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OZET

KARASAL AKTINOMISETLERDE YENI ILAC ADAYLARINIIN KIMYASAL VE
GENOMIK OLARAK TARANMASI

DOKTORA TEZI
Ekrem KUM

DICLE UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BIYOLOJi ANABILIM DALI

2019

Karasal aktinomisetler yeni biyoaktif bilesiklerin kesfi i¢in dnemli kaynaklardan biridir.
Bu calismada, izolasyonu ve teshisi daha dnce yapilmig olan lokal Strepromyces izolatlarinin
biyoaktif dogal iiriin liretme kapasitelerini bulmak i¢in genomik ve metabolomik yaklagimlar
kullanildi. 6 Streptomyces izolat1 (AA50, AS41, BA2, BS40, CA17 ve CAH29) modifiye edilen
tic farkli besiyerinde iiretildi ve metabolitler farkli ¢oziiciiler kullanilarak ekstrakte edildi. Bu
metabolitlerin patojen bakteriler ve C. albicans’a karsi antimikrobiyal aktiviteleri saptandi.
Mikrobiyal organik ekstraktlarin denenen tiim test organizmalarma kars1 yiiksek oranda
antimikrobiyal aktivite gdsterdigi tespit edildi. Genis spektrum ve yiiksek zon ¢ap1 acisindan en
iyi aktiviteye GYM besiyerinde iiretilen izolatlarin ekstraktlarinda rastlandi. Streptomyces’larin
tirettikleri metabolitlerin analizi igin sivi kromatografisi-ikili kiitle spektroskopisi (LC-MS/MS)
kullanild. izolatlarm iiretmis olduklari metabolitlerin kimyasal dzellikleri ve iliskili olduklar:
metabolik yolaklarin tespit edilmesiyle, bu metabolitlerin dereplikasyonu ve kesin olmayan
identifikasyonlar1 degerlendirildi. Dereplikasyon analizleri sonucunda; lyngbyatoxin A,
aktinomycin D, enterocin, alteramide B, malyngamide K ve bouillonamide B gibi 6nemli
biyoaktif dogal iriinlerin varligi ortaya kondu. Genom analizi ile Streptomyces sp. BAZ2
genomunda; poliketid sentaz (PKS), ribosomal olmayan peptid sentetaz (NRPS), terpen, ektoin,
indol, lantibiyotik ve sideroforlar gibi farkli dogal iirlinleri sentezleyebilme potansiyeline sahip
ve kaydadeger cesitlilikte biyosentetik gen kiimeleri tespit edildi. Daha da Onemlisi,
glikogenomik stratejisi kullanilarak, Streptomyces sp. BA2’nin kiiltiir ortaminda yeni bir
glikolize bilesige ve bu bilesigin sentezinden sorumlu oldugu diistiniilen PKS-II biitirilakton gen

kiimesine ulagildi.

Anahtar Kelimeler: Aktinomisetler, Streptomyces, Dogal firiinler, Kiitle spektrometresi,
Mrtabolomik, GNPS, Sekonder Metabolitler, Genomik, Genom Madenciligi.



ABSTRACT

SCREENING OF NOVEL DRUG CANDIDATES IN TERESTRIAL ACTINOMYCETES BY
USING CHEMICAL AND GENOMIC TOOLS

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

2019

Terrestrial actinomycetes are an important source to discovery novel bioactive
compounds. In this study, the previously isolated and identified rhizosphere Streptomyces
strains were screened to explore the bioactive natural product capacity by using genomics and
metabolomics approaches. The six Streptomyces strains (AA50, AS41, BA2, BS40, CA17 and
CAH29) were cultivated in three modified culture media and metabolites were extracted by
using different organic solvents. The antimicrobial activity was determined against to pathogen
bacteria and C. albicans. The microbial organic extracts had high antibacterial activities against
to all tested microbes. The highest antimicrobial activity in terms of high zone diameter and
wide spectrum was obtained from culture extracts of GYM medium for all organisms.
Metabolic profiling was performed by a non-targeted LC-MS/MS approach. Dereplication and
tentative identification of natural products were evaluated for common chemical properties and
their associated pathways. Significant bioactive natural products such as lyngbyatoxin A,
actinomycin D, enterocin, alteramide B, malyngamide K and bouillonamide B were determined.
The genome of Streptomyces sp. BA2 was prospected in search of biosynthetic gene clusters
including polyketide synthase (PKS), nonribosomal peptide synthetase (NPRS), terpene, ectoin,
indole, lantibiotics, and siderophores. It has been determined the considerable diversity of
natural product biosynthetic gene clusters in its genome. More importantly, according to the
glycogenomics study, an unknown glycosylated compound associated with a PKS-II

butyrolactone gene cluster was established through chemical and genomic analyses.

Keywords:  Actinomycetes, Streptomyces, Natural Products, Mass Spectrometry,

Metabolomics, GNPS, Secondary Metabolites, Genomics, Genome mining.
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Ekrem KUM

1. GIRIiS

1.1 Dogal Uriinler

Dogal iiriinler; mikroorganizmalar, bitkiler ve omurgasizlar tarafindan tiretilen
kiigiik organik molekiillerdir. Ayn1 zamanda sekonder metabolit olarak adlandirilan
dogal iirlinler gesitli ve olagandis1 kimyasal yapilara ve kiiglik molekiiler kiitlelere
sahiptirler (Jensen 2016, Solecka ve ark. 2012). Sekonder metabolitler,
makromolekiiller gibi canlilik faaliyetleri igin birinci dereceden metabolik islemlerde ve
biliylimede gerekli olmayan, organizmanin bulundugu ortama daha iyi adapte olmasini
saglayan molekiillerdir (Katz ve Baltz 2016). Mikrobiyal sekonder metabolitler,
antibiyotikleri, pigmentleri, toksinleri, enzim inhibitorlerini, bagisiklik diizenleyici
ajanlari, reseptdr antagonistleri ve agonistlerini, pestisitleri ve antitiimor ajanlari
igerirler (Demain 1998). Organizmalarin hayatta kalmak icin sentezledigi bu
molekiiller, ¢cevresel kosullardan kaynaklanan stresi azaltmak ve istilac1 organizmalara
kars1 rekabet etmek acisindan avantaj saglamaktadir. Dolayisiyla, bu metabolitlerin
cogu rakiplere karsi birer silah olarak kullanilmaktadir. Bitkiler istilac1 patojenlere karsi
antifungal ya da antibakteriyal maddeler iiretirler. Buna karsin mikroorganizmalar
kendilerine karsi olusabilecek tehditleri yok etmek icin cesitli toksik metabolitler
uretirler. Bu metabolitler ayni zamanda sik sik terapotik ajan olarak da
kullanilmaktadirlar. Penisilin [1] terap6tik ajan olarak kullanilan ilk antibiyotiktir (Mori

2015).

H
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1.1.1.Mikrobiyal Dogal Uriinler

Mikrobiyal dogal tiriinler, mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen biyoaktif
bilesiklerin en zengin kaynaklaridir. Organizmalar tarafindan c¢esitli mekanizmalarla
sentezlenen bu iriinler ila¢ gelistirme caligmalarina 6nemli kaynak teskil etmektedirler.
Mikrobiyal fermentasyonla iiretilenler veya bunlarin kimyasal modifikasyonlari, insan
ve hayvan hastaliklarinin  tedavisinde, tarim ve ¢iftcilikte giincel olarak
kullanilmaktadir. Penisilinin Fleming tarafindan tesadiifen kesfedilmesi (1928) saglik
alaninda yeni bir donemi baslatmistir. Bu donem antibiyotik arastirmalarinin altin ¢agi
olarak da nitelendirilmistir. ~Streptomisinin [2] Waksman (1943) tarafindan
kesfedilmesinden sonra bir¢ok saglik kurulusunun yani sira arastirma laboratuvarlarinin
da dogal {iriin aragtirmalarina ilgisi artmaya baslamis ve 6zellikle mikroorganizmalar
izerindeki arastirmalar yogunlagsmistir. Bunu takip eden dénemde klinikte kullanilmak
lizere bircok antibiyotik sinifi kesfedilmistir. Cizelge 1.1°de aktinomisetler tarafindan
iiretilen antibiyotiklerin kesfinin yillara gore dagilimi goriillmektedir. Klinikte kullanilan
antibiyotiklerin ¢ogu ya dogal iirlinlerdir ya da dogal iiriinlerin yar1 sentetik
tirevleridirler. Bunlardan azitromisin ya da klaritromisin, makrolid bir antibiyotik olan
eritromisinin, doksisiklin tetrasiklinin, sefaleksin ise sefalosporin C’in bir tilirevidir.
Yine bir makrolid antibiyotik olan tilosin ve onun yari1 sentetik tiirevi tilmikosin
hayvanlarda bakteriyel enfeksiyonlara kars1 kullanilmaktadir. Vankomisin ve
teikoplanin gibi dogal glikopeptit antibiyotikler Gram pozitif bakteri enfeksiyonlarina
kars1 kullanilmaktadir. Bir siklik peptit olan daptomisin ise Gram negatif bakteri
enfeksiyonlarina karst kullanilmaktadir. Tobramisin gibi aminoglikozitler de Gram
negatiflere karsi etkili olan bir antibiyotiktir. Antibakteriyel antibiyotiklerin yani sira
onemli antifungal dogal antibiotikler de mevcuttur. Birer poliyen makrolit olan
amfoterisin B ve nistatin antifungal antibiyotiklerdir. Bircok dogal iiriin ve tiirevleri
antitimor olarak da kullanilmaktadir. Bunlara mitomisin C, bleomisin, aktinomisin
daunorubisin ve romidepsin ornek olarak verilebilir (Katz ve Baltz 2016). Yukarida
bahsedildigi gibi mikroorganizmalar yapisal olarak birbirinden farkli biyoaktif
metabolitlerin 6nemli iireticileridir. Mikroorganizmalar tarafindan iiretilen mikrobiyal

dogal iirlinlerin ¢ogu farmasétik endiistrisinde oldukca dnemlidirler.
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Cizelge 1.1. Farkli Aktinomisetler tarafindan {iretilen antibiyotiklerin yillara gore sayisi (Subramani
ve Aalbersberg 2013)
Cins 1974 1980 1984 1988 2005
Streptomyces 1934 2784 3477 4876 6550
Rare Actinomycetes 125 361 745 1276 2250
Micromonospora 41 129 269 398 740
Nocardia 45 74 107 262 357
Actinomadura 0 16 ol 164 345
Actinoplanes 6 40 95 146 248
Streptoverticillium 19 41 64 138 258
Streptosporangium 7 20 26 39 79
Microbispora 4 6 6 10 54
Datcylosporangium 0 4 19 31 58
Saccharopolyspora 0 4 33 44 131
Actinosynnema 0 0 25 14 51
Streptoalloteichus 0 3 14 12 48
Actinomyces 0 14 17 - -
Pseudonocardia 0 3 8 - 27
Micropolyspora 2 4 7 - 13
Thermomonospora 1 3 4 - 19
Kitasatosporia 0 0 0 11 37
Kibdelosporangium 0 0 0 34

1.2. Aktinomisetlerin Genel Ozellikleri

Aktinomisetler Gram pozitif bakteriler olup yiiksek guanin ve sitozin oranina

sahip olmalariyla dikkat ¢ekmektedirler. Kompleks bir yasam dongiisiine sahip olan

aktinomisetler kat1 ortamda ¢imlenmeye baslayan bir spor veya birden fazla hif tireterek

biliylimektedir. Biiyiiyen hifler dallanarak miselleri olugturmaktadir. Kompleks bir misel
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ag1 ile sonuglanan iistel biiyiime, ug¢ biiyiime ve dallanma kombinasyonuyla elde edilir.
Bu asamada vejetatif hifler ara sira ¢apraz duvarlar olusturur. Daha sonra koloniler
gelistikce havaya dikilen hidrofobik misel ile nemli yiizeyden kopan hava miseli
tiretilir. Bu durum besin tilkenmesi ve sonugta mobilizasyon ihtiyacina cevap olarak
baslatilan tireme evresinin baglangicidir. Aktinomisetlerin topraktaki say1 ve ¢esitliligini
kontrol eden onemli faktorlerin, organik maddenin bollugu ve niteligi, tuzluluk, bagil
nem igerigi, sicaklik ve topragin bitki ortiisliniin oldugu 6ne siiriilmektedir. Cogu toprak
aktinomisetleri pH 5.0 ile 9.0 araliinda {irerler. Bununla birlikte asidofilik
aktinomisetler pH 3.5-6.5 araligina sahip asidik topraklarda genis yayilim
gostermektedirler. Aktinomisetler genelde diisik nem igerigine sahip topraklarda
bulunmaktadir. Bu durum onlarin yar1 kuru kosullardan biiylik 6lciide
etkilenmediklerini gostermektedir. Aktinomisetler organik maddece zengin topraklarda
yasarlar (Lee and Hwang 2002). Dogal polimerleri parcalama yeteneklerinden otiirii
toprak ekolojisinde biiyiik bir 6neme sahiptirler. Mezofilik ve termofilik aktinomisetler
parcalayabilecekleri seliiloz, hemiseliiloz ve lignin gibi bitki polimerlerinin bulundugu
bolgelerde oldukga aktiflerdir. Topraktaki diger yararh aktiviteleri ise fungal patojenlere
kars1 aktivitelerinin olmasindan kaynaklanir. Kok ¢evresinde bulunan aktinomisetlerin
gerek kalitatif gerekse kantitatif olarak 6nemli oldugu ve bitki koklerini patojenlerin

istilasina kars1 korudugu bildirilmistir (Crawford ve ark. 1993).

Aktinomisetler iyi dogal {iriin iireticisi olarak bilindikleri i¢in, ekonomik agidan
biiylik bir 6neme sahiptirler. Simdiye kadar mikroorganizma kaynakli yaklagik 10000
antibiyotik  kesfedilmistir.  Kesfedilen bu antibiyotiklerin  yaklasitk  2/3’i
aktinomisetlerden izole edilmistir (Anzai ve ark. 2008). Aktinomisetler farkli kimyasal
siif ve biyolojik aktiviteye sahip bilesikleri iiretme kapasitesine sahiptirler. Bunlar
arasinda antibiyotikler, antikanser bilesikler, antidiyabetikler, immiinbaskilayicilar,
pigmentler, enzimler ve enzim inhibitorleri 6nemli yer tutmaktadir (Crevelin ve ark.

2014).

Aktinomisetler, Actinomycetales takiminin bir liyesidir. Actinomycetales takimi
14 alt takim 49 aile ve 140’tan fazla cinse sahiptir. Bu alt takimlar; Actinomycineae,
Actinopolysporineae, Catenulisporineae, Corynebacterineae, Frankineae,

Glycomycineae, Jiangellineae, Kineosporineae, Micrococineae, Micromonosporineae,
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Propionibacterineae, Pseudonocardineae, Streptomycineae ve Streptosporangineae’dir

(Adegboye ve Babalola 2012).
1.2.1. Streptomyces Cinsinin Genel Ozellikleri

Streptomyces’lar, Actinobacteria smifi i¢inde Actinomycetales ordusuna ait
Gram pozitif ve aerobik bakterilerdir. Gelisimsel hayat dongiilerinde kompleks
morfolojik ve fizyolojik degisimler sergilerler. Sekil 1.1 ve sekil 1.2°de goriildiigii gibi
uygun kosullar saglandiginda vejetatif olarak biiytirler. Biiyiime faz1 boyunca dallanarak
uzayan miseller besi ortamindaki substrata niifuz ederek salgiladigi hidrolitik enzimlerle
besinleri pargalar. Misellerin biiyiimesi agirlikli olarak siki dokunmus hifler seklinde
meydana gelir (Desanti 2000). Kolonilerin biiylimesiyle ise hava miselleri
iiretilmektedir. Hava misellerinin gelisiminden sonra spor zincirleri ve serbest sporlar

olugmaktadir (Anderson ve Wellington 2001).
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Sekil 1.1. Streptomyces cinsine ait iiyelerin hayat dongiisii (Acer 2011).
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Sekil 1.2.  S.lividans’a ait koloni gelisiminin taramali elektron mikroskobundaki goriintiisii
A) Koloni etrafindaki vejetatif hiicereler, B) Vejetatif misellerin hava misellerine
doniismesi, C) Hava misellerinden septalarin olusumu, D) Olgun spor
zincirlerinin olusumu (Hopwood 2006).

Gram pozitif bakteriler olan streptomisetlerin DNA’lar1 % 68-70 oraninda G+C
icermektedir (Anderson ve Wellington 2001). Kromozomlari dogrusal yapida ve
genomlart yaklasik 8-10 Mb biiyiikliglindedir. Genler kromozomun merkezi ve ug
bolgelerinde dagilim gosterirler. Bu genler hayat dongiisiiniin farkli fazlari boyunca
ifade edilirler. Merkezi bolge yaklasik 6.5 Mb biiyiikliigiindedir. Buradaki genler; hiicre
boliinmesi, DNA replikasyonu, transkripsiyon ve translasyon gibi primer metabolizma
sonucu olusan olaylardan sorumludurlar. Buna kargin telomerik bolgelerde sekonder
metabolitlerin biyosentezinden sorumlu gen veya gen kiimeleri bulunmaktadir (Kallio

2008). Model olarak kullanilan Streptomyces coelicolor’un genomunda sekonder
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metabolitlerden sorumlu 23 gen kiimesi tespit edilmistir. Bu gen kiimelerinin toplam

genomun %5’ ine karsilik geldigi ifade edilmektedir (Weber ve ark. 2003).

Genellikle toprakta genis dagilim gosteren Streptomyces’lar su ve diger dogal
cevrelerde de yasayabilmektedir. Toprak bakterilerinin % 40’1 Streptomyces’lar
olustururlar. Topraktaki ve sudaki dagilimlar1 daha ¢ok besin stresi, sicaklik, pH, nem,

tuzluluk, toprak 6zelligi ve iklime baglidir (Hasani ve ark. 2014).

Streptomyces’lar olaganiistii  c¢esitlilikte medikal ve tarimsal amacla
kullanilabilecek bilesikleri iiretme yetenekleriyle taninirlar (Jones ve Eliot 2011).
Yapilan bir arastirmada simdiye kadar mikroorganizmalar tarafindan 23000 biyoaktif
sekonder metabolit liretilmistir. Bu metabolitlerden 10000 tanesi aktinomisetlerden elde
edilmistir. Aktinomisetler tarafindan iiretilen sekonder metabolitlerin 7600’1 ise
Streptomyces cinsi tarafindan iiretilmektedir (Sharma ve ark. 2014). Urettikleri gesitli
sekonder metabolitler 6zellikle insan saglig1 i¢in antimikrobiyal, antitiimor veya immiin
baskilayici ilaglar olarak kullanilmaktadirlar (Cizelge 1.2). Streptomyces’ler tarafindan
tiretilen farkli sekonder metabolitler diger toprak organizmalarimi o6ldiirmek igin
kimyasal silah olarak kullanilmalarinin yani sira, ayni zamanda iletisim icin sinyal
molekiil olarak islev gormektedirler. Bu bakteriler dogada bagimsiz koloniler
olusturdugu gibi bitki ve omurgasiz gibi organizmalarla da simbiyotik bir iliski
kurabilmektedirler. Streptomyces’lar diger ¢ogu antibiyotik iireticisi mikroorganizma
gibi irettikleri antibiyotiklere karsi kendilerini koruyan bir direng¢ mekanizmasina da
sahiptirler. Steptomyces’lar ayni1 zamanda nitrik okside (NO) kars1 da direng gosterirler.
Dogal bir antibakteriyel olan nitrik oksidin, istilact mikroorganizmalar1 6ldiirmek igin
insan bagisiklik sistemi tarafindan da iretildigi iddia edilmektedir (Seipke ve ark.

2012).
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Cizelge 1.2. Streptomyces cinsi tarafindan tiretilen bazi dogal iiriinler (Hasani ve ark. 2014).

Organizma Dogal iiriin Organizma Dogal iiriin
S. orchidaccus Sikloserin S.erythraeus Eritromisin
S.oriantalis Vankomisin S.vensuella Kloramfenikol
S.fradiae Neomisin, S.aureofaciens Klortetrasiklin,
Aktinomisin, Dimetilklor,
Fosfomisin, Tetrasiklin
Dekamisin
S.nodosus Amfoterisin B S.ambofaciens Spiramisin
S.noursei Nistatin S.avermitilis Avermisin
S.mediterranei Rifampin S.alboniger Puromisin
S.griseus Streptomisin S.niveus Novobisin
S.knanamyceticus Kanamisin S.platensis Platenmisin
S.tenebrarius Tobramisin S.roseosporus Daptomisin
S.spectabilis Spektinomisin S.ribosidificus Ribostamisin
S.viridifaciens Tetrasiklin S.garyphalus sikloserin
S.lincolensis Linkomisin, S.vinaceus Viomisin
Klindamisin
S.rimosus Oksitetrasiklin S.clavuligerus Sefalosporin

1.3. Dogal Uriin Tarama Yoéntemleri

Dogal {iriinler, genis yelpazede kimyasal ¢esitlilik ve biyolojik aktiviteye sahip
yeni ila¢ ya da ilag dnciisii bilesikler i¢in verimli bir kaynak olusturmaktadirlar. Dogal
irlinlerin altin c¢ag1 olarak bilinen 1950-1960 yillar1 arasinda geleneksel metotlar
kullanilarak dogal {iriin arastirmalar1 yapilmaktaydi. Geleneksel metotlar kullanilarak,
genellikle, mikrobiyal oziitlerin kimyasal olarak taranmasiyla yeni bilesikler tespit
edilmeye caligilmistir. Bu yontemle pek cok bilesik kesfedilmis olmakla beraber,
zamanla daha once kesfedilmis bilesiklerin tekrar bulunma olasilig1 artmistir. Bu da
dogal iirlin caligmalarinin sekteye ugratilmasina sebep olmustur. Bu durumun agilmasi
icin her gegen giin yeni tarama stratejileri ortaya ¢ikmaktadir. DNA dizileme teknolojisi
ve Dbiyoinformatik yaklagimlar sayesinde, arastirmacilar, mikroorganizmalarin
biyosentetik kapasitelerinin farkina varmis oldular. Dolayisiyla, yeni dogal {irtinleri
kesfetme stratejileri igerisinde klasik kiiltiir kosullarinda ifade edilmeyen ve sessiz
olarak nitelendirilen biyosentetik gen kiimelerini biyoinformatik araclar kullanarak
tanimlamaya basladilar (Ren ve ark. 2017). Dogal iiriinlerin, biyosentez, regiilasyon
ve/veya direncinden sorumlu olan genler mikrobiyal genomlarda biyosentetik gen
kiimeleri seklinde organize olmuslardir. Bu gen kiimeleri yeni ilaglarin kesfi i¢cin hazine

degerindedir (Li ve ark. 2017).
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Dogal {riinler farmasotik endistrisinde  kullanilan  ilaglarin =~ 6nemli
kaynaklarindan biridir. Dogal {iriin arastirmalarinda bu kaynaklardan yararlanmak i¢in
cesitli yaklagimlar uygulanmaktadir. Luo ve ark. 2014 dogal iiriin kesfi i¢cin uygulanan
yaklagimlart yukaridan asagiya dogru ve asagidan yukartya dogru uygulanan
yaklagimlar olmak {izere iki sekilde simiflandirmiglar. Yukaridan asagiya dogru
uygulanan yaklasimin benimsenmesiyle yapilan dogal {iriin arastirmalarinda herhangi
bir genom dizisine ya da genetik manipiilasyona ihtiya¢ duyulmamakla birlikte, farkli
habitatlardan mikroorganizmalarin izole edilmesi ve laboratuvarda c¢esitli kiiltiir
yontemlerinin kullanilmasi benimsenmektedir. Bu alanda daha once yeni biyoaktif
molekiillerin  aragtirilmasinda  kullanilan  yaklagimlar  potansiyel iireticilerin
ekstraktlarinin bilesik temelli ya da biyoaktivite temelli taranmasina dayaniyordu.
Bununla birlikte, biyoaktivite temelli yaklasim gibi yoOntemlerle yeni biyoaktif
bilesiklerin kesfedilmesinde zamanla azalmalar olmustur. Ciinkii daha Once bilinen
bilesiklerin yeniden izolasyonu bu alandaki ¢alismalarin sekteye ugratilmasina sebep
olmustur (Aigle ve ark. 2013). Geleneksel yukaridan asagiya yaklagimlart bir¢cok
biyoaktif dogal iiriiniin tanimlanmasinda basarili iken, yeni yaklagimlarla anlagilmistir
ki mikroorganizmalarin mevcut biyosentetik potansiyel ve metabolik kapasitelerini tam
olarak ortaya ¢ikaramamaktadir. Bu durum genom madenciligi (genome mining) gibi

yeni yaklagimlarla asilmaya calisilmaktadir (Sekil 1.3).
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Sekil 1.3. Dogal iiriin arastirmalarinda kullanilan iki yaklasimin karsilagtiriimasi (Choi ve ark. 2015).

‘Omik’ teknolojileri, bir organizmayi olusturan biitlin molekiiller arasindaki
iliskiyi anlamamiza yardimc1 oldugu gibi bu molekiilleri nitelik ve nicelik olarak analiz
etmeye olanak saglamaktadir (Sekil 1.4). Son yillarda hizla gelisen omik teknolojileri-
genomik, transkriptomik, proteomik, metabolomik- binlerce genin, proteinin ve
metabolitin arastirilmasina olanak saglamaktadir. ‘Omik’ teknolojisi simdilerde
toksikoloji, ¢evresel saglik, biyobelirte¢ kesfi, kanser tanis1 ve gida giivenirligi gibi
birgok biyolojik alanda 6nemli bir role sahiptir. Genomik, genlerin genig kapsamli
calisiimasina ve bunlarin  birbirleriyle nasil  bir etkilesimde bulunduguna
odaklanmaktadir. Bu teknoloji insan genom projesinin yapilmasina olanak saglamistir.
Transkriptomik, kisaca mRNA’nin calisilmasini ifade etmektedir. Bu molekiillerin
tanimlanmas1 ve nicellestirilmesi gen ekspresyonunun daha iyi anlagilmasini
saglamaktadir. Proteomik, bir organizmadaki mevcut proteinlerin genis kapsamli bir

sekilde calisilmasina olanak saglamaktadir (Gloaguen 2017). Metabolomik ise ‘omik’
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teknolojilerinin en giinceli olarak biyolojik sistemlerde bulunan biitiin kiiclik molekiiler

bilesikler olan metabolitlerin kapsamli bir sekilde analiz edilmesiyle ilgilenmektedir.
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Sekil 1.4. Dogal iiriin kesfinde ‘omik’ teknolojileri (Palazzotto ve Weber 2018).
1.3.1. Dogal Uriin Tarama Stratejilerinde Genomik Yaklasimlar

Son yirmi yilda genomik ¢agin ortaya ¢ikmasiyla mikrobiyal dogal iirlinlerden
yola ¢ikilarak yapilan ilag kesfinde yeni bir artis ortaya c¢ikmustir. Genomik temelli
yaklagimlar, daha Once standart fermentasyon kosullar1 altinda kesfedilemeyen yeni
dogal {irlinlerin agiga cikarilmasi igin gelistirilmektedir. Bu stratejiler; dogal gen
kiimelerini tanimlamak veya yeni konaklarda aktive etmek i¢in giiclii islevsel genomik
ve biyoinformatik araglarini gelistirmektedirler (Sekil 1.5). Simdiye kadar sekanslanan
mikrobiyal genomlar, dogal iiriinlerin biyosentezinden sorumlu bir¢ok biyosentetik gen
kiimesinin ifade edilmedigi i¢in iirlinliniin hala bilinmedigini ortaya c¢ikarmistir. Bu
kiimeler kriptik gen kiimeleri olarak ifade edilmektedir. Kriptik gen kiimeleri birgok
faydali bilesigin hazinesi konumdadir. Bu hazineye ulagsmak i¢in arastirmacilarin

gelistirdikleri yoOntemlerle yeni dogal iiriinleri kesfetmek ve bunlarin biyosentez
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yolaklarini belirlemek olas1 hale gelmektedir. Yeni genomlarin kesfedilmesi neticesinde
cogu mikroorganizmanin simdiye kadar iiretmis oldugu dogal {iriinlerden daha fazlasini
liretme potansiyeline sahip oldugu anlasilmaktadir. Zira bu mikroorganizmalar standart
laboratuvar kosullarinda kiiltiire edildiklerinde dogal iiriinleri sentezleyen biyosentetik
gen kiimeleri ya aktiflesememekte veyahut ¢ok diisiik seviyelerde ifade
olabilmektedirler. Kriptik gen veya gen kiimeleri aktiflesmek icin kimyasal ya da

cevresel uyaricilara ihtiyag duymaktadir (Chiang ve ark. 2011).

Mikrobiyal genomlarla ilgili ¢alismalar yiiksek organizmalarin anlasilmasi igin
onemli baslangi¢ noktalar1 olusturmaktadir. Mikrobiyal genomlarin analizi tek protein
veya gen filogenilerinin 6tesinde mikrobiyal evrim ve gesitlilik hakkinda bilgi saglar.
Pratikte de tiim mikrobiyal genomlarin analizi, biyoteknolojideki yeni uygulamalarin ve
patojenik organizmalarin tedavisine ve kontroline dair yeni yaklagimlarin
belirlenmesinde giiclii bir aragtir. Hizli ve pahali olmayan yeni nesil DNA dizileme
teknolojisi sayesinde birgok organizmanin genomu dizilenmistir. Dizilenen bu genomlar
sonucunda yeni dogal friinlerin kesfedilmesi, genom madenciligi vasitasiyla ise
bunlarin biyosentetik yolaklarina ulasilmas: hedeflenmektedir. Genom madenciligi bir
organizmanin genomunda bulunan gen kiimesinin metabolik {iirliniine erismek igin
biyoinformatik, molekiiler genetik ve dogal iiriin analitik kimyasinin kullanilmasidir
(Escribano ve Bibb 2014). Yeni nesil genom dizileme tekniklerinin gelistirilmesi dogal
lirlin aragtirmalarina yeniden ivme kazandirmistir. Gerek maliyetinin diistiriilmesi gerek
kisa siirede gerceklesmesi bir¢ok mikroorganizma genomunun sekanslamasina olanak
saglamistir. Genom sekanslar1 tamamlanan mikroorganizmalarin genom analizleri
organizmalarin sanildigindan daha fazla biyoaktif dogal iiriin sentezleme kapasitesine
sahip olduklarini ortaya c¢ikarmistir. Bu sayede bir¢ok dogal iiriin kesfedilerek ayni

zamanda mevcut potansiyelleri artirilmigtir (Wu ve ark. 2017).
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Sekil 1.5. Genom madenciliginin sematik sunumu (Choi ve ark. 2018)
1.3.2. Dogal Uriin Tarama Stratejilerinde Metabolomik Yaklasimlar

Metabolitler hayatin en 6nemli bilesenlerindendir. Hiicresel ve fizyolojik enerji,
yap1 ve iletisime katkilarindan dolay1 biyolojide dnemli bir role sahiptirler. Metabolitler
organizmalarin yagamsal faaliyetlerini de dizayn ederler. Bu tip metabolitler sekonder
metabolit olarak adlandirilirlar. Primer metabolitler temel metabolizma ve enerji
depolamada rol alirken, sekonder metabolitler hiicreler arasit iletisim, diger
organizmalara karsi antibiyotik aktivitesi gosterme ve oksidatif stresi diisiirme gibi
faaliyetlerde rol almaktadir. Metabolitleri tanimlama ve onlarin fonksiyonlarini
arastirmak i¢in bircok metot bulunmaktadir. Bunlardan geleneksel metotlar metabolit
analizinde ¢ok fazla zaman, enerji ve maliyete ihtiyag duydugu gibi bu metabolitlerin
genlerle, proteinlerle ve diger metabolitlerle olan baglantisin1 dogrudan verememektedir

(Vinayavekhin 2012).

Metabolomik, ‘omik’ teknolojilerinin nispeten yeni bir liyesidir. Metabolomik
daha ¢ok biyolojik bir sistemde bulunan biitiin kii¢iik molekiiler bilesiklerin kapsamli
bir sekilde analiz edilmesiyle ilgilenmektedir. Yeni bir teknoloji olmasina ragmen giin
gectikce kapsam alan1 genislemektedir. Metabolomikteki bu gelisme niikleer manyetik
rezonans (NMR) ve kiitle spektrometresi (MS) gibi tekniklerin kullanilmasiyla daha da
artmaktadir. Bunlarin yan1 sira mevcut verilerin bilgisayar ortaminda ¢esitli
biyoinformatik programlarla islenmesi bu alana yeni bir ivime kazandirmaktadir.
Metabolomik klinik kimya, ila¢ toksisite taramasi ve besinsel arastirmalar gibi bir¢cok

alanda 6nemli bir aragtirma yaklasimi olarak 6n plana ¢ikmaktadir (Xia 2011).
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Metabolomik caligmalari; calisma dizayni, 6rnek toplama ve depolama, 6rnek
hazirlanmas1 ve analizi, veri igslenmesi ve analizi son olarak biyokimyasal yolak analizi
ve yorumlanmasi gibi kisimlardan olugmaktadir (Sekil 1.6). Genel olarak metabolomik
deneyleri hedefe odakli analizler ve herhangi bir hedefe odaklanmayan analizler olmak
iizere ikiye ayrilir. Hedefe odakli metabolomik, ilgili metabolik yolaklarda kesin miktar
tayini yapilmis metabolitleri icerirken herhangi bir hedefe odaklanmayan metabolomik
on yargisiz bir sekilde bircok metabolitin 6l¢iimiinde kullanilan bir yaklasimdir (Ni
2014). Genel olarak kiitle spektrometre (MS) temelli metabolomik yeni metabolitlerin
tanimlanmasinda daha kullanishdir. Niikleer manyetik rezonans (NMR) temelli
metabolomik ise genellikle diagnostik ya da toksikolojik c¢alismalarda kullanilmaktadir

(Arita 2009).

Metabolomik analizler
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Sekil 1.6. Metabolomik bir ¢caligmanin is akisina genel bakis (Brennan 2013).

1.3.3. Kiitle Spektrometresi Temelli Genom Tarama Yontemi

Kiitle spektrometresi, bir molekiilin yapisinda bulunan parcaciklarin
spektrumunu olusturur. Kiitle spektrometresinin ¢alisma prensibi iyonize bilesiklerin

kiitle/yiik oranlarina gore ayri ayri tespit edilip gruplandirilmasina dayandirilmaktadir.
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Bir kiitle spektrometre cihazi; iyon kaynagi, kiitle analizorii, dedektér ve veri sistemi
olmak tizere dort boliimden olusur. Kiitle spektrometresinde birkag cesit iyonizasyon
metodu mevcuttur. Bunlardan en 6nemlileri elektron iyonizasyonu (EI), elektrosprey
iyonizasyonu (ESI) ve matriks iliskili lazer desorpsiyon iyonizasyonu (MALDI)’dur.
Cihazin ilk kisminda yer alan iyon kaynaginda bilesiklerin iyonizasyonu
gerceklestirilmektedir. Farkli 6zellikteki iyonlar analizér kisminda ayristirilmaktadir.
Time of flight (TOF) ve quadrupol (Q) gibi farkli analizor tipine sahip MS cihazlarinin
yani sira iki farkli analizoriin birlikte bulundugu hibrit MS sistemlerinin kullanildigi
cihazlar da mevcuttur. Son olarak ayrisan iyonlar dedektdr vasitasiyla sayilarak veriler

sisteme aktarilmaktadir.

Kiitle spektrometresi dogal iirlin aragtirmalarinda da yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu yontem belli bir ekstrakt icindeki metabolitlerin tespit edilmesinde
cok hassas oldugu gibi metabolitin kimyasal yapisi hakkinda da fazlaca bilgi
vermektedir.  Kiitle  spektrometresi  diger  tekniklerle de  kombinasyon
olusturabilmektedir. Sivi kromatografi- kiitle spektrometresi (Liquid chromatography-
mass spectrometry- LC-MS) iki segici teknikten olusan bir kombinasyondur. Bununla
birlikte son yillarda dogal {iriin arastirmalarinda sik¢a kullanilan niikleer manyetik
rezonans (MS/NMR), gaz kromatografisi (Gas chromatography-GC/MS) gibi analitik
yontemler ile kombine olma 6zelligine sahiptir. Tandem kiitle spektrometresi (MS/MS)

ise en az iki asamada kiitle analizini gerceklestiren genel bir yaklagimdir.

MS sahip oldugu ozellikler ile genis kapsamli bir skalayr baz alarak analiz
yapabildigi i¢in dogal {irlin aragtirmacilari i¢in cazip bir yontemdir. Hassas oldugu gibi
sonuca da daha hizli ulasilir. Bununla birlikte diger biyoinformatik araclarla kombine
olma 6zelligine sahiptir (Demirov ve ark. 2008). Kiitle spektrometresinin diger bir gii¢lii
yani ¢ok az numuneye gereksinim duymasidir. Dogal iirlinlerin biyosentetik
mekanizmalarinin anlasilmasi ilerledik¢e, MS verilerini genomik bilgilerin biyosentetik
mekanizmasina baglamak miimkiin hale gelmektedir. Genetik analiz ve MS verisinin
kombinasyonu molekiiliin yapisi hakkinda onemli detaylar ortaya gikarabilir. Kiitle
spektrometresini kullanarak dogal iiriinleri karakterize etmek Onemli ve cazip bir

arastirma alani olmaktadir (Bouslimani ve ark. 2014).
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Tarim ve saglik alaninda kullanilan bir¢ok antibiyotik ve insektisit
mikroorganizmalar tarafindan {iretilen glikozile dogal iiriinlerden meydana geldigi igin,
bu 6nemli iirlinlerin kesfi i¢in bazi yeni yontemler gelistirilmektedir. Bu yontemlerden
biri de glikogenomiktir. Bu yontem ile glikozillenmis dogal {iriinlerin MS verilerinden
yola cikarak tahmini glikolizasyon fragmentleri ile mikrobiyal genomlarindaki
glikolizasyon genleri arasinda bir iliski kurulmaktadir. Boylece MS/MS analizleriyle
elde edilen kimyasal verinin genetik veriyle birlestirilmesiyle sonuca daha hizli bir

sekilde ulasilmasi hedeflenmektedir (Kersten ve ark. 2013).

Peptidogenomik yaklasiminin amaci ise ribozomal ve ribozomal olmayan
peptidil dogal iiriinleri daha hizli karakterize etmek ve genomu sekanslanan
organizmalardan bu dogal {iriinlerin biyosentezinden sorumlu biyosentetik gen
kiimelerine ulagsmaktir. MS/MS analizleri sonucu parcalanan peptitlerin yapisinda
bulunan her bir aminoasite ait spesifik kiitle kayma degerleri bulunmaktadir. Bu kiitle
kayma degerlerinden yola ¢ikarak peptitlerin yapisindaki aminoasitler belirlenmektedir.
Biyoinformatik programlar kullanilarak MS/MS spektrumlarindan elde edilen kiitle
kayma degerlerinin ait oldugu aminoasitlerin yapiya eklenmesini saglayan genlerin

bulundugu gen kiimesine erisilebilmektedir (Kersten ve ark. 2011).
1.3.4. Network Analizi

‘Molekiiler networking’, ikili kiitle spektrometrisine (MS/MS) dayali bir
yaklagimdir. Bu yontemle yeni bir bilesik kesfedilebilecegi gibi daha once bilinen
bilesiklerin tespiti de kolay olmaktadir. Daha da fazlasi, MS/MS temelli molekiiler
networking, bilinen bilesiklerin analoglarinin tespitinde de onemli bir role sahiptir

(Bertin ve ark. 2014).

Molekiiler networking, yapisal olarak benzer molekiillerin benzer MS/MS
spektrumlar1 olusturmasindan yola cikarak bunlar1 gruplamakta, organize etmekte ve
sonug olarak MS analizlerine ait kimyasal verilere gorsel bir alan kazandirmaktadir. Bu
amag icin ¢esitli veri tabanlar1 kullanilmaktadir. GNPS (Global Natural Products Social
Molecular Networking) yogun olarak kullanilan veri tabanlarindan biridir
(www.gnps.ucsd.edu). Bu veri tabani, dogal iiriin arastirmalarinda dereplikasyon

analizleri i¢in kullanildig1 gibi yeni bilesiklerin tespitinde de énemli bir role sahiptir.
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GNPS, molekiiler networking olusturulmasinda spektrumlarin herhangi bir bilinen
bilesik ile eslesmedigi durumlarda bile, ilgili molekiillerden spektrum setlerini tespit
edebilen bir spektral korelasyon ve gorsellestirme yaklagimi i¢in kullanilabilir. Su anda
herkesin faydalanacagi sekilde molekiiler networking saglayan alt yapinin sadece GNPS
oldugu iddia edilmektedir. GNPS'deki molekiiler networking’in gorsellestirilmesi, her
spektrumun bir diigim (node) ve spektrum-spektrum hizalamalarimi diigiimler

arasindaki kenarlar (edge) olarak gosterir.

Sekil 1.7°de goriildiigii gibi MS/MS analizi sonucu olusan benzer spektrumlar
network i¢inde birlikte gruplandirilmaktadir. Bu gruplandirma MS/MS spektrumlarinin
vermis oldugu piklerin vektorel biiyiikliigiine (cosine degeri) bagli olarak program

tarafindan hesaplanmaktadir.

MS/MS kiitiiphane
spektrumlan

—>

— ] \ Spektrum/node
N— eslesmesi

44—  GNPS speki
||||| ||l|| ||||[ A

kiitiiphaneleri

\ / Surfactin C14

I ]| II | |l |I Molekiler

network olusumu

MS/MS spektrum girisi

MS/MS spektrum

—\1

Sekil 1.7. Molekiiler network analizi (Wang ve ark. 2016).

1.4. Yeni Nesil DNA Dizilimi

Son yillarda gelistirilen DNA dizileme teknikleriyle bircok organizma
DNA’sinin son derece hizli ve yiiksek dogrulukta dizilimi miimkiin hale gelmistir.
2000’11 yillarin sonlarindan bu yana yiiksek ve dogru okuma kapasitesine sahip ve ayni
zamanda diisiik maliyetli yeni DNA dizileme teknolojileri piyasaya siiriilmektedir. Bu
teknolojiler icin yeni nesil dizileme (NGS) terimi kullanilmaktadir. Son yillarda
gelistirilmis olan yeni nesil DNA dizileme sistemlerine, PacBio (Pacific Biosciences),
[llumina ve Ion Torrent (Thermo Fisher) rnek olarak verilebilir (Liu ve ark. 2012,

Shendure ve Ji 2008).
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Bu teknikler 6zellikle dogal {iriin aragtirmalarinda ¢igir agici niteliktedirler. Yeni
nesil DNA dizileme teknolojisinin gelismesiyle dogal iiriin arastirmalarinda yapilan
DNA dizilemelerinin hem maliyeti diismiis hem de kisa siirede tamamlanma olanagi
saglanmistir (Cacho ve ark. 2015). 1990’11 yillarin sonlarinda S. coelicolor genomunun
sekanslanmasiyla aktinomisetlerin dogal {iriin {iretme potansiyellerinin laboratuvar
kosullarinda iirettiklerinden ¢ok daha fazla oldugu ortaya ¢ikti. Genom madenciligi
tekniklerinin kullanilmasiyla organizmalarin genomlarinda bulunan biyosentetik
potansiyellerinin tam olarak ortaya cikarilabilecegi anlagilmigtir. Son ddnemlerde
gelistirilen antiSMASH (antibiotics and secondary metabolite analysis shell) ve benzeri
biyoinformatik programlarim kullanilmas1 genom madenciligi ile dogal {iriinlerin
biyosentetik yolaklarinin agiga c¢ikarilmasi agisindan biiyiik bir énem arz etmektedir

(Escribano ve ark. 2016).
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KAYNAK OZETLERI

Karasal mikroorginazmalar biyolojik olarak aktif dogal {iriinlerin 6nemli
kaynaklarindandir (Donadio ve ark. 2002). Karasal mikroorganizmalar igerisinde de
aktinomisetler biyoaktif sekonder metabolitlerin en Onemli {ireticilerinden olup,
tirettikleri metabolitler ilag kesfi ¢alismalart i¢in 6nemli kaynaklardir (Weber ve ark.
2003). Mikrobiyal sekonder bilesikler igerisinde, antibiyotikler, en biiyiik paya sahiptir.
Yapilan aragtirmalara gore izole edilen dogal antibiyotiklerin {igte ikisi aktinomisetlerin
tiretmis oldugu sekonder metabolitlerden elde edilmistir. Aktinomisetlerden elde edilen
dogal antibiyotiklerin %751 ise Streptomyces cinsinin {iyeleri tarafindan tiretilmektedir
(Boudjella ve ark. 2007). Son yillarda tarim ve tip alaninda kullanilan antibiyotiklerin
cogu Streptomyces’lardan elde edilmistir. Antikanser bilesikler olan Moromycin A ve B
(Abdelfattah ve ark. 2008), Antimycin A (Shiomi ve ark. 2005) ve frigocyclinone

(Bruntner ve ark. 2005) aktinomisetlerden elde edilen 6nemli bilesiklerdendir.

Dogal iiriin arastirmalarinda 6nemli sorunlardan biri izolasyonu yapilan bir
bilesigin tekrar bulunmasi durumudur. Bu durum dogal {iriin arastirmalarinda bir
tikanikliga sebep olmustur. Arastirmacilar bu tikanikligi asmak igin ¢esitli yontemler
gelistirmeye calismaktadir. Bu yontemlerden biri organizmalardan elde edilen
ekstraktlarin  LC-MS/MS fragmentlerinin dogal {riin veri tabanlarinda analiz
edilmesidir. Bu yontem kullanilarak 146 Salinospora ve Streptomyces tiiriine ait
fragmentler incelenip 15 farkli dogal {iriin ailesi ve onlarin analoglarinin tespit edildigi

bildirilmistir (Criisemann ve ark. 2016).

Dogal iiriin aragtirmalarinda hem deriplikasyon olayinin iistesinden gelmek hem
de calismalarin daha hizli sonuglanmasi i¢in molekiiler MS/MS networking yaklagimin
kullanilabilecegi bildirilmistir (Yang ve ark. 2013). Dogal iiriin arastirmalarinda MS
kullanilarak elde edilen veriler giin gectik¢e artmaktadir. Bu verilerin otomatik olmayan
bir sekilde analiz edilmesi i¢in ¢ok fazla zamana ihtiya¢ vardir. Dahas1i mevcut araglarla
bu verilerin degerlendirilerek istenilen diizeyde verim elde edilmesi neredeyse
olanaksizdir. Bunun i¢in yeni ve hizli teknolojik araglara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu
alandaki boslugu doldurabilecek veri tabanlarindan birinin de GNPS oldugu
belirtilmektedir. GNPS veri tabanini kullanilarak olusturulan molekiiler networking

yaklasimi ile MS’den elde edilen veriler daha iyi organize edilerek hem yeni dogal iiriin
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kesfinde hem de bilinen bilesiklerin ve analoglarinin tespitinde biiyiik kolayliklar
sagladigi iddia edilmektedir (Wang ve ark. 2016).

Bir siklik dipeptit olan FR00359 bilesiginin tibbi amagli kullanilan Ardisia
crenata bitkisinden elde edildigi bilinmektedir. Yapilan bir c¢alismada GNPS’in
uygulanmasiyla FR’nin diger {ireticilerinin de kesfedilebilecegi iddia edilmistir.
Bununla birlikte FR’in dogadaki dagiliminin bilinenden daha fazla oldugu
belirlenmistir. Molekiiler network’a dayali yapilan bu calismada FR’in bilinen iki
analogunun tekrar tespit edilmesiyle birlikte iki yeni analogu da kesfedilmistir (Reher

ve ark 2018).

Son birka¢ yildan beri MS ve genomik orijinli verilerin yeni biyoaktif dogal
trtinlerin kesfi icin analiz edildigi biyoinformatik programlarinin sayisinda artis
gozlenmektedir. Bu amacg icin gelistirilen ‘NRPquest’ mikroorganizmalarin genom
dizilimi ve organik ekstraktlarindan elde edilen MS/MS network verisinin birlikte analiz
edilmesiyle siklik peptidlerin hizli bir sekilde tespit edilmesinde kullanilmaktadir.
Genom dizilimi bilinen S. roseosporous ve B. subtilis’in ‘NRPquest’ analizleri
sonucunda daptomycin, arylomycin, plipastin, surfactin gibi siklik peptidleri aciga

cikarilmistir (Mohimani ve ark. 2014).

Genom sekans analizleri ile birlikte dogal {iriin {ireticilerinden ozellikle
bakterilerin dogal {iriin {iretme potansiyelleri daha iyi anlagilmistir. Ortaya ¢ikan bu
potansiyelden maksimum derecede faydalanmak icin kullanilan yeni yontemlerden
molekiiler networking ile birden fazla organizmayi ayni anda kullanarak bunlarin
iretmis oldugu sekonder metabolitlerin kolayca tanimlanabilecegi ifade edilmektedir.
Yapilan bir ¢alismada 35 Salinospora izolati kullanilarak bunlarin iiretmis oldugu
sekonder metabolitler ile bu metabolitlerin sentezinden sorumlu biyosentetik gen
kiimeleri arasindaki iligki incelenmistir. Molekiiler networking ve genom
madenciliginin  birlikte kullanildigt bu c¢alismada retimycin A  bilesiginin

karekterizasyonu gerceklestirilmistir (Duncan ve ark. 2015).

Mikrobiyal genom madenciligi dogal iirlin aragtirmalarinda yeni sekonder
metabolitlerin  kesfi i¢in olduk¢a hizli gelisen bir yaklasimdir. Aktinomiset
genomlarinin sekanslanmasiyla birlikte dogal {iriinlerin biyosentezinden sorumlu bazi

genlerin normal laboratuvar kosullarinda ifade edilmedigi ortaya c¢ikmistir. Genom
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sekans1 yapilan Streptomyces chattanoogensis’in sessiz bir angusiklin biyosentetik gen
kiimesine sahip oldugu anlasilmistir. Bu gen kiimesinin aktive edilmesiyle iki yeni

antibiyotik olan chattamycin A ve B’nin izolasyonu gerceklestirilmistir (Zhou ve ark.

2015).

Termotolerant bir bakteri olan Streptomyces cyaneogriseus ssp. honcyanogenus,
ticari olarak 6nemli bir antibiyotik olan nemadectinin {ireticisi olarak bilinir. Yapilan bir
calismada Streptomyces cyaneogriseus ssp. noncyanogenus’un genomu sekanslanarak
hem nemadectinin biyosentezinin anlagilmasina katki sagladigi hem de onun

biyosentetik olarak potansiyelinin anlagilmasini sagladigi rapor edilmistir (Wang ve ark.

2015).

Mikrobiyal sekonder metabolitler yillardir antibiyotik kaynagi olarak bilinirler.
Mikrobiyal kiiltiir sartlarinin  degistirilmesi ¢esitli biyoaktif sekonder metabolitin
tiretimini tetikleyebilir. Yapilan bir ¢alismada farkli kiiltiir ortamlarinin uygulanmasiyla
LC/MS kullanilarak bir Streptomyces tiiriiniin  sentezlemis oldugu sekonder
metabolitlerden hormaomycins B ve C bilesikleri izole edilmistir. izole edilen bu
bilesiklerin ¢esitli patojenik Gram (+) ve Gram (-) bakterilere karst dnemli derecede

inhibisyon etkisi gosterdigi belirlenmistir (Bae ve ark. 2015).

Dogal {iriin arastirmalarinda yeni biyoaktif bilesiklerin kesfi i¢in degisik
yontemlerin kullanilmasi ilgi ¢ekici ve zaman, enerji ve ekonomik olarak daha avantajh
olabilir. Ultra performans sivi kromatografi-kiitle spektrometri (UPLC-MS) teknigi
kullanilan bir ¢aligmada Streptomyces parvus eksraktlarindan yeni bir lipopeptid olan
arylomcin A6 ve daha 6nce yapisi aydinlatilan arylomycin A5 bilesikleri izole edilmistir

(Rao ve ark. 2013).

Aktinomisetlerde, genom sekanslama ve biyoinformatik analizler sayesinde
sekonder metabolitleri kodlayan bir¢ok gen kiimesi ortaya ¢ikarilmistir (Rebets ve ark.
2013). Streptomyces pyridomyceticus NRRL B-2517 izolatinin genomundan elde edilen
kosmid kiitiiphanelerin taranmasi sonucunda antibakteriyel etkiye sahip pyridomycin
biyosentetik gen kiimesi tanimlanip karakterize etmislerdir. Yapilan ¢aligmalar
sonucunda gen kiimesinin 42,5 kb biiyiikliigiinde oldugu 26 ORF boélgesine sahip
oldugu ortaya ¢ikarilmistir (Tingting Huang ve ark. 2011).
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Karasal bir izolat olan Streptomyces viridochromogenes’ten antibakteriyel etkiye
sahip laspartomycin'in biyosentezinden sorumlu gen kiimesi ortaya cikarilmistir. 11
amino asitlik siklik lipopeptidin sentezinden sorumlu gen kiimesinin 60 kb

biiytikliigiinde ve 21 ORF bolgesi igerdigi tespit edilmistir (Yang Wang ve ark. 2011).

MS orijinli glikogenomik dogal {irlin tarama arastirmalarinda kullanilan yeni
yontemlerden biridir. Deniz aktinomisetleri Streptomyces sp. SPB74 ve S. arenicola
CNB-527 genomlarinda glikolize dogal iirlin biyosentez gen kiimeleri ve bu gen
kiimelerine dahil spesifik seker biyosentez genleri glikogenomik yontemle taranmistir.
Yapilan taramalar sonucunda Streptomyces sp. SPB74 in antitiimor etkili cinerubin B,
diger izolatin ise yeni bir antibiyotik olan arenimycin B’yi sentezledikleri tespit

edilmistir (Kersten ve ark. 2013).

Genom dizilimi bilinen Myxococcus xanthus DK1622’nin LC/MS verilerinin
biyoinformatik analizler ile degerlendirilmesi sonucunda myxoprincomide metabolitinin

kesfi gerceklestirilmistir (Cortina ve ark. 2012).

Peptidogenomik yaklasimla S. roseoporus ekstraktlarinin GNPS analizleri

sonucunda siklik bir peptid olan stenothricin gen kiimesi karakterize edilmistir (Liu ve

ark. 2014).

Bitkilerle endofitik olarak yasayan bir Streptomyces tiiriiniin biyoaktif sekonder
metabolitlerinin arastirildigi bir ¢alismada Celastraceae familyasina ait bir bitkiden
Streptomyces MaB-QuHS8 tiirii izole edilmistir. Bu izolattan TLC ve kolon
kromatografisi tekniklerine dayali yapilan saflastirma islemleri sonucunda Gram (+)
organizmalara karsi etkili celastramisin Ave B olarak isimlendirilen antibiyotikler izole

edilmigtir (Pullen ve ark. 2002).

Streptomyces tiirleri tarafindan iiretilen dogal {irlinlerin izolasyonu ve yapilarinin
aydinlatilmasinda LC-NMR, LC-MS/MS tekniklerinin kombine olarak kullanilmasi
daha hizli ve avantajli olabilir. Bu teknikleri kullanarak yapilan bir caligmada
Streptomyces violaceoruber TU 22’nin iiretmis oldugu sekonder metabolitlerden yeni
olan granitcin C, metanaticin A, B, C ve daha dnce yapilart aydinlatilan granaticin A,

granatomycin E, daidzein ve genistein bilesikleri elde edilmistir (Pham ve ark. 2005).
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Bir toprak izolat1 olan Streptomyces hygroscopicus kiiltiir filtrat1 etil asetat
ekstratlarindan {i¢ yeni amidin izolasyonu yapilmistir. NMR ve MS spektrumu verileri
kullanilarak yapilar1 aydinlatilan bu bilesiklerin hem Gram (+) hem de Gram (-)
bakterilere kars1 giiclii bir antibakteriyel etkiye sahip oldugu belirlenmistir (Hossain ve

ark. 2004).

Benzer bir ¢alismada degisik analitik saflastirma ve spekstroskopik analiz
yontemleri kullanilarak Streptomyces sp. B7064 izolatinin sentezlemis oldugu makrolid
yapisindaki yeni bir antibiyotik olan chalcomicin B elde edilmistir. Bu antibiyotigin B.
subtilis ve C. albicans’a karsi inhibisyon etkisi gosterdigi belirtilmistir (Asolkar ve ark.
2002).

Yeni nesil genom dizileme tekniklerinin gelistirilmesi dogal iiriin arastirmalarina
yeniden ivme kazandirmistir. Gerek maliyetinin diisliriilmesi gerek kisa siirede
gerceklesmesi birgok mikroorganizma genomunun sekanslamasina olanak saglamistir.
Bu sayede ya bir¢cok dogal iirlin kesfedilmis ya da var olan potansiyelleri artirilmistir.
Bu alanda yapilan bir ¢alismada norvancomycin iireticisi olan Amycolatopsis orientalis
CPCC200066’ nin tiim genomu sekanslanarak hem norvancomycin iiretimi gelistirilmis

hem de yeni dogal iiriin kesfetme potansiyeli artirilmistir (Lei ve ark. 2017).

Genom tarama yaklasimlar1 bir organizmanin dogal iirlinlerden sorumlu bilinen
gen ya da gen kiimelerini detaylica anlamamiza olanak sagladig: gibi kesfedilmeye aday
yeni dogal ilirlin sentezleme potansiyeline sahip gen veya gen kiimelerini ortaya
¢ikarmaktadir. Tim genomu sekanslanan S. ambofaciens iizerinde yapilan analizlerde
seconder metabolit liretme potansiyeline sahip bircok yeni gen kiimesinin oldugu

anlasilmistir (Thibessard ve ark. 2015).

Streptomyces tiirleri biyolojik olarak aktif sekonder metabolitlerin en 6nemli
kaynaklarindandir. Genom projeleri ile birlikte bunlarin tahmin edilenden daha fazla
biyosentetik gen kiimesine sahip oldugu ortaya ¢ikmistir. Streptomyces collinus Ti
365’in tiim genomu sekanslanip analiz edildiginde daha Once sadece kirromycin
iireticisi oldugu bilinirken genom analizi sonucunda farkli sekonder metabolitlerin

sentezinden sorumlu 32 gen kiimesinin daha oldugu anlagilmistir (Iftime ve ark. 2016).
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Streptomyces avermitilis antiparazitik bir ajan olan avermektinin iireticisi olarak
bilinmektedir. Tiim genomu sekanslandiginda sekonder metabolitlerin biyosentezinden
sorumlu 30 gen kiimesinin oldugu ortaya cikmaktadir. Bu gen kiimelerinin tiim

genomun % 6,6’sina denk geldigi ifade edilmektedir (Ikeda ve ark. 2003).

Streptomyces Tii 6176 sitotoksik benzoxazole nataxazole iireticisi olarak
bilinmektedir. Streptomyces Ti 6176’nin genomunun biyoinformatik analizleri
yapildiginda sekonder metabolit biyosentezinden sorumlu 38 gen kiimesine sahip
oldugu ortaya ¢ikmaktadir. Bu gen kiimelerinden bazilarinin AJI9561 ve onun tiirevi
olan nataxazole, hygromycin B, ionophores enterobactin ve coelibactin’in

biyosentezinden sorumlu olduklar1 iddia edilmektedir (Prieto ve ark. 2015).

Dogal iirlin arastirmalarinda yeni bilesiklerin yapisal olarak aydinlatilmasi
genellikle NMR kullanilarak yapilmaktadir. Ancak giiniimiizde kiitle spektrometresinin
gelistirilerek daha fazla kullanilmasiyla elde edilen MS verilerinin MS-FINDER gibi
cesitli algoritmik programlarin kullanilmasiyla hem daha dnce kesfedilmis bilesiklerin
tespiti daha hizli ve daha kolay ger¢ceklesmesi hem de yeni bilesiklerin
aydmlatilmasinda daha fazla avantaj saglandigi iddia edilmektedir (Kind ve Fiehn

2017).

Mikrobiyal  hastaliklar ~ giin  gectikte  artmaktadir. Insanlara  gecen
mikroorganizma kaynakli 200°den fazla hastalik bilinmektedir. Bu hastaliklar1 kontrol
altinda tutmak icin yeni antimikrobiyal ajanlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu amacla
yapilan bir caligmada 106 aktinomiset tlirii izole edilip bunlarin iretmis oldugu
metabolitlerin antimikrobiyal aktiviteleri incelenmistir. Bunlardan 44 tanesinin farkli
patojenik mikroplara kars1 antimikribiyal aktivite gosterdigi bildirilmistir (Ganesan ve

ark. 2016).

Benzer bir ¢alismada karasal aktinomisetlerin antimikrobiyal potansiyellerini
ortaya ¢ikarmak i¢in yapilan bir ¢aligmada morfolojik olarak birbirinden farkli 121
aktinomiset tiirli izole edilmistir. Bu aktinomisetlerin ¢cogunda elde edilen metabolitlerin
Staphylococcus aureus ve Mycobacterium tuberculosis’e karsi antimikrobiyal aktivite
gosterdigi belirlenmistir. Bununla birlikte elde edilen ekstraktlarn cesitli kromatografik

yontemler kullanilarak bilesiklerin karakterizasyonu sonucu bulunan aktinomisin Cl1,
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C2 ve C3’iin S. aureus ve M. tuberculosis’e kars1 6nemli 6l¢iide antimikrobiyal aktivite
gosterdigi bildirilmistir (Shah ve ark. 2017).
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1. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

Biyolojik materyal olarak i¢ Anadolu Bélgesi’nde yayilis gosteren lokal
endemik bitkilerin kok ¢evresi topraklarindan izole edilen ve molekiiler teshisi yapilan
aktinomisetlerden Streptomyces sp. AAS0, Streptomyces sp. AS41, Streptomyces sp.
BAZ2, Streptomyces sp. BS40, Streptomyces sp. CA17 ve Streptomyces sp. CAH29
kullanildi (Y1ilmaz ve ark. 2008).

3.1.1. Antimikrobiyal Aktivite Test Organizmalar

Disk difiizyon yontemiyle antimikrobiyal etkinin arastirilmasi i¢in Escherichia
coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Bacillus subtilis (ATCC
11774) , Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) ve Candida albicans (ATCC 10231)

test organizmalar1 kullanildi.
3.1.2. Kullanilan Besiyerleri

M2

10 g malt oziitii (Merck), 4 g maya 6ziitii (Oxoid), 3 g glukoz (Merck), 15 g agar
(Merck) tartilarak ¢esme suyu ile 1 L’ye tamamlanip 121°C’de 20 dakika 1.2 atm

basinci altinda otoklavda steril edildi.
Nutrient Agar (NA)

8 g nutrient broth (Merck), 15 g agar (Merck) tartilarak saf su ile 1 L’ye
tamamlanip121°C’de 20 dakika 1.2 atm basinci altinda otoklavda steril edildi.

Nutrient Siv1 Besiyeri (NB)

8 g nutrient broth (Merck) tartilarak saf su ile 1 L’ye tamamlanip121°C’de 20

dakika 1.2 atm basinci altinda otoklavda steril edildi.
Tryptik Soya Besiyeri (TSB)

30 g Triptik Soya Broth (Oxoid) tartilarak saf su ile 1 L’ye tamamlanip
121°C’de 20 dakika 1.2 atm basinc1 altinda otoklavda steril edildi.
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TAS

1 g K;HPO, (Codex), 0,5 g potasyum nitrat (Merck), 0,1 g CaCl,.H,O (Merck),
0,2 g MgS0Q4.2H,0 (Merck), 0,1 g sodyum kloriir (Sigma), 10 g asparajin (Merck), 10
g siikroz (Molecula) tartilarak saf su ile 1 litreye tamamlanip (pH=7,4) 121°C’de 20
dakika 1,2 atm basinci altinda otoklavda steril edildi. FeCI3 (Riedel-de haen), 0,22 um
siringa filtreden (Isolab) gegirilerek litrede 0,01 gr olacak sekilde besiyerine eklendi.

TKN

1 g K;HPO, (Codex), 10 g potasyum nitrat (Merck), 0,1 g CaCl,.H,O (Merck),
0,2 g MgS0O,4.2H,0 (Merck), 0,1 g sodyum kloriir (Sigma), 0,5 g asparajin (Merck), 10
g siikroz (Molecula) tartilarak saf su ile 1 litreye tamamlanip (pH=7,4) 121°C’de 20
dakika 1,2 atm basinci altinda otoklavda steril edildi. FeCls (Riedel-de haen), 0,22 um
siringa filtreden (Isolab) gecirilerek litrede 0,01 gr olacak sekilde besiyerine eklendi.

GYM

4 g glukoz (Merck), 4 g yeast extract (Oxoid), 10 g malt extract (Merck), 0,2 g
MgS0,4.2H,0  (Merck), 0,1 g CaCl,.H,O (Merck), tartilarak saf su ile 1 litreye
tamamlanip (pH=7,4) ) 121°C’de 20 dakika 1,2 atm basinci altinda otoklavda steril
edildi. FeSO4.7H,0 (Merck), 0,22 um siringa filtreden (Isolab) gegirilerek litrede 0,01

gr olacak sekilde besiyerine eklendi.
Sabourand Dekstroz Besiyeri (SDB)

30 g SDB (Merck) tartilarak saf su ile 1 L’ye tamamlanip 121°C’de 20 dakika

1,2 atm basinci altinda otoklavda steril edildi.
Sabourand Dekstroz Agar (SDA)

65 g SDA (Merck) tartilarak saf su ile 1 L’ye tamamlanip 121°C’de 20 dakika

1,2 atm basinci altinda otoklavda steril edildi.
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YEME

340 g siikroz (Molecula), 10 g glukoz (Merck), 5 g pepton (Oxoid), 3 g malt
oziitli (Merck) ve 3 g maya 6ziitii (Oxoid) tartilarak saf su ile 1 L’ye tamamlanip 121

°C’de 20 dakika 1,2 atm basinci altinda otoklavda steril edildi.
3.1.3. Ekstraktsiyon icin Kullanilan Kimyasallar

Organik ¢oziicii olarak etil asetat (Merck), diklorometan (DCM, Sigma) ve
metanol (Merck) kullanildi.

3.1.4. LC-MS/MS Analizlerinde Pozitif Kontrol Olarak Kullanilan
Antibiyotikler

Vankomisin (Sigma), kanamisin (Sigma), eritromisin (Sigma), nalidiksik asit
(Sigma), klortetrasiklin hidrokloriir (Sigma), amfoterisin B (Sigma) ve daunorubisin

hidrokloriir (Sigma).
3.1.5. Kullanilan Cihazlar
Laminar kabin (Telstar AV-100)
Etiiv (Binder)
Calkalayici orbital inkiibator (Zehrincheng Zhwy-200B)
-20 derin dondurucu (Sanyo)
UV-Vis Spectrofotometre (Varian)
Sogutmali santrifiij (Sigma)
pH meter (Mettler-Toledo)
Otoklav (Hirayama-HV-502)
Evaporator (Heidolph)
Hassas tart1 (GEC Avery)

Magnetik karistiric1 (Stuart)
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Vorteks (VWR)

+4 °C mini buzdolab1 (Sanyo)

28 °C etiiv (Velp Scientifica FTC 90 I)
Isitic1 (Heildoph).

Jel goriintiileyici (UVP Dual Intensity Transiluminator)
Mini santrifiij (ES-6)

Su Banyosu (Grant LTD 6G)
Mikropipet (Eppendorf)

Jel goriintiileme cihazi (Bio-Rad)

Gii¢ kaynagi (Bio-Rad)

Elektroforez (Bio-Rad)

3.2. Metot

3.2.1. Streptomyces Izolatlarimn Farkh Besiyerilerinde Uretilmesi ve

Sekonder Metabolitlerinin Ekstraksiyonu

M2 agarda iiretilmis Streptomyces izolatlar1 250 ml erlenlerde hazirlanmis 50 ml
TSB besiyerlerine ekildi. 28 °C’de 230 rpm’de 72 saat 6n inkiibasyondan sonra TAS,
TKN ve GYM besiyerlerine %5 olacak sekilde inokiilasyon yapildi ve 72 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra, miseller ve siipernatanti ayrrmak igin
kiiltliir santriifiij edildi. Siipernatant, ¢oziiciiler ile 1:1 oraninda ekstraksiyona tabi
tutuldu. Bu islem ii¢ tekrarli olarak gerceklestirildi. Ekstrakt Na,SO, ile kurutularak

evapore edildi.
3.2.2. Disk Difiizyon Yontemi ile Antimikrobiyal Aktivitenin Tayini

Antimikrobiyal aktivite, disk diflizyon yontemi kullanilarak yapildi (Elleuch ve
ark. 2010). Disk difiizyon testinde antimikrobiyal etki incelemek icin NA ve SDA
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kullanild1. Bir gece firetilmis bakteri ve Candida kolonileri 25 ml NB ve SDB’ye
inokiile edildi. 37°C ve 150 rpm’e ayarlanan orbital calkalayicida bulamklik 0.5
McFarland standartina (1X108 CFU/mL) ulasincaya kadar 3-6 saat inkiibe edildi.
Hazirlanan final inokuliimlerden 100 pL alinarak her bir kat1 besiyerine yayma yapildi.
Besiyerleri 10 dakika bekletildikten sonra iizerine 6 mm ¢apindaki diskler yerlestirildi.
Bu disklere 20 pL ham ekstrakt emdirildi. Etiivde 37 °C’de 24 saatlik inkiibasyon

sonrasinda inhibisyon zonlar1 6l¢iildii.

3.2.3. Sekonder Metabolitlerin LC/MS/MS Analizleri

Elde edilen ham ekstraktlar final konsantrasyon 1 mg/ml olacak sekilde
metanolde ¢oziildiikten sonra filtre edilerek (0,22 um) LC-MS/MS analizlerine tabi
tutuldu. Bu analizler igin Agilent Extend-C18 RP UPLC kolonun (2.1x100 mm, 1.8
um) akis hiz1 0,3 mL/dk olacak sekilde bagli oldugu Agilent 1260 LC ve Agilent 6545
Q-TOF LC/MS sistemleri kullanildi. Her bir ekstrakttan sisteme 20 pl enjekte edildi.
Ekstraktlarin analizi i¢in%]10 asetonitril (ACN) (%0.1 su, 0-3 dk), %10-100 ACN
(9%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) LC gradiyenti kullanildi. Ardindan MS/MS analizi i¢in pozitif modda, 100-
1600 m/z araligindaki metabolitler tarandi. Buna ek olarak VCap degeri 3000, ¢carpisma
enerjisi 20 eV, gaz sicakligi ise 300 °C olacak sekilde ayarlandi.

Analizler Cukurova Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvar tarafindan
gergeklestirildi.

3.2.4. GNPS Network ve Dereplikasyon Analizleri

LC/MS/MS analizleri sonucunda elde edilen ham MS/MS veri dosyalar1 network
analizleri i¢in ‘Trans Proteomic Pipeline’ programi ile mzXML dosya formatina
cevrildi.

Network ve dereplikasyon analizleri i¢in GNPS programi kullanildi.
(www.gnps.ucsd.edu). Tiim network analizlerinde verilerin spektral benzerliklerinin
vektorel Olgiisii olan cosine degeri 0,7 olarak secildi. Spektral analiz sonuglarinin
gorlintiillenmesinde ‘Cytoscape 3.4.0° (www.cytoscape.org) programi kullanildi.

3.2.5. Genomik DNA Ekstraksiyonu

Streptomyces sp. BA2 izolatina ait kat1 kiiltiirden bir miktar alinarak %35 maltoz

eklenmis TSB besiyerine aktarilip 230 rpm ve 28 °C’de orbital ¢alkalamali inkiibatorde
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48 saat tretildikten sonra iireyen kiiltiirden 5 ml alinip 2/3 oraninda hazirlanan TSB-
YEME besiyerine ekleyip aym kosularda 24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
siiresi sonunda kiiltiirler santrifiijlenerek Qiagen (DNeasy Blood and Tissue Kit) kiti
kullanilarak kromozomal DNA’lar izole edildi.

3.2.6 Genom Dizileme ve Biyoinformatik Analizler

Streptomyces sp. BA2’nin genom dizilemesi PacBio ve Illumina teknolojileri
kullanilarak hibrid bir yaklasim ile Macrogen (Giiney Kore) firmasina yaptirildi.
Kiitiiphaneler 2 farkli sekilde (PacBio 20 kb SMRT ve Illumina Truseq shotgun)
hazirlandi. Sonrasinda SMRT (PacBio) ve Hiseq2500 100bp paired-end ve 150 bp
mate-pair (Illumina) dizileme yapildi. PacBio ile de novo birlestirmeler (assembling)
yapildi. Illumina hata diizeltme 06zelligi ile hatalar diizeltildi (error correction). Elde
edilen dizilimlerin kalitesini arttirmak i¢in ayni zamanda Illumina ile birlestirmeler
yapilarak PacBio ile bosluklar kapatildi. Uniprot, GO, InterPro, Pfam, CDD, TIGRFAM
ve EggNOG programlari kullanilarak gen tahminleri ve genlerin fonksiyonlari belirlendi

(annotation). Sekil 3.1° de genel hatlari ile dizileme ve analiz semas1 goriilmektedir.

-
= »
Dizileme | - % -
-
Ornek Hazirlama Kuatiiphane Olusturulmasi Dizileme Ham Veri
v
\
—_— VT A
v
—
On Isleme =
TGC
Kalite Kontrolii On Isleme
v
-—
—
Analiz ~ /
-_— .
Yeniden Birlestirme Hata Diizeltme Agiklama

Sekil 3.1. Genom dizileme ve biyoinformatik analizlerin sematik olarak gésterilmesi.

Streptomyces sp. BA2 genomunda sekonder metabolit/dogal {iriin gen kiimelerinin
analizi antiSMASH 4.2.0 programi kullanilarak yapildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Bulgular
4.1.1. Streptomyces izolatalarinin Antimikrobiyal Aktiviteleri

Arasgtirma grubumuz tarafindan daha Once molekiiler teshisi yapilmis
Streptomyces izolatlar1 bu calisma kapsaminda kullanildi (Yilmaz ve ark. 2008).
Bunlarin igerisinde gerek kimyasal gerekse genetik tarama ¢aligmalari ile biyosentetik
potansiyelinin yiiksek oldugu ortaya konulan 6 izolat (Streptomyces spp. AS41, BAZ2,
AA50, CAH29, BS40 ve CA17) modifiye edilen 3 farkli besi yerinde iiretildi.
Filtratlarin etil asetat ¢oziiclisli kullanilarak elde edilen antimikrobiyal aktivite bulgulari
Cizelge 4.1°de verilmektedir. Yiiksek zon g¢ap1 ve genis spektrum agisindan en iyi
antimikrobiyal aktivite tiim organizmalarda GYM besi yerinden elde edilen
ekstraktlarda gortldi. Streptomyces sp. CAH29 izolatimin C. albicans ve S. aureus
tizerinde gii¢lii bir inhibisyon etkisi (>30) 6zellikle dikkat ¢ekmektedir (Sekil 4.1A ve
B). BS40 ve CAH29 izolatlarinin ekstraktlarinin denenen tiim test organizmalarina karsi
genis spektrumda inhibisyon etkilerinin oldugu tespit edildi. Bununla birlikte CAH29
izolatinin TAS ve TKN besiyerlerine ait ekstraktlarin S. aureus’a karsi sirastyla 23 ve
18 mm’lik inhibisyon c¢apina sahip oldugu belirlendi. Bir diger izolatimiz olan
CA17°nin TKN besi yerinden elde edilen ekstraktinin hem gram pozitif hem de gram
negatif bakterilere karsi genis yelpazede antimikrobiyal aktvite gosterdigi bulundu. BA2
izolatinin iretildigi her ii¢ kiiltiirden elde edilen ekstraktlarin, gram pozitif bakteriler
olan S. aureus’a ve B. subtilis’e (Sekil 4.1C) kars1 inhibisyon etkisi gosterdigi buna
ilaveten sadece GYM besiyerinde iiretilenlerin C. albicans’ a kars1 antifungal aktivite
gosterdigi belirlendi. BS40 izolatinin GYM (Sekil 4.1D), CA17°nin ise TKN
besiyerlerinde {iretildiginde Gram negatif test organizmalari olan E. coli ve P.
aeruginosa’ya karsi inhibisyon etkisi gozlendi. TAS ve TKN besiyerlerinde iiretilen
AAS50, AS41 ve BS40 izolatlarinda antimikrobiyal aktivite tespit edilemedi.
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Cizelge 4.1. AAS0, AS41, BA2, BS40, CA17 ve CAH29 izolatlarinin 3 farkli besi yerinde iiretilmis ve
etil asetat ile ektraksiyonu yapilmis bilesiklerinin antimikrobiyal aktiviteleri

inhibisyon zon caplar1 (mm)
izolatlar Besiyeri S. aureus B. subtilis E. coli P. aeruginosa C. albicans
(ATCC (ATCC (ATCC (ATCC 27853) | (ATCC 10231)
25923) 11774) 25922)
AA50 GYM 20 20 10 - 10
TAS - - - - -
TKN - - - - -
AS41 GYM 12 10 8 - 12
TAS - - - - N
TKN - - 4 - -
BA2 GYM 12 18 - - 10
TAS 18 20 - - R
TKN 15 18 - - R
BS40 GYM 18 16 14 12 14
TAS - - - - -
TKN - - - N N
CAl7 GYM 18 8 8 - 16
TAS - - - N -
TKN 10 10 10 10
CAH29 GYM >30 14 10 8 >30
TAS 23 - - - R
TKN 18 - - - R
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- @
S. aureus * TN

Sekild.1.  Farkli izolatlara ait etil asetat ekstraktlarinin disk difiizyon yontemi ile tespit edilmis
antimikrobiyal aktiviteleri A) 3; Streptomyces sp. CAH29’un GYM Kkiiltiirlerinde goriilen
inhibisyon zonu, 4; Negatif kontrol (Etilasetat). B) 3; Streptomyces sp. CAH29’un GYM
kiiltiirlerinde goriilen inhibisyon zonu, 4; Negatif kontrol (Etilasetat). C) 1; Streptomyces
sp. BA2’nin GYM Kkiiltiirlerinde goriilen inhibisyon zonu, 2; Streptomyces sp. BS40’1n
GYM Kiiltiirlerinde goriilen inhibisyon zonu, 3; Streptomyces sp. CAH29’un GYM
kiiltiirlerinde goriilen inhibisyon zonu, 4; Negatif kontrol (Etilasetat). D) 2; Streptomyces
sp. BS40’in GYM kiiltiirlerinde goriilen inhibisyon zonu, 4; Negatif kontrol (Etilasetat)

Filtratlarin diklorometan ¢o6ziiciisii kullanilarak elde edilen antimikrobiyal
aktiviteleri bulgulart Cizelge 4.2’de verilmektedir. Kullanilan izolatlar icerisinde
BA2’nin genis spektrumda antimikrobiyal aktivitesinin bulundugu tespit edildi. CAH29
izolatinin ise S. aureus ve C. albicans’a (Sekil 4.2B) karsi giiglii antimikrobiyal
aktiviteye sahip oldugu bulundu. GYM besiyerinde iiretilen AASO (Sekil 4.2A), TAS
ve TKN’de iiretilen BA2 izolatlarinin S. aureus ve B. subtilis’e kars1 inhibisyon etkisi
gosterdigi belirlendi (Sekil 4.2 C, D, E, F). Diger izolatlarimiz olan AS41, BS40 ve
CA17’nin DCM ekstraktlarinda denenen test organizmalarina karst herhangi bir

antimikrobiyal aktivite tespit edilememistir.

35



4. BULGULAR VE TARTISMA

Cizelge 4.2. AA50, AS41, BA2, BS40, CA17 ve CAH29 izolatlarinin 3 farkli besi yerinde iiretilmis
. ve diklorometan. ile ektraksiyonu yapilmig bilesiklerinin antimikrobiyal aktiviteleri
Izolatlar Besiyeri Inhibisyon zon ¢aplar1 (mm)
S. aursus B. subtilis E. coli P.aeruginosa | C. albicans
(ATCC 25923) | (ATCC 11774) | (ATCC | (ATCC (ATCC
25922) | 27853) 10231)

AA50 GYM 18 24 - - -

TAS - 10 - - -

TKN - 10 - - -
AS41 GYM - - - - -

TAS : R r .

TKN - = - . N
BA2 GYM 20 20 8 - 10

TAS 18 18 - - R

TKN 20 18 - - -
BS40 GYM - - - - R

TAS - - - - N

TKN - - - - N
CAl7 GYM - - - - R

TAS - - - - R

TKN - R - - -
CAH29 GYM 26 - - - >30

TAS - R - - -

TKN - 10 - - -
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Sekil 4.2.  Farkli izolatlara ait diklorometan ekstraktlarimin disk difiizyon
yontemi ile tespit edilmis antimikrobiyal aktiviteleri A) 2;
Streptomyces sp. AA50’nin GYM Kkiiltiirlerinde goriilen inhibisyon
zonu, 3; Streptomyces sp. BA2’nin GYM Kkiiltiirlerinde goriilen
inhibisyon zonu, 4; Negatif kontrol (Diklorometan). B) 1,
Streptomyces sp. CAH29’un GYM Kkiiltiirlerinde gériilen inhibisyon
zonu, 4; Negatif kontrol (Diklorometan). C) 2; Streptomyces sp.
BA2’nin TAS kiiltiirlerinde goriilen inhibisyon zonu, 4; Negatif
kontrol (Diklorometan). D) Streptomyces sp. BA2’nin TAS
kiiltiirlerinde ~ goriilen inhibisyon zonu, 4; Negatif kontrol
(Diklorometan). E) BA2’nin TKN Kkiiltiirlerinde goriilen inhibisyon
zonu, 4; Negatif kontrol (Diklorometan). F) BA2’nin TKN
kiiltiirlerinde goriilen inhibisyon zonu, 4; Negatif kontrol
(Diklorometan)

Diger bir ¢oziiclimiiz olan metanol ile elde edilen ekstraktlarin antimikrobyal
aktiviteleri Cizelge 4.3’de goriilmektedir. Bu ¢6ziicii ile hazirlanan ekstraktlarin Gram
negatif bakteriler E. coli ve P. aeruginosa’ya kars1 antibakteriyel ve C. albicans’a karsi

antifungal aktivitesinin olmadigi tespit edildi. GYM ve TAS besiyerlerinde elde edilen
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ekstraktlarda en iyi aktiviteyi BA2 izolatinin S. aureus (Sekil 4.3 A) ve B. subtilis’e
(Sekil 4.3B) kars1 gosterdigi gozlemlendi. TKN besi yerinde elde edilen ekstraktlarda

ise sadece CAH29 izolatinin B. subtilis e kars1 inhibisyon zon olusturdugu gézlendi.

Sekil 4.3. Farkli izolatlara ait metanol ekstraktlarinin disk difiizyon yontemi ile tespit edilmis
antimikrobiyal aktiviteleri A) 6; Streptomyces sp. BA2 nin GYM Kkiiltiirlerinde goriilen
inhibisyon zonu, 8; Negatif kontrol (Metanol). B) 6; Streptomyces sp. BA2’nin GYM
kiiltiirlerinde goriilen inhibisyon zonu, 8; Negatif kontrol (Metanol).
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Cizelge 4.3. AAS0, AS41, BA2, BS40, CA17 ve CAH29 izolatlarinin 3 farkli besi yerinde iretilmis ve
i metanol ile ektrgksiyonu yapilmis bilesiklerinin antimikrobiyal aktiviteleri
Izolatlar Besiyeri Inhibisyon zon ¢aplari (mm)
S. aursus B. subtilis E. coli P. aeruginosa | C. albicans
(ATCC 25923) | (ATCC 11774) | (ATCC | (ATCC (ATCC
25922) | 27853) 10231)

AA50 GYM - 14 - - -

TAS - - R R -

TKN - - - - -
AS41 GYM - - - ¥ R

TAS - - E - N

TKN - = - - N
BA2 GYM 20 22 - -

TAS - 16 - - -

TKN - - - - -
BS40 GYM 14 - - - -

TAS - - - - N

TKN - - - _ N
CAl7 GYM 8 16 - - -

TAS - 8 - - -

TKN - - - - N
CAH29 GYM 18 - - - -

TAS - - - - N

TKN - 10 - - -
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4.1.2. Streptomyces sp. BA2 Izolatimin Genom Ozellikleri

PacBio ve Illumina yeni nesil dizileme stratejileri bir arada kullanilarak BA2
izolatinin tim genom dizilemesi yapildi. PacBio uzun okumalar yaptigi i¢in dogru
okuma ve okunanlar1 bir araya getirip birlestirme agisindan avantaj saglamaktadir.
[llumina’nin hata diizeltme fonksiyonu ise kayip dizilerin diizeltilmesini saglamaktadir.
Iki teknolojinin beraber kullanilmasi kontig sayisini diisiirmiis ve ayn1 zamanda GC
(Guanin ve Sitozin) orani yiiksek olan aktinomisetlerde elde edilmesi zor olan dizileme

dogrulugunu/kalitesini arttirmistir.

Tim genom dizileme ve yeni bastan birlestirme (de novo assembling)
sonucunda tiim genom dizilimi 2 kontig olarak elde edildi. Kontiglerin ozellikleri

Cizelge 4.4’de verilmistir.

Cizelge 4.4. Streptomyces sp. BA2 izolatinin genom dizilimi

Kontig Ad1 Uzunlugu (bp) GC (%)
Kontigl 9,441,140 70.1
Kontig2 602.338 67.4
Total 10.043.478 69.92

Biyoinformatik analizler sonucunda elde edilen Streptomyces sp. BA2 izolatinin

genom Ozellikleri Cizelge 4.5’de goriilmektedir. Yaklasik 10 Mb uzunluguna sahip

genomda total olarak 9.056 gen oldugu tespit edildi.

Cizelge 4.5. Streptomyces sp. BA2 izolatinin genom 6zellikleri

Kontig Ad1 Uzunlugu (bp) | Kodlanan tRNA genleri | rRNA genleri
bolge sayisi
(CDS)

Kontigl 9.441.140 8.491 84 18

Kontig2 602.338 565 4 0

Total 10.043.478 9.056 88 18
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4.1.2.1. Streptomyces sp. BA2 izolatinin Biyosentetik Gen Kiimelerinin

Analizi

antiSMASH programi ile yapilan analizler sonucunda Streptomyces sp. BAZ2
izolatinin 99 adet biyosentetik gen kiimesi icerdigi tespit edildi. Bu gen kiimelerinin
say1st, iki kontig olarak elde edilen genomun 1. kontiginde 94 (Sekil 4.4), 2. kontiginde
ise 5 (Sekil 4.5) olarak belirlendi.

m antibiotics & Secondary Metabolite Analysis SHell @ @ @ @

SMASH  Version 4.2.0
=

Select Gene Cluster:

(oveniew 1 @@ ¢ 5 6@ ® 0@ @@ 151617181920 21222324 25 26 @ 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38
Quansudsagaaassisssuss@s@O@66cesower@onnQBEssHOP

80 81 (@) 83 84 85 86 87 88 59 G0 22 13 %4 )

Identified secondary metabolite clusters

Cluster  Type From To Most similar known cluster MIBiG BGC-ID
The following clusters are from record Strep-sp-

BA2_1_1:

Cluster 1 Cf_fatty_acid 78030 99247 Kosinostatin_biosynthetic_gene_cluster (3% of genes show similarity) BGC0001073_ct
Cluster2 ' Tipks 127389 175962 Galbonolides_biosynthetic_gene_cluster (10% of genes show similarity) BGC0000065_c1
(OIS Lassopeptide 203258 225834 Chalcomycin_biosynthetic_gene_cluster (4% of genes show similarity) BGC0000035_c1
Cluster 4  Cf_putative 258532 278603 - ¢

Cluster 5 Cf_putative 415504 421652 - -

Cluster 6  Cf_putative 451410 467858 Kirromycin_biosynthetic_gene_cluster (3% of genes show similarity) BGC0001070_c1
Cluster 7 REEEDS 637881 650053 g;ﬂr:le;rmi)sobomeol_biosynthetic_gene_cluster (75% of genes show BGC0000657 c1
Cluster 8  Cf_saccharide 708271 730883 - -

Cluster9  Transatpks-Cf_fatty_acid-Tipks 808478 947762 Tetronomycin_biosynthetic_gene_cluster (78% of genes show similarity) BGC0000164_c1
%uster Cf_putative 972428 983724 A201A_biosynthetic_gene_cluster (5% of genes show similarity) BGC0001138_ct

Sekil 4.4. antiSMASH programi ile kontig 1’de biyosentetik gen kiimelerinin sematik gosterimi.

m antibiotics & Secondary Metabolite Analysis SHell @ @ @ @

SMASH  Version 4.2.0
L

Select Gene Cluster:
{ Overview 1 2345 )

Identified secondary metabolite dusters
Cluster Type From To Most similar known cluster MIBiG BGC-ID

The following clusters are from record Strep-sp-BA2_2_1:

s : a
Cluster Cf_putative 183155 204619 Elaiophylin_biosynthetic_gene_cluster (20% of genes show BGC0000053_c1
i similarity)

SUSer ot sacharide 24521 336024 -

gluster Ectolie 4213 43259 girilﬁ?a?\{yc;n_biosynthetic_gene_cluster (9% of genes show BGC0001147_ct

| B id- = 1l i 1 0,
Cluster  T3pks-Nrps-Cf_fatty_acid-Butyrolactone 49705 517123 Merochlorin_biosynthetic_gene_cluster (53% of genes show BGC0001083_c1

4 Phenazine similarity)
gluster T2pks-Butyrolactone 527072 585862 Auricin_biosynthetic_gene_cluster (44% of genes show similarity)  BGC0000201_c1

Sekil 4.5. antiSMASH programi ile kontig 2°de biyosentetik gen kiimelerinin sematik gdsterimi.
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BA2 izolatimin genomundaki sekonder metabolizma gen kiimeleri
incelendiginde bunlarin birbirinden oldukg¢a farkli metabolik yolaklar tarafindan
sentezlendigi dikkat cekmektedir (Cizelge 4.6). Bu gen kiimeleri i¢inde poliketid sentaz,
ribosomal olmayan peptid sentetaz, PKS/NRPS hibrit, lantibiyotik, terpen, ektoin, indol,
siderofor vs. gibi bir¢cok bilesik sinifina ait ve farkli dogal iiriinleri sentezleyen gen
kiimeleri bulundu. Biyoaktif bilesiklerin biiyiik bir kismmin biyosentezinden sorumlu
PKS-1, NRPS ve terpen yolaklarina ait 15 farkli gen kiimesi belirlendi. Bunlar
icerisinde, aktinomisin, diazepinomisin ve resistomisin gibi 6nemli antikanser
bilesiklerini iireten gen kiimeleri mevcuttur. Bununla birlikte tetronomisin, aurisin,
komplestatin ve alboflavenon gibi birbirinden farkli antibiyotiklerin sentezinden
sorumlu gen kiimelerinin varligi tespit edildi. Tespit edilen gen kiimelerinin ¢cogu diger
aktinomiset genomlarinda bulunan gen kiimeleri ile oldukc¢a diisiik bir homoloji

vermekte ve urlnleri bilinmemektedir.

Cizelge 4.6. Streptomyces sp. BA2’nin genomunda sekonder metabolit biyosentetik gen
kiimelerinin antiSMASH programi ile tanimlanmasi

Biyosentetik | Sayisi1 | Kiime numarasi Uriinii bilinen en yakin Benzerlik

gen kiimesi biyosentetik gen kiimesi (%)

tiirii

PKS-I 5 2 Galbonolide 10
13 Tiacumicin B 6
9 Tetronomycin 78
63 Arsenopolyketide 20
73 Rifamycin 3

PKS-I1I 1 5*(Butyrolactone) Auricin 44

PKS-III 2 77 BE-14106 17
90 (Lassopeptide-PKSIII) Herboxidiene 2

NRPS 5 11 Complestatin 93
60 Enduracidin 10
67 (Terpen -NRPS) Griseobactin 52
74 (Ectoine-NRPS) Kosinostatin 14
91 Actinomycin 89

PKS-I/NRPS | 1 94 Daptomycin 7

Hibrit

PKS-1I/NRPS | 1 62 Resistomycin 55

Hibrit

PKS- 1 4*(Butyrolactone- Merochlorin 53

IHI/NRPS Phenazine)

Hibrit

Terpen 5 7 2-methylisoborneol 75
57 Albaflavenone 100
68 Eslesme yok -
72 Hopene 92
82 Meridamycin 5

Lantipeptid 1 34 AmfS 80

Siderofor 3 39 Desferrioxamine_B 83
59 Eslesme yok -
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78 Scabichelin 20
Melanin 1 55 Istamycin 5
Ectoine 2 27 Ectoine 100
3* Distamycin 9
Bacteriocin 2 61 Eslesme yok -
79 Eslesme yok -
Indole 1 93 7-prenylisatin 40
Lassopeptide | 1 3 Chalcomycin 4
Other 1 14 Diazepinomicin 67
Cf _saccharide | 8 8 Eslesme yok -
19 Nocathiacin 4
22 Eslesme yok -
26 Eslesme yok -
36 SCO-2138 42
41 Eslesme yok -
58 Nanchangmycin 6
2* Eslesme yok -
Cf_fatty_acid | 5 1 Kosinostatin 3
35 A54145 3
43 Eslesme yok -
64 Goadsporin 12
66 Eslesme yok -
Cf_putative 53 4 Eslesme yok -
5 Eslesme yok -
6 Kirromycin 3
10 A201A 5
12 Herboxidiene 3
15 Eslesme yok -
16 Sch47554 7
17 Kanamycin 1
18 Eslesme yok -
20 Meilingmycin 3
21 Eslesme yok -
23 Streptomycin 10
24 Eslesme yok -
25 Eslesme yok -
28 Eslesme yok -
29 Paromomycin 5
30 Eslesme yok -
31 Eslesme yok -
32 Eslesme yok -
33 Platencin 6
37 Eslesme yok -
38 Eslesme yok -
40 Eslesme yok -
42 Eslesme yok -
44 Eslesme yok -
45 Eslesme yok -
46 Eslesme yok -
47 Eslesme yok -
48 Eslesme yok -
49 Eslesme yok -
50 Eslesme yok -
51 Eslesme yok -
52 Chrysomycin 5
53 Eslesme yok -
54 Eslesme yok -
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56 Eslesme yok -
65 Kanamycin 53
69 Eslesme yok -
70 GE81112 10
71 Pyrrolomycin 5
75 Neocarzinostatin 6
76 Sch47554 5
80 Cosmomycin_D 5
81 Ansamitocin 4
83 Kanamycin 1
84 Eslesme yok -
85 Eslesme yok -
86 Endophenazines 13
87 Nanchangmycin 6
88 A54145 3
89 Lactonamycin 3
92 Fredericamycin 6
1* Elaiophylin 20

*Kontig 2

antiSMASH programinin bu c¢alismada da kullanilan son siiriimii olan 4.2.0
versiyonuna, gen kiimesi tahminleri i¢in “ClusterFinder (Cf)” adinda ve ozellikle
bakteriyel gen kiimelerinin sinirlarini ortaya koyan yeni bir algoritma eklendi (Weber ve
ark., 2015; Blin ve ark., 2017). “ClusterFinder” tarafindan tespit edilen ve bilinen
herhangi bir yolak icerisinde kategorize edilemeyen fakat bir gen kiimesi olma
potansiyeli tasiyan piitatif gen kiimeleri, Cimermancic ve arkadaslar1 (2014) tarafindan
tanimlanan siiflandirma kurallara goére 3 biyosentetik tipte kategorize edildi. Bunlar;
sakkarit (Cf saccharide), yag asidi (Cf fatty-acid) ve piitatif (Cf putative) olarak
adlandirilan gen kiimeleridir. BA2 nin genomunda bu gen kiimelerinden sirasiyla 8, 5
ve 53 olmak iizere toplamda 66 adet bulunmaktadir. Putative sakkarit biyosentetik gen
kiimeleri; hiicreye bagli, lipopolisakkarit, polisakkarit A veya kapsiiler polisakkarit
uretirler. Mikrop-konak veya mikrop-mikrop etkilesimlerinde 6nem arz eden bu
polisakkaritlerin difiizlenebilenleri antibakteriyel etkiye sahiptir. Yag asidi olarak
simiflandirilan kategori (Cf fatty-acid) fenazin gen kiimelerini tespit etmektedir ki bu

bilesikler giiglii biyoaktiviteye sahip ve redoks-aktif sekonder metabolitlerdir.
4.1.3. Streptomyces izolatlarinin Dereplikasyon ve Network Analizleri

Tiim Streptomyces izolatlarina ait GYM, TAS ve TKN sivi kiiltiirlerinin,
etilasetat, diklorometan ve metanol ile ekstrakte edilen metabolitlerinin LC-MS/MS
analizleri yapildi. Yapilan analizlerden elde edilen MS/MS spektumlarinin ilgili veri

tabanlarinda incelenmesinin neticesinde izolatlarin, bilesik kiitiiphanelerinde simdiye
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kadar bulunmus bilesikler ile benzerligi (dereplikasyon analizleri) ve yeni olmaya aday

bilesikleri tespit i¢in network kuruldu.
4.1.3.1. ‘GNPS’ Dereplikasyon Analizi

Yapilan analizler sonucunda Streptomyces izolatlarmma ait MS/MS
spektrumlarinin  GNPS  kiitiiphanesindeki mevcut biyoaktif sekonder metabolitler
icerisinde 12 tanesi ile yiiksek oranda benzerlik gosterdigi tespit edildi (Cizelge 4.7).
Besiyerlerinin minimal ya da igerik olarak zengin olmasina bagli olarak Streptomyces
izolatlarinin farkli biyoaktif dogal {irlinler {irettigi gozlendi. Bununla birlikte
coziiciilerin polaritesine bagli olarak da farkli dogal drlinlerin elde edildigi
goriilmektedir. Bu bilesiklerden sirasiyla; timor promotoru ve antitiimor aktivitelerine
sahip Lyngbyatoxin A ve Aktinomisin D’nin birden fazla izolat tarafindan farkl
besiyerlerinde iiretildigi tespit edildi. CA17 izolatina ait GYM kiiltiirii etilasetat ile
ekstrakte edildiginde Enterocin, diklorometan ile ekstraksiyonunda Alteramide B
bilesiginin elde edildigi goriilmektedir. Dikkat ¢ceken analiz sonuglarindan biri de BA2
izolatinin TAS besiyeri ile diklorometan ¢oziiclisii kullanildiginda Malyngamide K,
TKN besiyeri ve diklorometan ¢oziiciisii kullanildiginda Bouillonamide B bilesiklerini
urettigi gozlenmektedir. Bir diger ©6nemli bulgu ise her iki bilesik de deniz
siyanobakterileri tarafindan sentezlendigi bilinen dogal iiriinlerdir. Aktinomisetlerden
ilk defa rapor edilmistir. Yine diger izolatlarimizdan AA50 TKN besiyeri diklorometan
¢oOziicii sistemiyle Lymphostin, CAH29 TAS besiyeri diklorometan ¢oziicii sistemiyle
Enterocin, BS40 GYM besiyeri etilasetat ¢oziicli sistemiyle Kimbeamide A-C ve AS41
izolatinin TKN besiyeri diklorometan ¢6ziicii sistemiyle Hectochlorin bilesigini iirettigi
tespit edildi. Kimbeamide A-C ve Hectochlorin de deniz syanobakterileri tarafindan

tiretilen dogal tirtinlerdir.
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Cizelge 4.7. Streptomyces izolatlarina ait dereplikasyon analizi (D: Diklorometan, E: etilasetat, M:
Metanol)
GYM TAS TKN

AA50 | Lyngbyatoxin A (D,M) Euphodendroidin Lyngbyatoxin A (M)
Actinomycin D (M, E) A (D) Lymphostin (D)
Euphodendroidin F (E) Euphodendroidin F(E)

AS41 Actinomycin D (M) Actinomycin D (D) | Actinomycin D (D)
Euphodendroidin A (E) Hectochlorin (D)
Euphodendroidin F (E) Euphodendroidin A (E)

BA2 Actinomycin D (D,M,E) | Actinomycin D Actinomycin D (D,E)

(D,M,E) Bouillonamide B (D)
Malyngamide K Euphodendroidin A (E)
(D)

Euphodendroidin

A (D)

euphodendroidin F

(E)

BS40 Lyngbyatoxin A (M) Euphodendroidin F | Euphodendroidin F (D)
Kimbeamide_A-C (E) (M) Actinomycin D (M)
Euphodendroidin A (E) Euphodendroidin Euphodendroidin A (E)

A (E)

CAl17 | Lyngbyatoxin A (D,ME) | Actinomycin D Lyngbyatoxin A (D)
Alteramide B (D) (D,M) Euphodendroidin F (D)
Euphodendroidin A (D,E) | Stypoltrione (D)

Actinomycin D (M) Lyngbyatoxin A

Enterocin (E) (M,E)
Euphodendroidin F
(E)
euphodendroidin A
(E)

CAH29 | Lyngbyatoxin A (D,M) Lyngbyatoxin A Lyngbyatoxin A (D)
Actinomycin D (D) (D) Actinomycin D (D)
Euphodendroidin A (E) Enterocin (D) Euphodendroidin F (E)

Euphodendroidin F | Euphodendroidin A (E)
(E)
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4.1.3.2. ‘GNPS’ Network Analizi

6 izolat tarafindan tiretilen tiim bilesiklerin birbirleriyle ve ayn1 zamanda bilesik
kiitliphanelerinde bulunan diger bilesiklerle spektral benzerligini tespit ederek
bilesiklerin identifikasyonunu saglamak amaciyla network analizleri yapildi. Sekil
4.6°de; ekstraktlarin LC-MS/MS analizleri neticesinde elde edilen tiim spektrumlarin
yer aldigr network analizi goriilmektedir. Molekiiler network analizleri sonucunda
networkun 2001 kutucuk (node) ve 3199 kenardan (edge) olustugu tespit edildi. Bu
kutucuklardan 110 tanesi (% 5) BA2, 106 tanesi (% 5) CA17, 41 tanesi (% 2) CAH29,
24 tanesi (% 1) AS41, 31 tanesi (% 2) BS40, 42 tanesi (% 2) AA50, 9 tanesi negatif
kontrol ve 108 tanesinin (% 5) pozitif kontrollere ait oldugu bulundu. Geriye kalan 1530
sinyal (% 76) ise tim gruplar tarafindan ortak olarak {tretilmistir (Sekil 4.7).
Networktaki her bir kutucuk izolatin iirettigi herhangi bir bilesige ait MS/MS
spektrumunu temsil etmektedir. Kenarlar ise birbiri ile iligskili olan spekrumlarin —
dolayisiyla bilesiklerin- arasindaki benzerligin vektorel oOlgiisiinii  belirtmektedir.
Network olusturulurken, 6 izolatin iiretildigi kiiltiirlerin ekstraktlari, pozitif kontroller (7
farkli antibiyotik) ve negatif kontroller (izoatlarin iiretildigi besiyerleri) kendi aralarinda
gruplandirilmistir. Pozitif kontrol olarak vankomisin, kanamisin, eritromisin, nalidiksik
asit, Kklortetrasiklin hidrokloriir, amfoterisin B ve daunorubisin hidrokloriir
antibiyotikleri kullanilmigtir. Negatif kontrol olarak ise GYM, TAS ve TKN besi yerleri
kullanilmistir. Her bir gruba ait 6zgiin kutucuklar farkli renkler ile gosterilmektedir.
Bunlarin disinda olugan ortak yani birden fazla izolat ve pozitif kontroller tarafindan
tiretilen bilesiklerin spektrumlarir program tarafindan ayri bir renk ile gosterilmektedir.
Network, benzerlik oranina bagh olarak tekli ya da birbiri ile kenarlarla ilintili
kutucuklardan meydana gelmektedir. Birbiriyle benzer kutucuklar bir araya gelerek
kiimeleri meydana getirirler. Elde edilen network icerisinde birbiri ile benzerlik
gostermeyen ama kendi icinde MS/MS spektrumlarinin benzerlik gdstermesinden

dolay1 100°den fazla kiime mevcuttur.
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Sekil 4.6. Tiim izolatlardan elde edilen Network’e genel bir bakis: AA50- Gri,
AS41-Koyu mavi, BA2-Pembe, BS40-Kirmizi, CA17- Sari, CAH29-
Yesil, Pozitif kontroller -Turkuaz, Negatif kontroller -A¢ik yesil,
Ortak sinyaller- Mavi
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W BA2

m CA17
m CAH29
W AS41

m BS40

H AA50
Pozitif Kontrol
Negatif Kontrol

Ortak Iyon

Sekil 4.7. Biitiin gruplar tarafindan iiretilen kutucuklarin oransal dagilimi
4.1.3.3. Streptomyces sp. BA2 izolatina Ait ‘GNPS’ Network Analizi

Streptomyces sp. BA2 izolatinin iiretmis oldugu metabolitlerin hem bilesik
kiitiiphaneleriyle hem de pozitif kontrollerimizle (vankomisin, kanamisin, eritromisin,
nalidiksik asit, klortetrasiklin hidrokloriir, amfoterisin B ve daunorubisin hidrokloriir)
olan spektral benzerliginin incelenmesi i¢in molekiiler network analizi gergeklestirildi.
Sekil 4.8” de goriilen molekiiler network analizi 1418 kutucuk (node) ve 1977 kenardan
(edge) olusmaktadir. Molekiiler network analizinde BA2 izolatinin ve pozitif

kontrollere ait kutucuklar farkli renklerle belirtilmektedir.
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Sekil 4.8. Streptomyces sp. BA2 izolatina ait network analizi; BA2- Yesil,
Kanamisin-Gri, Klortetrasiklin hidrokloriir-Turkuaz,
Daunorubisin hidrokloriir-Koyu mavi, Nalidiksik asit- Pembe,
Eritromisin-Kirmizi, Vankomisin-Sar1, Amfoterisin B-A¢ik yesil,

Ortak sinyaller-Mavi
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4.1.4. Glikogenomik calismalar

Bir dogal iirtiniin MS/MS ile elde edilen spesifik kiitle fragmentasyon verileri
incelenerek igerdigi muhtemel seker initelerinin tespiti ve bu sekerlerin
biyosentezinden sorumlu genlerin genomda bulunmasi temeline dayanan glikogenomik
yaklasim ile BA2 metabolitleri incelendi. Baz1 spesifik iyonlar ayni sekerleri isaret
edebilir. Bu durumda molekiiler networking verileri 6énemli olmakta ve molekiillerin
diger kisimlar1 olan aglikon bolgelerin arasindaki spektral benzerlik Onem
kazanmaktadir. Caligmada kullanilan pozitif kontroller, molekiil agirliklar1 ve kimyasal
yapilart ve aynm1 zamanda icerdikleri seker iiniteleri ¢izelge 4.8 de verilmistir.
Glikogenomik stratejisinin glikolize dogal iirlin tespitinde ¢aligtigini test etmek igin
pozitif kontrollerimizden eritromisine ait 719.477 Da molekiiler iyonu seker sinyalleri
acisindan incelendi. Yapilan inceleme sonucunda bu oOnciil iyonda 158 B ve 157 Y
sinyallerinin varlig1 belirlendi (Sekil 4.9). Bu molekiil agirligindaki B ve Y iyonlarina
karsilik gelen spesifik sekerler ve bunlarin biyosentezinden sorumlu genler ¢izelge
4.9°de belirtilmektedir. Glikolize dogal iiriinlerin gen kiimesindeki seker biyosentez
genleri, ortak ve spesifik olarak smiflandirilmaktadir (Kersten ve ark., 2011).
Eritromisin, PKS-1 biyosentetik sistemiyle sentezlenen ve D-desosamine sekeri igeren
makrolid bir antibiyotiktir. Molekiiler network ¢aligmalari ile ilgili sinyalin eritromisine
ait oldugu, spesifik seker sinyalleri (158 B ve 157 Y iyonlar1) sayesinde ise icerdigi
seker tinitesi tespit edildi. Bu sekerin biyosentezinden sorumlu ortak ve spesifik genler
cizlgede goriilmektedir. BA2 izolati eritromisin {ireticisi olmadig1 ig¢in bu genler

genomda herhangi bir gen kiimesinde beraber bulunmamaktadir.
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Cizelge 4.8. LC-MS/MS analizlerinde pozitif kontrol olarak kullanilan bilesikler
Isim Seker Tip
Daunorubisin L-Daunosamine Tip Il PKS
Eritromisin D- Desosamine Tip | PKS
Mycarose
Vankomisin Vancosamine Tip Il PKS
on © NHMe
"H;OH
0
/' \U
OH
HO
0,
A N ¢
INGHs
HO
NH,
M A= 1449263 ghmol '
OH
Amfoterisin B Mycosamine Tip | PKS OH o
0. o~ \/Jk\ ~J .OH
HC .0 UHﬂ OH OH OH O : COOH
NN \/\\/’\/"xrf\r'
) CH; Q
M A= 924.079 ghmol [,
NH; Ol
HO
Kanamisin Paromamine NH,
Neamine
HaN NH. OH
0
0 0 OH
HO. OH OH
o]
M A=484 440 g/mol
HaN
OH OH
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Sekil 4.9. Eritromisine ait 719.477 molekiiler iyonun MS/MS spektrumu
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Cizelge 4.9.  Eritromisine ait 719.477 Da molekiiler iyonunda tespit edilen B ve Y seker iyonlarina
karsilik gelen seker ve bunun biyosentezinden sorumlu genler

Y iyonu B iyonu | Seker Ortak Spesifik
(Da) (Da) genler genler
157 158 D-desosamine NT, 4,6- | 3,4-DH, 3-
DH AmT, N,N-
MT, oxDA

NT; nucleotidylyltransferase, DH; dehydratase, AmT; aminotransferase, N,N-MT; dimethyltransferase,

oxDA; oxidative deaminase.

Streptomyces sp. BA2 izolatina ait molekiiler networkdan alinan bir kiime
incelendiginde (sekil 4.10) BA2 izolat1 ve pozitif kontrol kanamisin ile ortak olarak
iretilen 324.142 Da agirlikli molekiiler iyonun MS/MS fragmentleri incelendi. Yapilan
inceleme sonucunda bu iyonun 115 (B iyonu) ve 114 (Y iyonu) sinyallerine sahip
oldugu belirlendi. MS/MS fragmentasyonlarinda goriilen spesifik B ve Y iyonlarinin L-
rhodinose sekerine ait oldugu bulundu. Bu sekerin biyosentezinden sorumlu genler
cizelge 4.10°da detayli olarak belirtilmistir. Ilgili genler BA2 nin genomunda tarandi. L-
rhodinose sekeri bu ¢alismada kullanilan pozitif kontrollerde bulunmamaktadir. Ancak
hem ortak hem de spesifik biyosentez genleri 2. Kontigde 5 no’lu gen kiimesinde
bulunmaktadir (Sekil 4.11). Bu gen kiimesindeki seker biyosentez genleri lactonamycin
seker biyosentez genlerine ¢ok benzerdir. BA2 genomunda bulunan 5 no’lu gen kiimesi
ile lactonamycin gen kiimesindeki genler total olarak % 41 olup benzerlik ¢ogunlukla
seker biyosentez genlerinden ibarettir. Lactonamycin, L-rhodinose sekerine sahip, PKS-
[I/Butyrolactone biyosentetik sisteminin {iriinii, antibakteriyal ve antitimdr aktivitesi
olan glikolize bir antibiyotiktir (Matsumato ve ark. 1999). Ilgili sinyalin bu gen
kiimesinin {iriinii olabilme ihtimali yiiksektir. Bu kiime, simdiye kadar bulunan diger
gen kiimeleri ile diisilk benzerlige sahip oldugu i¢in L-rhodinose igeren yeni bir

glikolize PKS-II gen kiimesi olma ihtimali yiiksektir.
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¢ BAZ ve kanamisine ait

ortak sitryal

Sekil 4.10. 324.142 Da molekiiler iyonun bulundugu network kiimesi

Cizelge 4.10. BA2 ve kanamisin ile ortak olarak iiretilen 324. 142 molekiiler iyonunun igerme
ihtimali olan seker ve bunun biyosentezinden sorumlu genler

Y B iyonu | Seker Ortak genler | Spesifik

iyonu | (Da) genler

(Da)

114 115 L-rhodinose NT, 4,6-DH 2,3-DH, 3,4-
DH, 3-KR, 4-
KR, 3,5-E

NT; nucleotidylyltransferase, DH; dehydratase, KR; ketoductase, E; epimerase

Kanamisin, paromamine ve neamine sekerlerini igeren aminoglikozit bir
antibiyotiktir. 324.142 Da’luk molekiiler iyonun spektrumunda bu sekerlere ait B ve Y
iyonu sinyallerine rastlanmamistir. Bundan dolayi, BA2 tarafindan {iretilen bu
metabolitin molekiiler networkte kanamisin ile eslesmesinin aglikon bdlgelerden
kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Genomda kontig 1’de yer alan 65 no’lu gen
kiimesi kanamisin antibiyotigi ile %53 benzerlik gostermektedir. Bu benzerlik
incelendiginde seker biyosentezi disinda kalan genlerin kanamisin ile benzerlik

gostermesi bu diisiinceyi teyit etmektedir.
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Sekil 4.11. (a) BA2 genomunda kontig 2 de yer alan 5 no’lu gen kiimesi (b) En yakin benzerlik
gosterdigi Lactonamycin gen kiimesi. L-rhodinose seker biyosentez genleri: 522;
4,6DH (dehyrogenase), 523; 3,4DH (dehydrogenase), 524; 2,3DH (dehydrogenase),
525; 3-KR (ketorediiktaz).

Network incelemelerimize gore BA2 metabolitleri arasinda 460,268 Da’luk bir
sinyalin pozitif kontrol olarak kullanilan antibiyotikler ile iliskili oldugu belirlendi
(Cizelge 4.11). Bu sinyalin MS/MS spektrumunda spesifik seker sinyalleri incelendigi
zaman L-daunosamine iliskin 130 Da’luk spesifik sinyale rastlandi. Bu seker, bazi
kanser tiirlerinin tedavisinde kullanilan antrasiklin bir kemoterapik olan daunorubisin
(daunomisin)’in yapisinda yer alan bir sekerdir. Bunun biyosentezinde gorev alan ortak
ve spesifik genler ¢izelge 4.11°de goriilmektedir. Daunorubisin PKS-II biyosentez
mekanizmasiyla sentezlenen bir molekiil olup kiitlesi 527,52 g/mol’diir. Genom
incelemelerimiz sonucunda heniiz bu sinyale iliskin bir gen kiimesi bulamamis olmakla

beraber bu konudaki taramalarimiz devam etmektedir.
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Cizelge 4.11. BA2 ¢izelgedeki pozitif kontrollerle ortak olarak iiretilen 460.268 molekiiler
iyonunda tespit edilen seker ve onlarin biyosentezinden sorumlu genler

Pozitif kontrol | Sinyalin | Y iyonu |B Seker Ortak | Spesifik
kiitlesi | (Da) iyonu genler | genler

(Da) (Da)

Tetrasiklin 460,268 | 129 130 L-daunosamine | NT, 2,3-DH,

Nalidiksik 4,6-DH | 4-KR,

Asit 3,9E,

Vankomisin 3-AmT

Kanamisin

Daunorubisin

NT; nucleotidylyltransferase, DH; dehydratase, KR; ketoductase, E; epimerase, AmT; aminotranferase

Streptomyces sp. BA2’nin iirettigi baska bir metabolitin MS/MS sinyali 438,315
olup, bu sinyal icerisinde 157 Da Y iyonu ve 158 Da B iyonu tespit edildi (Cizelge
4.12). Bunlar, sinyalin networkte iliski gosterdigi pozitif kontrollerimizden biri olan
eritromisin antibiyotiginin sekeri D-desosamine 6zgii kayma degerleridir. Eritromisin
PKS-I sistemi tarafindan sentezlenen bir makrolit antibiyotiktir. Genomda eritromisin
gen kiimesi olmadig: i¢in diger PKS-I biyosentetik gen kiimeleri incelendi. Genomdaki
PKS-I gen kiimelerinden biri olan 1. Kontigteki 2 no’lu PKS-I kiimesi galbonolide
bilesigi ile benzerlik gostermektedir. Galbolonid de, eritromisin gibi 14 {yeli bir
makrolid halkasina sahip, 5 metilmalonat, 1 asetat ve 1 propionat {initesinin
kondensasyonundan olusmaktadir. Bu da dahil olmak iizere genomda bulunan PKS-I
gen kiimelerinde 2, 13, 9, 63 ve 73 ilgili seker biyosentez genlerine rastlanmadigi igin,
ilgili sinyalin bu gen kiimelerine ait bir bilesik olmadigi belirlendi. Dolayisiyla bu
bilesigin L-daunosamine sekeri igeren yeni bir bilesik olabilecegi diisiiniildii. Bu
sinyalin hem aglikon bdlgeler hem de seker biyosentez genleri i¢in genom taramalari

devam etmektedir.

Cizelge 4.12. 438.135 molekiiler iyonunda tespit edilen seker ve onlarin biyosentezinden sorumlu genler.

Pozitif Sinyalin | Y iyonu | B iyonu | Seker Ortak Spesifik

kontrol kiitlesi | (Da) (Da) genler genler
(Da)

Kanamisin 438,315 | 157 158 D-desosamine | NT, 4,6- | 3,4-DH,

Daunorubisin DH 3-AmT,

Eritromisin N,N-MT,

Vankomisin oxDA

Amfoterisin

B
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NT; nucleotidylyltransferase, DH; dehydratase, AmT; aminotransferase, N,N-MT; dimethyltransferase,

oxDA; oxsidative deaminase

4.2 Tartisma

Coklu direnclilik gdsteren patojenik bakterilerin ortaya ¢ikma sikligindaki artig
ilag endiistrisinde daha rasyonel yaklagimlar ve stratejiler igin acil talep yaratmustir.
Yeni biyoaktif bilesiklerin bulunmasi, ¢esitli patojenlerle miicadele etmek igin
antimikrobiyal 6zelliklere sahip yeni biyomolekiillere olan talebi karsilamaya ¢alisan ve
bitmeyen bir siiregtir. Aktinomisetler, sekonder metabolitler i¢in ¢ok iyi kaynaklar olup
biyoteknolojik olarak degerli bakterilerdir. Kesfedilen dogal antibiyotiklerin 2/3’1
aktinomisetler tarafindan iretilmistir. Calismamizda daha Once arastirma grubumuz
tarafindan molekiiler teshisi yapilmig Streptomyces izolatlarindan en iyi biyosentetik
kapasiteye sahip 6 izolat se¢ilmistir. Bu izolatlar tarafimizca modifiye edilen {i¢ farkli
besiyerinde tretilip elde edilen metabolitler ii¢ farkli ¢oziiclide ekstrakte edilerek ilk
etapta antimikrobiyal aktiviteleri arastirilmistir. Bu arastirma sonucunda 6 izolatimizin
da GYM besiyeri ve etil asetat ekstraktinda en i1yi antimikrobiyal aktiviteyi gosterdigi
belirlendi. Cevresel degisimler, en 6nemlisi karbon, azot ve fosfat gibi besin kaynaklari
ve elbette iz elementlerin Streptomyces’larda biyoaktif metabolitlerin sentezini
etkiledigi bilinmektedir. Dolayisiyla ¢evresel (sicaklik, pH, nem) ve besinsel (kiiltiir
ortaminin bilesenleri) sartlarin optimal olmasi sekonder metabolit {liretimini 6nemli
Olgide etkilemektedir. Besiyerlerinin  mikroorganizmalarin antimikrobiyal bilesik
iretme kapasitelerinin lizerinde etkisinin oldugu bilinmektedir (Kumar ve ark. 2014).
Kullandigimiz GYM besi yerinin igerik olarak zengin olmasi ve karbon kaynagi olarak
besiyerinde glukoz bulunmasi1 sekonder metabolit sentezini arttirmistir. Benzer
calismalarda karbon kaynag: olarak glukozun kullanilmasiyla en yiiksek antimikrobiyal
aktivite elde edildigi ileri striilmistiir (Singh ve ark. 2009, Atta 2011). Buna karsin
Thakur ve ark. 2009 yilinda yaptiklar bir ¢calismada maksimum biiylime ve antibiyotik
iretimini karbon kaynagi olarak mannitol kullandiklarinda elde ettiklerini rapor
etmislerdir. Karbon kaynagi ile birlikte kullanilan azot kaynaklarinin da antimikrobiyal
aktivite lizerinde 6nemli derecede etkili oldugu bilinmektedir. Bu kaynaklarin basit veya
kompleks yapili olmalar1 ya da organik ve inorganik olma durumlar1 antimikrobiyal
aktivite lizerinde farkli etkiye sahip olabilirler. Yapilan bir calismada organik azot

kaynaklarinin inorganik kaynaklara gére daha verimli oldugu belirtilmektedir (Singh ve
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ark. 2009). Izolatlarimizdan BS40 ve CAH29 GYM besiyeri ve etil asetat
ekstraktlarinda tiim test organizmalarina kars1 genis spektrumda antimikrobiyal aktivite
gostermistir. Ozellikle CAH29 izolatinin GYM besiyeri ve etil asetat ekstraktlarinda S.
aureus ve C. albicans’a kars1 >30 mm, TAS ve TKN besiyeri ektraklarinda S. aureus’a
kars1 sirastyla 23 ve 18 mm capinda inhibisyon etkisi gostermesi dikkat cekicidir.
Bunun yan1 sira GYM besiyeri ve diklorometan ektraktlarinda da S. aureus (26 mm) ve
C. albicans’a (>30 mm) kars1 onemli derecede inhibisyon etkisi gosterdigi tespit
edilmistir. S. lavendulocolor’un iiretmis oldugu antimikrobiyal metabolitlerin
belirlenmesi i¢in yapilan bir ¢alismada izolata ait metabolitlerin S. aureus’a karsi 21
mm’lik bir zon olusturdugu belirtilmektedir (Bindu ve ark. 2017). Diger
izolatlarimizdan CA17 TKN besiyeri ve etil asetat ekstraktlarinda hem Gram pozitif
hem de Gram negatif mikroorganizmalara karsi genis spektrumda antimikrobiyal
aktivite gosterdigi belirlendi. Buna karsin BA2 izolati her ii¢ kiiltiiriin de etil asetat
ekstraktlarinda gram pozitif bakterilere karsi giiclii bir inhibisyon etkisi gostermistir.
GYM besiyeri ve diklorometan ekstraklarinda ise Gram pozitif, Gram negatif ve C.
albicans’a kars1 antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir. Yine AAS50
izolatiminz GYM besiyeri ve diklorometan ektraktlarinda S. aureus (18 mm) ve B.
subtilis’e (24 mm) kars1 giiglii bir sekilde antimikrobiyal aktivite gostermistir. Benzer
bir ¢alismada Streptomyces izolatlarinin S. aureus ve B. subtilis e kars1 sirasiyla 15 mm
ve 17 mm ¢apinda inhibisyon etkisi gosterdigi ifade edilmektedir (Viyajakumar ve ark.
2012). Izolatlarimiz metanol ekstraktlarinda Gram negatif bakterilere kars1 herhangi bir
antimikrobiyal aktivite gostermemislerdir Ancak BA2 izolatimiz GYM ve TAS
besiyerlerinde gram pozitif bakterilere karst etkili bir antimikrobiyal aktivite
gostermistir. Coziicli olarak etil asetatin kullanildig1r bazi ¢alismalarda antimikrobiyal
aktivitenin daha yiiksek oldugu rapor edilmektedir (Awla ve ark. 2016, Vijayakumar ve
ark. 2012, Ganesan ve ark. 2017). Yukarida verilen karsilagtirmalarda gorildiigi gibi
izolatlarimizin {iretmis oldugu biyoaktif metabolitlerin giliclii bir antimikrobiyal

aktiviteye sahip olduklari ortaya ¢ikmustir.

Antibiyotik kesif caligmalarinda uzun bir aradan sonra, 1990’11 yillarda, dogal
tirtinler yeni ila¢ adaylarinin kesfiyle yeniden dikkatleri tizerine ¢ekmistir. Dogal iiriin
aragtirmalarinda yeni ilag adaylarinin bulunmasindaki diisiisiin temel sebeplerinden biri

dereplikasyon olayidir. Arastirmalar1 6nemli Olglide sekteye ugratabilecek bu gibi
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durumlar1 asmak i¢in yeni metotlar gelistirilmistir. Bu ama¢ dogrultusunda yapilan
metabolomik ¢aligmalar bir organizmanin biitin metabolitlerini genis kapsamli bir
sekilde tanimlanmasina olanak saglamaktadir. Metabolom ¢alismalarinda kiitle
spektrometresi (MS) giin gectikce daha fazla kullanilmaktadir. Kiitle spektrometresinin
stvi kromatogfi (LC), gaz kromatografi (GC) ve niiklear magnetik rezonans (NMR) gibi
tekniklerle kombine olabilmesi dogal iiriin arastirmalarinda 6nemli kolayliklar
saglamaktadir. Bununla birlikte LC-MS/MS verilerinin genom temelli yaklasimlarla
birlikte kullanilmas1 poptileritesini daha da artirmaktadir. Yapilan tiim ¢alismalarda elde
edilen verilerin genom temelli biyoinformatik programlarla birlikte degerlendirmesine
yonelik informatik programlarin gelistirilmesi bu konuda ilham verici olmustur. Yeni
gelistirilmis ve siirekli kendini yenileyen biyoinformatik programlardan biri de GNPS
veri tabanidir. LC-MS/MS spektrumlarinin kiyaslanmasi ve iligkilerinin belirlenmesine
dayali GNPS veri tabani, bilinen bilesiklerin ekstrakt halindeyken tespit edilmesi ve
yeni bir bilesik olma potansiyeli tagiyan bilesikler hakkinda ipucu vermesi agisindan
onemli bir yaklasimdir. Yaptigimiz c¢alismada Streptomyces izolatlarina ait verilerin
dereplikasyon analizleri GNPS veri tabami kullanilarak gergeklestirildi. Yapilan
analizlerde izolatlarimiza ait veriler GNPS veri tabanindaki bilinen bilesiklerin 12
tanesiyle benzerlik gosterdi. Izolatlarimizdan Streptomyces sp. BA2 izolatinin TAS
besiyeri kullanildiginda Malyngamide K, TKN besi yeri kullanildiginda Bouillonamide
B bilesigini trettigi tespit edildi. Bu bilesikleri bizim a¢imizdan 6nemli kilan bir diger
husus da her iki bilesigin deniz siyanobakteriler tarafindan sentezlendigi bilinen dogal
irlinler olmasidir. Malyngamidlerin birgok analogunun bulundugu ve bunlarin
antikanser, antiinflamatr ve antimalaryal gibi biyolojik aktivitelere sahip oldugu rapor
edilmistir (Jiang ve ve ark. 2018). Bouillonamidlerin ise sitotoksik aktiviteye sahip
olduklart bildirilmistir (Tan ve ark. 2013). Yine deniz siyanobakterileri tarafindan
sentezlenen Kimbeamide A-C; izolatlarimizdan BS40, Hectochlorin ise AS41
tarafindan {retildikleri tespit edildi. Bu metabolitler simdiye kadar deniz
siyanobakterilerinden rapor edilmis olup, Streptomyces tiirleri tarafindan iretimleri ilk

kez rapor edilmistir.

Mikroorganizmalar; oOzelikle Streptomyces’lar igerik olarak zengin besi
yerlerinde sahip olduklar1 biyoaktif sekonder metabolit iiretme potansiyellerinin

tamamini veya biiylik bir kismimi1 sergilemeyebilirler. Bu organizmalar bulunduklari
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ortamda herhangi bir tehdit unsuruyla karsilagsmadiklar1 zaman mevcut dogal iiriin
tiretme potansiyellerini kullanma geregi duymayabilirler. Boyle iiretimi yapilmayan
genler kriptik olarak adlandirilmaktadir. Kriptik genlerin biyoaktif sekonder metabolit
iiretme potansiyelleri, farkli besiyerlerinde iiretmek veya bulundugu ortama tehdit
unsuru olabilecek baska bir organizmanin eklenmesiyle agiga cikarilabilir. Zira
Streptomyces’lar sekonder metabolitlerini, farklilasma, diizenleme, tasima, haberlesme,
savunma gibi birgok biyolojik olayin gergeklesmesinde etkin olarak kullanirlar. Nitekim
calismamizda kullandigimiz igerik olarak zengin GYM besiyeri ve minimal TAS ve
TKN besiyerlerinde farkli bilesiklerin gozlenmesi bu durumu destekler niteliktedir.
Bunun yami sira farkli polariteye sahip ¢oziiciilerin kullanilmasi da farkli biyoaktif
sekonder bilesiklerin elde edilmesiyle sonuclanabilir. Ornegin; Streptomyces sp. CA17
izolatina ait GYM Kkiiltiirii, etilasetat ile ekstrakte edildiginde Enterocin, diklorometan
ile ekstrakte edildiginde Alteramide B bilesiginin elde edilmesi bu yargiyr destekler
niteliktedir.

Molekiiler network analizi ile 6 izolat tarafindan {iretilen metabolitlerin hem
birbirleriyle hem de bilesik kiitiiphanelerinde bulunan diger bilesiklerle olan spektral
benzerlikleri tespit edildi. Molekiiler network olusturulurken elde edilen 2001
kutucugun (node) spesifik olarak en fazla BA2 (110) izolat1 en az ise AS41 (24) izolat1
tarafindan iretildigi belirlendi. Geriye kalan 1530 kutucugun ise; tiim Streptomyces
izolatlar1, pozitif ve negatif kontroller tarafindan ortak olarak {iretildigi tespit edildi. Bu
Kutucuklarin ¢ogunun diger kiitiiphanelerdeki mevcut bilesiklerle herhangi bir
benzerligi goriilmedi. Izolatlarrmiza ait tamimlanmamis kutucuklarin fazla olmasi
onlarin yeni biyoaktif sekonder metabolit iiretme potansiyellerinin yiiksek oldugunu
distindiirmektedir. Bu konudaki GNPS molekiiler network incelememiz devam
etmektedir. Yapilan bir ¢aligmada molekiiler networking’in dereplikasyon stratejisi
olarak kullanilmasi sonucunda 58 bilesigin tespit edildigi belirtilmektedir (Yang ve ark.
2013). Baska bir ¢alismada ise 35 Salinispora izolatina ait ekstraktlarin GNPS veri
tabani kullanilarak dereplikasyon analizlerinin yapilmasiyla bilinen bilesiklerin yani sira
yeni bir bilesik olan Retimisin A bilesiginin izolasyon ve idenfikasyounun yapildig

belirtilmektedir (Duncan ve ark. 2015).
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Yeni nesil genom sekanslama teknolojilerinin son yillarda gostermis oldugu
gelismelere paralel olarak dogal iirlin aragtirmalarinin da pozitif yonde ivime kazandig
goriilmektedir. Yeni teknolojik yoOntemler sayesinde organizma genomlarinin
dizilenmesinde hem maliyet diismiis hem de bu c¢alismalarin kisa siirede gerg¢eklesmesi
arastirmacilara onemli avantajlar saglamistir. Bunun yan1 sira organizmalarin biyoaktif
dogal iriin {retme potansiyelleri ac¢iga ¢ikarilmaktadir. Calismamizda bu
teknolojilerden faydalanarak izolatlarimizdan Streptomyces sp. BA2’nin tiim genom
projesini tamamladik. Bunun sonucunda izolatimizin genomunun 10.043.478 baz
ciftinden olustugu ve GC (Guanin- Sitozin) oraninin % 69.92 oldugu tespit edildi.
Aktinomiset genomlarinin GC oranlarinin yiiksek oldugu bilinmektedir. Tiim genomu
sekanslanan S. autolyticus genomunun 10.029.028 bp (baz ¢ifti) den olustugu ve
sekonder metabolit liretiminden sorumlu 57 putatif gen kiimesinin oldugu GC oranin ise
% 71.19 oldugu rapor edilmektedir (Yin ve ark. 2017). Baska bir calismada tiim
genomu sekanslanan S. fulvissimus genomunun 7.905.75 bp, GC oraninin % 71.5 ve 32
putatif sekonder metabolit gen kiimesine sahip oldugu belirtilmektedir (Myronovskyi ve
ark. 2013). BA2 izolatinin ise antiSMASH programi ile genomunun incelenmesi sonucu
izolatin sekonder metabolit iiretiminden sorumlu 99 putatif gen kiimesine sahip oldugu
belirlendi. Bu kiimelerin birbirinden farkli yolaklar tarafindan sentezlenmesi ve
aktinomiset genomlarinda bulunan diger gen kiimeleriyle diisiik homoloji gostermesi

yeni bilesikler sentezleme potansiyeli agisindan anlamlidir.

Glikozillenmis dogal iirlinlerin MS verilerinden yola ¢ikarak, tahmini seker
kayma degerleri ile mikrobiyal genomlardaki glikolizasyon genleri arasinda bir iliski
kuran glikogenomik yaklasim ile BA2 izolatinin liretmis oldugu metabolitler incelendi.
BA2 izolat1 ve pozitif kontrol kanamisin ile ortak olarak iiretilen 324.142 Da agirlikli
molekiiler iyonun MS/MS fragmentleri incelendiginde spesifik B ve Y iyonlarinin L-
rhodinose sekerine ait oldugu, bu sekerin biyosentez genlerinin 2. Kontigde 5 no’lu gen
kiimesinde bulundugu ve bu genlerin lactonamycin seker biyosentez genlerine olan
benzerligi dikkat cekicidir. Ilgili sinyalin bu gen kiimesinin iiriinii olabilme ihtimali
vardir. Bu kiime, simdiye kadar bulunan diger gen kiimeleri ile diisiik benzerlige sahip
oldugu i¢in L-rhodinose igeren yeni bir glikolize PKS-II gen kiimesi oldugu

diisiiniilmektedir. Gen kiimesinin {irliniinii kesin olarak ortaya koyabilmek ig¢in,
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kiimenin klonlanmasi, heterolog olarak ifade edilmesi ve iirettigi metabolitin yap1

analizlerinin yapilmasi gelecek ¢aligmalarda planlanmaktadir.
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5. SONUC VE ONERILER

1)

2)

3)

4)

S)

6)

Streptomyces izolatlarinin  farkli  kiiltiir ortamlarinda  iiretilmesi  ve
ekstraktlarmin  farkli ¢oziicii sistemleriyle ekstrakte edilmesi sonucunda
sekonder metabolit agisindan cesitlilik gosterdigi tespit edildi.

Yapilan antimikrobiyal aktivite belirleme testleri sonucunda yiiksek zon ¢ap1 ve
genis spektrum agisindan en iyi antimikrobiyal aktivitenin tiim organizmalarda
GYM besi yerinden elde edilen ekstraktlardan elde edildigi belirlendi.

Bu izolatlar arasinda Streptomyces sp. CAH29 izolatinin C. albicans ve S.
aureus lizerinde giiclii bir inhibisyon etkisi (>30) gosterdigi tespit edildi.
Streptomyces izolatlarina ait MS/MS spektrumlart GNPS programinda
incelenerek dereplikasyon analizleri yapildi. Yapilan analizlerde Streptomyces
izolatlarina ait MS/MS spektrumlart GNPS veri tabanindaki bilinen bilesiklerin
12 tanesiyle benzerlik gosterdigi tespit edildi.

Streptomyces sp. BA2 izolatinin genomunun 10.043.478 baz ciftinden olustugu
ve GC (Guanin- Sitozin) oraninin % 69.92 oldugu tespite edildi. antiSMASH
programi ile genomunun incelenmesi sonucu izolatin sekonder metabolit
tiretiminden sorumlu 99 putatif gen kiimesine sahip oldugu tespit edildi.

BA2 metabolitleri igerisinde L-rhodinose sekeri igeren ve genomda kontig 2’de
5 no’lu gen kiimesi ile eslesen bir gen kiimesi bulundu. Seker biyosentez genleri
acisindan lactonamycin genleriyle eslesen bu gen kiimesi, diger biyosentez
genleri agisindan simdiye kadar bulunmus olan dogal {iriin gen kiimeleriyle
diisitk homolojiye sahip olup, yeni bir glikolize sekonder metabolitin varligini

isaret etmektedir.
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Hikayesi Kuram Kapsaminda Adiyaman Drosophila melanogaster Meig. Yabanil
Tipinin Poligenik Fekondite, Omiir Uzunlugu, Mortalite ve Uyum Karakterlerinin
Arastirdmasr” adl yiiksek lisans tezini Yrd. Dog. Dr. Oya Betiil Sar1 danigmanliginda
bitirdim.
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OGRENCI BILGILERI
ADI VE SOYADI Ekrem KUM

OGRENCI NO 13801512

EGITIM - OGRETIM YILI | 2018-2019

YARIYIL Giiz (] Bahar
ANABILIM DALI Biyoloji

PROGRAM Doktora

TEZ KONUSU Kar'flsa] Al_(tinomisetlerde Yeni Ilag Adaylarinin Kimyasal ve Genomik
Olarak Taranmasi

INTIHAL RAPORU BILGILERI
RAPOR TURU Tez Savunma Sinavi Sonrasi
SAYFA SAYISI 86
BENZERLIK ORANI % 21
RAPORLAMA TARIHI 18./02/ 2019

Yukanda bashgi/konusu gosterilen tez ¢alismamin kapak sayfasi, giris, ana béliimler, sonug ve tartisma
kisimlarindan olusan toplam 86 sayfalik kismina iliskin, 18/02/2019 tarihinde sahsim/tez danismanim tarafindan
furnitin adh intihal tespit programindan asagida belirtilen filtrelemeler uygulanarak alinmis olan intihal raporuna
gdre, tezimin benzerlik oran1% 21 “dir.

Uygulanan filtrelemeler:

DKabul:’Onay sayfalar1 harig,
DKaynakga harig
[JAlntlar hari¢/dahil
[IDiger

Dicle Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisti- Lisansiistii - Programlarda Tez Caligmasi Intihal Raporu
Uygulama Esaslari’'ni inceledim ve bu Uygulama Esaslari’nda belirtilen azami benzerlik oranlarina gére tez
cahismamin herhangi bir intihal icermedigini; aksinin tespit.edilmesi durumunda dogabilecek her tirlii hukuki
sorumlulugu kabul ettigimi ve vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan ederim.

Geregini saygilarimla arz ederim.

(Ogrencinin Ad1 Soyad)

Ekrem KUM

A

Prof. Dr. Ebru Ince BOSTANCI \  Prof. Dr. Yiiksel COSKUN
Pez Damismam \ x\nabilim ‘Dah Baskam
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