rastlanmistir. Bunlardan
canarione bilesigi fungal kokenli olup naphthoquinone yapida bir poliketid bilesiktir
(Toma vd., 2023). Bu bilesikler tekstil endiistrisinde 6nemli bir yere sahip olup
mikroorganizma kiltiirlerinden sar1, turuncu, kirmizi veya mor kristaller halinde geri
kazanilarak organik c¢oziiciilerde ¢oziiniirler ve kumaslar i¢in boya olarak yaygin bir
sekilde kullanilirlar. Streptomyces tiirleri degisik yelpazede naphthoquinone
bilesiklerini sentezleme kabiliyetine sahiptir. S. alboniger BA2’nin genomunda
naphthoquinone bilesigi sentezleyen bir gen kiimesi bulunmus olup, gen kiimesi ve
irliinli olan bilesik ile eslendirme c¢alismalarimiz devam etmektedir. Sadece JA
varliginda tespit edilen bir diger bilesik bir niikleozid analogu olan futalozin (3-[3-
[3,4-dihydroxy-5-(6-0x0-3H-purin-9-yl)oxolan-2-yl]propanoyl]benzoic acid)’dir.
Streptomyces sp. MK359-NF1'in fermentasyon kiiltiiriinden daha 6nce izole edilmistir
(Hosokawa vd., 1999). Bu bilesik, BA2 izolatinda ilk defa tespit edilmistir. %60.02 JA
konsantrasyonundaki kiiltiir ekstraktlarinda bulunan yogun turuncu-kirmizi renk, bu
kultirlerde fazlaca bulunan futalozinden kaynaklanabilir. Zira bir hipoksantin
kromofor grubu iceren bu bilesik konsantrasyonuna gore saridan kirmiziya kadar bir
renk vermektedir. 3-hydroxyoctanoic acid antimikrobiyal aktiviteye sahip beta-
hidroksi bir yag asididir (Radivojevic vd., 2016). Cok sayida bakteri tiirii tarafindan
karbon ve enerji rezervi olarak kullanilan bir biyopolimer olan poli(3-hidroksioktanoik
asit)'in tekrarlayan birimidir. Bir 3-hidroksi monokarboksilik asit, bir 3-hidroksi yag
asidi ve bir orta zincirli yag asididir. Islevsel olarak bir oktanoik asit ile iligkilidir.
Daha 6nce Streptomyces tiirleri tarafindan iiretildigi rapor edilmis bir dogal triindiir
(Klingbeil vd., 1996). Kinoksalin halkasi igeren dogal iiriinler nadirdir. Ancak
Quinoxaline-2-carboxylic  acid’in  1,4-dioksiti ~ Streptomyces  ambrofaciens
kiiltiirlerinden izole edilmistir ve bu bilesigin ve tiiretilmis esterlerinin antibiyotik
ozelliklere sahip oldugu gosterilmistir (Leyva-Ramos ve Pedraza-Alvarez, 2021). JA
varliginda iiretilen bu bilesikler veya bunlarin benzerleri BA2 izolatinda ilk defa tespit

edilmistir.
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Bunlarin yanisira tiim kiiltiirlerde austinoneol, phenylethylamide ve aktinomisin
bilesikleri dereplike olmustur. Bunlardan, BA2 izolat1 tarafindan farkli aktinomisin
analoglar1 ve bunlar1 sentezleyen gen kiimesi daha onceki ¢alismalarimizda ortaya
konmustu (Kum ve Ince, 2021). Austinoneol bilesigine bu ¢alismada rastlanmakla
beraber bu bilesik fungal kokenli bir meroterpenoidtir (Murray vd., 2020).
Streptomyces tiirleri de fazla sayida meroterpenoid bilesigi sentezleme kabiliyetine
sahiptir. BA2 izolatinin genomunda
(https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-30342d68-4d1b-4931-
b295-93b5e584e8c8/index.html#) bir meroterpen gen kimesi bulunmaktadir.
Dereplike olan ve fungal kokenli austinoneol bilesigi ile yiiksek benzerlik gosteren
bilesik ve ilgili gen kiimesi ile eslendirme calismalarimiz devam etmektedir. Bunun
yanisira kiiltiirlerde tespit edilen phenylethylamide bilesigi de mikrobiyal kaynakli
olup insektisidal aktiviteye sahip oldugu bulunmustur (Mollah vd., 2020).

Bu projede s1v1 kiiltiir rejiminin yan1 sira antimikrobiyal aktivite tespiti i¢in kati kiiltiir
rejimi de benimsendi. Kat1 kiiltiirde bitki hormonlar1 varliginda gergek zamanli olarak
biraraya getirilen BA2 izolat1 ve test organizmalari, sivi ortamdan daha farkli cevaplar
verdiler. Antibakteriyel cevap agisindan inceledigimizde; Gram pozitif test
oraganizmalarina karsi etkinin arttigin1 Gram negatiflere karsi etkinin ise diistiigii
gozlemlendi. Mikroorganizmalarin iireme faaliyetlerinin daha dogal olarak taklit
edildigi kat1 ortam ve canli hiicrelerin kars1 karsiya gelmesi bu artisin bir sebebi
olabilir. Gram negatif bakterilere kars1 sivi rejimde iiretilen bilesiklerin stabilitesinin
diisiik olmasi veya kati rejimde iireme sicakliginda bir buharlagsma meydana gelmesi
de Gram negatiflere olan etkinin diisiisiinii a¢iklayabilir. Zira siv1 kiiltiir rejiminde
bilesikler organik ¢o6ziiciide muhafaza edilmektedir. S. alboniger BA2’nin kati
kalturde Ozellikle E.coli ve K.pneumoniae bakterilerine karsi vermis oldugu zon
caplarindan kesi yapilarak, agardan direk bilesik izolasyonu bu ¢alismada denenmis
ve basar1 elde edilmistir. E.coli ve K.pneumoniae bakterilerine karsi gelistirilmis
zonlardan yapilan izolasyonlarda, GNPS veri tabaninda bulunan ve B27A19 olarak
isimlendirilen bilesik tespit edilmistir. Bilesige ait spektrumlar disinda herhangi bir
yapi bilgisine rastlanmamaistir. Bu bilesik antimikrobiyal etkili yeni bir bilesik olma
potansiyeli tasimaktadir. Bilesigin saflagtirilma ve yapi tayininin yapilmasi gereklidir.

Bunun disinda JA igeren kat1 kiiltiirde sadece E.coli’ye kars1 gelistirilen bir zondan
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yapilan ekstraksiyon ve sonrasindaki metabolomik ¢aligsmalar sonucunda taxifolin
bilesigi elde edilmistir. Taksifolin, daha once mangrov kaynakli Streptomyces
sampsonii PM33'ten izole edilmis ve ¢evre dostu antifouling preparatinin gelistirilmesi
i¢cin umut verici bir adaydir (Gopikrishnan vd., 2019). Guo ve ekibi, Penicillium sp.
F23-2 mantarini kullanarak ger¢eklestirdigi OSMAC tabanli deneylerde, karmasik sivi
ortamdan kat1 bir ortama ge¢isin, mantarin iirettigi sekonder metabolitlerde 6nemli bir
degisiklige neden oldugu tespit etmislerdir. Kat1 ortamin kullanilmasi, bu mantar
susunun S. aureus'a karsi etkili olan bes yeni bilesigin (penisiklonlar A-E) elde
edilmesine olanak saglamistir (Guo vd., 2015). Ayrica ortak kiiltiir monokiiltiirlerle
karsilagtirildiginda yeni ya da daha yiiksek miktarlarda dogal bilesiklerin tiretilmesine
ve sekonder metabolit profillerinde degisikliklere sebep olmustur (Dashti, 2014;
Trischman, 2004).

GNPS ag analizlerine goére hem kiimelerin oldugu hem de biribiri ile benzerlik
gostermeyen tanimlanmamis node’larin ¢ok sayida oldugu tespit edilmistir. Bu
node’larda yer alan spektrumlarin ¢ogunun diger kiitiiphanelerdeki mevcut bilesiklerle
herhangi bir benzerligi tespit edilememistir. Bu sonu¢ BA2 izolatinin yeni

metabolitleri liretme yeteneginin yiiksek oldugunu gostermektedir.

Projemizin bulgulari, yenilik¢i kiltiir yaklagimlarindan biri olan kiiltiir ortamina
kimyasal eklemenin farkli metabolitlerin sentezine yol agtigin1 gostermistir. Bu durum
belirli bir kultir ortaminda ortaya ¢ikan metabolitlerin o ortamin, sessiz kalmis
BGC’lerini aktive ettigini diisiindiirmektedir. Ozellikle bitki hormonlarinin,
mikroorganizmalarin metabolik yolaklarini etkileyerek sekonder metabolit Giretiminde
degisikliklere yol acabilecegi goriilmektedir. [AA ve JA gibi bitki hormonlarinin
varhigi, Streptomyces alboniger BA2 gibi izolatlarin biyoaktif bilesik sentezini
artirabilir veya diizenleyebilir; bu da dogal iiriinlerin kesfi i¢in yeni bir perspektif
sunmaktadir. Gelecek calismalar, bu yeni kesfedilen bilesiklerin yapisal
karakterizasyonunu tamamlamay1 ve biyolojik aktivitelerini daha kapsamli bir sekilde
degerlendirmeyi hedeflemektedir. Ayrica, diger sekonder metabolit {iretim
yontemlerinin, genetik manipiilasyonlarin ve farkli cevresel kosullarin etkisinin
arastirilmasi,  Streptomyces tirlerinin  biyoteknolojik potansiyelini daha iyi
anlamamiza olanak saglayacaktir. Bu kapsamda, antimikrobiyal direncle micadele ve

yeni terapdtik ajanlarin kesfi i¢in alternatif yollar sunulabilir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1 Sonuglar

10.

Kati kiiltlir ortaminda, Streptomyces BA2'min Gram pozitif bakterilere karsi
antibakteriyel aktivitesinde siv1 kiiltiire kiyasla artig gézlendi.

S. alboniger BA2'nin IAA ve JA gibi bitki hormonlarinin kullanilmasi yeni
metabolitlerin sentezini tetikledi.

Metabolomik analizlerde, GNPS veritabaninda yer almayan, potansiyel olarak
yeni biyoaktif bilesikler tespit edildi.

IAA varliginda yeni bir¢ok metabolitin yapildig: goriildii.

Sadece JA varliginda yeni olmaya aday biyoaktif bilesikler (canarione,
futalosine, 3-hydroxyoctanoic acid, quinoxaline-2-carboxylic acid) tespit
edildi.

Austinoneol-benzeri ve phenylethylamide gibi biyoaktif bilesikler, tim
kllturlerde tespit edildi.

JA igeren kat1 kiiltiirde sadece E.coli’ye karsi gelistirilen bir zondan taxifolin
bilesigi tespit edildi.

S. alboniger BA2’nin kat1 kiiltiiriinde 0Ozellikle E.coli ve K.pneumoniae
bakterilerine kars1 antibakteriyel etki goriildii.

JA igeren kati kiiltiir ekstraksiyonundan GNPS veri tabaninda bulunan ve
B27A19 olarak isimlendirilen ve hakkinda kisitli veri bulunan bir bilesik tespit
edildi.

BA2 izolatinin E.faecalis’e olan inhibisyon etkisi de ilk defa bu ¢alisma ile

ortaya konuldu.

5.2 Oneriler

1-

Farkli bitki hormonlar1 ve kimyasal eklemelerin Streptomyces gibi
mikroorganizmalarin sekonder metabolit iiretimini artirdigi géz Oniine
alindiginda, daha fazla yenilik¢i kiiltlir yontemleri gelistirilmelidir. Diger
kimyasal uyaricilarin ve bitki hormonlarinin kullanilmasi yeni biyoaktif
bilesiklerin kesfine katki saglayabilir.

Kesfedilen yeni metabolitlerin saflastirilmasi ve yapisal karakterizasyonunun

yapilmasi, bu bilesiklerin biyoteknolojik potansiyelinin daha iyi anlasilmasi
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icin gereklidir. Ozellikle GNPS analizlerinde tespit edilen B27A19 gibi
potansiyel yeni bilesiklerin saflastirilmasi ve yapi tayini yapilmalidir.
BA2'nin antimikrobiyal aktivitesi, daha genis bir patojen yelpazesi tizerinde
test edilmelidir. Ayrica, diger bakteri ve mantar patojenlerine kars1 etkinligi
degerlendirilmeli ve ilag gelistirme c¢alismalar1 icin kullanilabilecek
potansiyel ajanlar belirlenmelidir.

Ortak kiiltiirlerin sekonder metabolit {retiminde Onemli degisiklikler
sagladig1 gbz oniine alindiginda, BA2 izolat1 farkli mikroorganizmalarla ortak
kiltirde Gretim denemelerine tabi tutulabilir. Bu yaklasim, yeni biyoaktif
bilesiklerin kesfini hizlandirabilir.

Bu calismada elde edilen bulgular, antibiyotik direncine kars1 miicadelede
alternatif tedavi yollar1 arayisinda 6nemli bir adim olabilir. Yeni antibiyotik
ve antimikrobiyal ajanlar gelistirmek i¢in dogal kaynakli biyoaktif bilesiklerin

tiretim ve izolasyonuna yonelik daha fazla ¢alisma yapilmalidir
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