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OZET

DENIZEL KAYNAKLARDAN AKTINOMISET GRUBU
MIKROORGANIZMALARIN iZOLASYONU VE
ANTIMIKROBIYAL AKTiVITELERININ ARASTIRILMASI

ONER, Ozlem
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoteknoloji Anabilim Dali
Tez yoneticisi: Prof. Dr. Erdal BEDIR
Haziran 2011, 107 sayfa

Ekstrem kosullarda yasayan mikroorganizmalarin hayatta kalmak i¢in farkli
siiflara ait bilesikler {irettikleri bilinmektedir. Antibiyotik kesif arastirmalari son
yillarda yeni molekiiller elde etmek icin bu tiir mikroorganizmalara dogru

yonelmistir.

Diinya yiizeyinin %70’ini  kaplayan okyanuslar, gezegenimizin
biyogesitliliginin biiylik bir kismini igermesine ragmen, sahip oldugu mikrobiyal
cesitliligin biiylik kismi1 heniiz kesfedilmemis olarak beklemektedir. Son yillarda
yapilan ¢alismalar gdstermistir ki nadir karsilasilan denizel aktinomiset gruplari,
yeni dogal {irtinlerin ortaya ¢ikarilmasi konusunda ¢ok iyi birer adaydirlar. Siirekli
gelisen ve etkinlesen kiiltivasyon metotlar1 ve teknolojileri denizlerin
derinliklerinde yasayan organizmalarla calisma ve bu c¢ok degerli kaynaklarin

kimyasal gesitlilik agisindan degerlendirilebilmesi olanagini tanimaktadir.

Bu ¢aligmada Ege ve Akdeniz Bolgesi’nde farkli derinliklerden (0-35 m) 62
stinger 0rnegi toplanmistir. Bu siinger orneklerinden 267 tane aktinomiset grubu
bakteri izole edilmis, tiim izolatlar 50 ml deniz suyu ile hazirlanmis besiyerinde
erlenler i¢inde orbital ¢alkalayicida 7 giin boyunca, 28°C’de inkiibe edilmistir.
Hiicrelerinden ayrilan fermantasyon sivilarinin etil asetat ile ekstraksiyonlari
yapilmis, ekstrelerin antimikrobiyal aktiviteleri Escherichia coli O157:H7 (RSKK
234) ve metisilin direngli Staphylococcus aureus (RSKK 95047)’ a karsi disk

difiizyon metodu ile test edilmistir. Yiiksek aktivite gdsteren 19 izolat segilerek
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fenotipik ozellikleri arastirilmistir. Ayrica 16S rDNA sekans ve filogenetik

analizleri yapilmis ve tiim izolatlarin Streptomyces cinsine ait oldugu goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Denizel aktinomiset, izolasyon, fermantasyon,

antimikrobiyal aktivite
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ABSTRACT

ISOLATION OF ACTINOMYCETES GROUP MICROORGANISMS
FROM MARINE SOURCES AND INVESTIGATION OF THEIR
ANTIMICROBIAL ACTIVITIES

ONER, Ozlem
MSc. in Biotechnology
Supervisor: Prof. Dr. Erdal BEDIR
June 2011, 107 pages

In view of the fact that the microorganisms living in unusual conditions
produce different class of molecules to survive, the antibiotic discovery research
is headed toward such extraordinary microorganisms in order to obtain novel

chemical entities.

Although the seas cover 70% of the Earth’s surface and harbor most of the
planet’s biodiversity, the microbiological component of this diversity remains
relatively unexplored. Recent studies have revealed that unusual groups of marine
actinomycetes are good candidates for the discovery of new natural products. The
continued development of improved cultivation methods and technologies for
accessing deep-sea environments promises to provide access to this significant

new source.

In this study, 62 sponge samples were collected from defined locations and
deepness (0-35 m) of Mediterranean Sea. Two hundred and sixty seven
actinomycetes cultures were isolated, and all isolates were inoculated into
Erlenmayer flask containing 50 ml nutrient broth in sea water. The cultures were
incubated for 7 days at 28 °C in rotary shaker. The supernatants were later
extracted with ethyl acetate. The extracts were tested versus pathogenic
microorganisms, Staphylococcus aureus (RSKK 95047) and E. coli O157:H7
(RSKK 234) by using agar well diffusion method. Nineteen isolates showing high

antimicrobial activity were chosen to investigate their phenotypic properties.
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Furthermore 16S rDNA sequence and phylogenetic analyses were performed for

these isolates. All of the samples were found to be a member of Streptomyces

genus.

Keywords: Marine actinomycetes, isolation, fermentation, antimicrobial

activity
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1. GIRIS

Antibiyotikler, mikroorganizmalar tarafindan sekonder metabolit olarak
iiretilen, diger mikroorganizmalar1 Gldiiren veya inhibe eden bilesiklerdir.
Cogunlukla toprak mikroorganizmalar1 tarafindan {retilirler. 20. yiizyilin
ortalarinda kesfedilmelerinden sonra enfeksiydz hastaliklarin tedavisinde onemli

rol tistlenmislerdir.

Glinlimiizde, patojenlerin yiliksek mutasyon hizlar1 sebebiyle bilinen
antibiyotiklere karsi diren¢ kazanmalari, bazi antibiyotiklerin toksik etkilerinden
dolay1r kullanilamamalar1 ve dogal direngli bakterilerin varlig1 sebebiyle yeni

antibiyotiklerin ortaya ¢ikarilmasina ihtiya¢ vardir.

Gilinlimiize kadar ila¢ sanayi genelde toprak mikroorganizmalarini ilag kesfi
icin degerlendirmistir ve bugiin kullanilan antibiyotiklerin biiyiik ¢ogunlugu
bakteri veya kiif mantar1 kokenlidir. Bakteriler arasinda ozellikle aktinomiset
grubu tyeleri, streptomisin, kloramfenikol, klortetrasiklin, eritromisin ve
neomisin gibi birgok antibiyotigi iiretme potansiyelleri nedeniyle ila¢ sanayinde

onemli bir kaynak olarak kullanilmaktadir.

Genelde yeni bir kimyasal sinifa ait antimikrobiyal bir ajan (antibiyotik)
kesfedildiginde istenen, tedavide kullanilan ilaglardan farkli bir mekanizma ile
etki gdstermesi ve sonucta capraz diren¢ olusmamasidir. Ilag endiistrisi uzun
yillardir ¢aligmalarini toprak mikroorganizmalari {izerinde yogunlastirdigindan,
aragtirmalar daha oOnce izole edilmis ve bilinen etki mekanizmasina sahip
bilesiklerin izolasyonu ile sonuglanmaktadir. Ekstrem kosullarda hayatlarini
siirdiirmeyi basaran mikroorganizmalarin farkli molekiiler iskeletler iirettiklerinin
anlagilmas1  iizerine, antibiyotik kesif calismalarinin yeni molekiiller
yakalayabilmek amaci ile ekstrem mikroorganizmalara dogru yoneldigi
goriilmektedir. Son zamanlarda denizler ve derin denizler gibi az calisiimis
cevreler bilim adamlarinin oldukga ilgisini ¢ekmektedir. Bu arastirma alani bir¢ok
yeni tiiriin ve buna paralel olarak antimikrobiyal, antienflamatuar, antiviral, anti-

tiimor vb etkinlik gosteren biyoaktif molekiillerin kesfine 6n ayak olmustur.
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Denizler diinya yiizeyinin %70’in1i kaplamasina ve gezegenimiz
biyocesitliliginin biiyiik bir kismini icermesine ragmen, sahip oldugu mikrobiyal
cesitliligin biiyiik kismi heniiz kesfedilmemis olarak beklemektedir. Son yillarda
yapilan ¢alismalar gostermistir ki nadir karsilasilan denizel aktinomiset gruplari,
yeni dogal iriinlerin ortaya ¢ikarilmasi i¢in ¢ok iyi birer adaydirlar. Denizlerin
derinliklerinde yasayan organizmalarin, siirekli gelisen ve etkinlesen kiiltivasyon
metotlar1 ve teknolojileri ile calisilabilecek olmasi bu ¢ok zengin kaynaklarin

kimyasal ¢esitlilik agisindan degerlendirilebilmesine olanak tanimaktadir.

Bu bilgiler 1s181nda tezimizin amaci Ege ve Akdeniz Bolgesi’nden toplanan
farkli siinger 6rnekleri lizerinde simbiyoz yasayan aktinomiset grubu bakterilerin
arastirilmasidir.  Cesitli  yontemler  kullanilarak  siinger  Orneklerinden
aktinomisetlerin izole edilerek antimikrobiyal aktivitelerinin Escherichia coli
O157:H7 (RSKK 234) ve metisilin direncli Staphylococcus aureus (RSKK
95047)’a karsi test edilmesi bu ¢alisma kapsaminda temel hedef olarak belirlenmistir.
Ayrica yiiksek aktivite gosteren izolatlarmm bir takim kiiltiirel testlerle fenotipik
ozelliklerinin belirlenmesi ve 16S rDNA analizlerinin yapilmasi ile ait olduklari

taksonomik siniflarin ortaya ¢ikarilmasi planlanmustir.



2. LITERATUR OZETi

2.1 Antibiyotikler

Antibiyotikler bazi mikroorganizmalarca {iretilen ve diger bakterilerin
cogalmasii engelleyen (bakteriyostatik) veya onlar1 6ldiiren (bakterisidal) dogal

bilesiklerdir. Penisilin, sefalosporinler ve makrolidler antibiyotiklere 6rnektir.

Antibiyotikler yalmiz tip alaninda kullanilmamaktadir. Enfeksiyon
etmenlerine kars1 zirai alanda kullaniminin yaninda, agirlik artisi icin katki
maddesi olarak hayvancilikta, besinlerin korunmasi i¢in gida sektdriinde
biyokimyasal ve kiiltiir ortamlarinda segici ajan olarak laboratuarlarda

kullanilmaktadir.

flag pazarinda ¢ok biiyiik paya sahip olan antibiyotiklerin klinik tedavide

kullaniminin iki temel amaci vardir:

1. Herhangi bir enfeksiyon hastaligina karsi
2. Geligmesi Onlenebilecek olasi bir enfeksiyon hastaligina karsi (proflaksi

amacl kullanim).

Bu giin ¢ok sayida antibiyotik, tehlikeli etkileri olan bakteriyel, fungal, viral
enfeksiyonlara kars1 klinik tedavide ve boceklerin veya parazitlerin neden oldugu

hastaliklarin tedavisi amaci ile tarimda kullanilmaktadir.

1949 yilinda yapilan bir denemede antibiyotiklerin hayvanlarda biiylime
artistna  sebep oldugu gozlenmis ve o yildan beri antibiyotikler ciftlik
hayvanlarinda hastaliklar1  O6nlemenin yan1 sira biliyime faktorii olarak
kullanilmaya baglamistir. Fakat son yillarda antibiyotiklerin diren¢ gelisimine

sebep olmalarindan 6tiirii kullanimlarina sinirlama getirilmistir (Yiicel, 2007).

2.2.1 Antibiyotik cesitleri:

Antimikrobiyaller etki mekanizmalarina gore bes sinif altinda toplanirlar:

a. Hiicre duvar sentez inhibitorleri:



1. Beta laktamlar:
Bakterisidal etki gosteren bu molekiiller, bakterilerin hiicre duvarinda
yer alan ve peptidoglikan sentezinin son basamaginda goérev yapan
transpeptidaz ve karboksipeptidaz enzimlerine baglanarak hiicre duvari
sentezinin durdururlar.
Penisilinler, sefalosporinler, monobaktamlar, karbapenemler, beta-
laktam/beta-laktamaz inhibitorii kombinasyonlari.

2. Glikopeptitler:
Bu gruptaki biiyiilk polar molekiiller gram negatif bakterilerin hiicre
duvarlarindan penetre olamadiklar1 i¢in etki spektrumlar1 aerob ve
anaerob gram pozitif bakterilerle sinirlidir.
Vankomisin, teikoplanin.

3. Digerleri:
Fosfomisin, sikloserin, basitrasin, ristosetin, ramoplanin, mersasidin,
moenomisin.

b. Protein sentez inhibitorleri:

Ribozomlara yerleserek protein sentezini bozarlar. Etki edebilmeleri

icin bakterilerin ireme déneminde olmalar1 gerekir.

1. 50S alt iiniteye baglanarak etkili olanlar: Makrolidler-ketolidler,
linkozamidler, streptograminler, kloramfenikol, oksazolidinonlar.

2. 30S alt diniteye baglanarak etkili olanlar: Aminoglukozidler,
tetrasiklinler, glisilsiklinler.

3. Digerleri: Mupisorin, nitrofurantoin.

c. Niikleik asit sentez inhibitorleri:
Bakterilerde niikleik asit fonksiyonu baslica 4 sekilde bozulabilir.

1- DNA'nin ¢ift sarmal yapisinin bozulmasi,

2- DNA replikasyonunda rol alan DNA polimeraz veya transkripsiyonda
rol alan RNA polimeraz enzimlerinin gorevlerinde bozukluklarin
olusmasi,

3- Niikleik asit analogu olan niikleozit antibiyotiklerin niikleik asit

sentezine mani olmalari,



5

4- Niikleik asit yerine girmelerinden dolayt DNA yapisinda ve
fonksiyonlarinda bozukluklarin olusmasi.
Kinonlar, rifamisinler, metronidazol.

d. Antimetabolitler:

Bakteri hiicresi, DNA sentezinde gerekli olan folik asidi kendi
sentezler. Folik asit sentezinde gorev alan enzimleri inhibe eden
antimikrobiyaller bakterilerde DNA sentezini engeller. Bakteriyostatik
etkili bu ajanlar genellikle iiriner sistem enfeksiyonlarinda oncelikle
tercih edilirler.

Trimetoprim-siilfametoksazol, para-amino salisilik asit.

e. Membran biitiinliigiinii bozanlar
1. Peptid antibiyotikler:  Polipeptid antibiyotikler (basitramisin,
gramisidin S, polimiksinler), lineer katyonik peptidler (defensinler,
maganinler), ribozomal peptidler (antibiyotikler),  digerleri
(pirokorisin, drododoin, apiadesin)

2. Siklik lipopeptidler: Daptomisin (Saran ve Karahan, 2010).

2.2 Yeni Antibiyotik Arayislar

1929°da Alexander Fleming’in penisilini kesfi ile baslayan donem,
Waksman’in toprak mikroorganizmalarinin antibiyotik tiretim (streptomisin)
potansiyellerini kesfi ile stirmiistiir. 1940 ve 1960 yillar1 aras1 antimikrobiyal kesif
icin altin yillar olarak anilir. Bu yillarda kesfedilen c¢ok sayidaki antibiyotik
enfeksiyonlarla basa ¢ikmak icin yeterli goriilmiistiir. Fakat patojen bakterilerin
diren¢ kazanmalartyla mevcut antibiyotiklerin bu bakterilerle savasmak icin

yeterli olamayacagi anlasilmistir (Hughes and Fenical, 2010).

2.3 Antibiyotik Direnci

1981 ile 2005 yillar1 arasinda kesfedilen 98 antimikrobiyal molekiiliin 74

tanesi satisa ¢ikmistir. Bilinen 12 antimikrobiyal sinifin 9’unu dogal antibiyotikler
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olusturur. Antimikrobiyal ajana maruz kalmak bakteriler lizerinde secici bir baski
uygulayarak kromozomal diizeyde rastgele mutasyonlar olusmasina sebep
olmaktadir. Boylece bakteri antimikrobiyal bilesik varliginda da yasayabilir hale
gelmektedir. Bu beceriyi genetik diizeyde edinen bakteri kisa siirede bu 6zelligini
ileriki nesillerine aktarabilme yetenegine sahiptir. Antibiyotiklerin yanlis
kullanimlarinin da antimikrobiyal diren¢ kazanimina katkida bulunmasi nedeniyle
2010 yilinda Dbakteriyel enfeksiyonlar epidemik seviyeye ulasmustir.
Antimikrobiyal maddelere kars1 gelisen direng glinlimiizde biitiin insanlig1 tehdit
eden ¢ok Onemli bir sorundur. Basta hastanelerde c¢oklu ilag direngli suslarla
gelisen hastane enfeksiyonlar1 hastanede kalis1 ve 6liim oranlarini arttirmakta ve
olduk¢a fazla ek mali yiik olusumuna neden olmaktadir. Metisilin direngli
Staphylococcus aureus, vankomisin direngli Enterococcus ve florokinolon
direngli Pseudomonas tehlike gosteren birkag diren¢ kazanmis patojene Ornek

olarak verilebilir (Hughes and Fenical, 2010).

Bir antimikrobiyal maddeye karsi direngli hale gelen bir mikroorganizma
tiirlinde bu kemoterapdtik maddeye yapica veya etki tarzi bakimindan yakin diger
antimikrobiyallere kars1 da diren¢ gelisebilir, bu duruma capraz direng (cross
resistance) denir. Mikroorganizmanin yapisi ve etkisi farkli bircok antimikrobiyal
maddeye kars1 direncli hale gelmesi durumuna ise ¢oklu ilag direncliligi

(multiple-drug resistance) denir.

Mikroorganizmalarin antimikrobiyal maddelere kars1 gosterdigi direng
dogal (intrinsik) ve kazanilmis (genotipik, kalitsal) diren¢ diye iki ana boliimde

ele alinabilir.

2.3.1 Dogal direng¢

Kalitsal 6zellikte olmayan direng tipidir. Bir organizmanin yapisi nedeniyle
direncli olusu anlamina gelir. Burada genellikle antimikrobiyal maddenin
baglanarak etkili oldugu hedef molekiiliin olmamas1 ve ilacin hedefe ulagmasini
onleyen dogal engeller bu tip direngten sorumludur. Bir antimikrobiyal maddeye

dogal direngli olan tiiriin hig¢ bir tlirevi o antibiyotikten etkilenmez.
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Genellikle ilaglarin etkili olmasi i¢in mikroorganizmanin aktif iireme
doneminde olmasi gerekmektedir. Bakteri sporlar1 veya dorman haldeki
mikobakteriler gibi metabolik olarak inaktif mikroorganizmalar ilaglara fenotipik
olarak direngli goriilebilir, ama bunlardan olusan aktif suslar ilaglara duyarlidir.
Buna benzer sekilde bakterilerin hiicre duvarsiz L sekilleri hiicre duvari sentezini
bozarak etkili olan antibiyotiklerden etkilenmezler. L sekilleri ana sekle doniip

hiicre duvarlarin1 yeniden kazaninca antibiyotiklere duyarli hale gelirler.

2.3.2 Kazanilmis direncg:

Kazanilan bir direng tipidir. Burada bakteri popiilasyonu antimikrobiyal
madde ile ilk temasta ila¢ mikroorganizma {izerine etkilidir, ancak temas
stiresinde veya tekrarlanan tedaviler sirasinda mikroorganizma popiilasyonunda
antimikrobiyal maddeye karsi diren¢ gelisir. Antimikrobiyal maddelere karsi
gelisen direng esas olarak bu yolla olmakta ve genetik degisim sonunda
seleksiyonla direngli tlirevler ortaya c¢ikip yayilmaktadir. Genetik direng
kromozom, plazmid, transpozun kontrolii altindadir. Klinik uygulamalarda
kullanilan antimikrobiyal ajanlarin zamanla kazandiklar1 diren¢  durumlari

Cizelge 2.1°de verilmistir (Bush, 2004).

2.3.2.1 Kazanilmis diren¢c mekanizmalari

1. ilacin hedefinde degisiklik olmasi

a. Reseptoriin afinitesinde azalma olmasi

b. Ilactan etkilenmeyen farkli bir metabolik yol kullanilmasi
2. Sentezlenen enzimle ilacin inaktif hale gelmesi
3. Hiicreye giren ilag miktarinin azalmasi

a. Gegirgenligin (permeabilite) azalmasi

b. Aktif pompalama ile ilacin disar1 atilmasi (Oztiirk, 1997).



Cizelge 2.1 Klinik uygulamalarda kullanilan antimikrobiyal ajanlarin zamanla kazandiklar1 direng

durumlari.

Direnc gozlenen Direnc rapor

. FDA onay tarihi . op . Diren¢ mekanizmasi
ajan edilis tarihi
Penisilin G 1943 1940 Penisilinaz iiretimi
Streptomisin 1947 1947 Ribozomal proteinde
mutasyon
Penisilin 1943 1976 Plazmidde kodlanmis
p-laktamaz genis
spektrumu
Tetrasiklin 1952 1980 Tetrasiklin pompast
Metisilin ve tim f- 1960 1961 Mec-A (penisiline
laktamlar baglanan protein)
Nalidiksik Asit 1964 1966 Topoizomeraz
mutasyonu
Gentamisin 1967 1969 Aminoglukozidi
modifiye eden enzim
Sefotaksim 1981 1983 AmpC B-laktamaz
Linezoid 2000 1999 23S RNA mutasyonu

2.3.3 Staphylococcus ve E. coli’nin iilkemizdeki diren¢ durumu

2.3.3.1 Staphylococcus

1944°de Staphylococcus genellikle penisiline duyarliydi. Yogun penisilin
kullantminin ardindan 1948°de hastaneden izole edilen Staphylococcus suglarimin
%65-85’inde B-laktamaz iiretimi saptandi ve bu suslar penisiline direng
kazanmislardi. Metisilin gibi B-laktamaza direncgli penisilinlerin bulunusu gegici
bir rahatlama sagladi. Ardindan metisiline direngli Staphylococcus’lar salgimlar
olusturdu. Giiniimiizde artik Staphylococcus’larin = %80-90’1 penisilinlere
direnglidir. Sekil 2.1°de penisilinaz sentezleyen Staphylococcus aureus’larin

1940-1990 yillar1 arasindaki artig1 gosterilmistir (Bush, 2004).

Hastanelerde 1970°1i yillarda %2 diizeylerinde goriilen metisiline karsi
direng 1990‘larda %40-50’leri asmustir. Ulkemiz hastanelerinde metisiline direng
%20-60 arasinda bildirilmektedir. Son yillarda vankomisine direnci azalmig ve

vankomisine direncli S.aureus suslari bildirilmektedir.

Daha tehlikeli durum toplum icinde metisiline karsi diren¢ gelisiminin
varhgidir.  Ulkemizde toplum kokenli metisilin direnci heniiz ayrintili

calistlmamigtir. Bildirilen toplum kaynaklit MRSA’larin fenotipik ozellikleri bir
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kisminin hastane kaynakli olacagini diisiindiirmektedir. Staphylococcus’larda ayni

zamanda kinolon direncinde hizli bir artis s6z konusudur.
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Sekil 2.1 S.aureus 'da penisillinaz tiretiminin hizli artis1.

2.3.3.2 E.coli ve diger enterik bakteriler

Toplumdan izole edilen FE.coli suslarinda ampisiline %30-60,
kotrimaksazole %?20-50 oranlarinda diren¢ bildirilmekte, aminoglukozitler ve
diger antimikrobiyallere de degisik diren¢ oranlar1 rapor edilmektedir.
Kotrimaksazole kars1 bildirilen yiiksek orandaki diren¢ oranlari nedeniyle bu

antibiyotik idrar yolu enfeksiyonlarinda ampirik olarak tercih edilmemelidir.

Ozellikle hastane enfeksiyonlarindan soyutlanan Enterobacter, Serratia,
Klebsiella, Proteus suslarinda da ¢oklu ilag¢ direncliligi tiim diinya i¢in oldugu gibi
iilkemizde de 6nemli ve yaygin bir sorundur. Nozokomiyal Klebsiella suslarinda
GSBL enzimleri sik olarak rastlanmakta (>%50) ve yeni dogan servisleri ile
yogun bakim iinitelerinde salginlara neden olmaktadir. Son yillarda basta idrar
yolu etkenlerinde olmak {izere toplum kokenli, GSBL (genis spektrumlu beta
laktamaz) yapan E.coli enfeksiyonlarinda artis dikkat ¢ekmektedir. Bu durum

riskli kisilerde gelisen iirospesislerde 6zellikle dikkate alinmaktadir.

Kinolonlarin yaygin kullanimi toplum koékenli E.coli ve diger gram negatif

basillerde kinolon direnci artigina neden olmus ve %20’lere yaklagsan bu direng
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idrar yolu enfeksiyonlarinda ampirik tedavide kinolon se¢ilmesini zorlastirmaya

baslamgtir (Oztiirk, 2008).

2.4 Kemoterapotik Ajanlar:

Antimikrobiyal maddelerin gelisiminde modern farmasotik yaklagimlar 50
yil dncesine kadar dogal iiriinler lizerinden yapilan yar1 sentez ¢alismalar {izerine
kuruluydu. Bu yontemle elde edilen kimyasal bilesikler gegici olarak bakterilerin
direng kazanimini 6nleyebilmektedir. Giinlimiizde yeni kimyasal iskeletlerin
bulunmasi ve bilinmeyen bakteriyel hedeflere karsi etkili yeni bilesiklerin kesfi
yapilarak bakteri direncine karst uzun donemli 6nlemler alinmasi gerekmektedir

(Hughes and Fenical, 2010).

Ilag endiistrisi kimyasal yontemlerle simdiye kadar milyonlarca yeni
organik bilesik sentezlemis ancak bunlarin ¢ok kiiciik bir kismi (~%0.001) klinik
kullanima girmistir. Bilinen yaklagik 10.000 mikrobiyal metabolitin ise 150-1601
ila¢ endiistrisinde kullanilmaktadir (~%0.2-%0.3). Bilinen mikrobiyal metabolitler
ile sentetik molekiiller kiyaslandiginda mikrobiyal metabolit kiitliphanesinde
bulunan yeni ve aktif molekiillerin varligt ve ekonomik avantajlar1 One
cikmaktadir. Dogal {rlinler yeni terapdtik aktivite mekanizmalariyla genellikle

sentetik bilesiklerden daha etkindir (Bérdy, 2004).

2.5 Antibiyotiklerin Toksik Etkileri:

Bilinen 22.500 antibiyotik ve benzer biyoaktif mikrobiyal bilesigin ancak
ylizde birinden daha azi, sadece 150 tanesi insan sagliginda, veterinerlikte ve

tarimda kullanilabilmektedir.

Birgok 0©nemli antibiyotigin toksik etkileri nedeniyle kullanimlari
siirlandirilmistir. Bunun en iyi 6rnegi gentamisin ve diger aminoglukozidlerdir

(Bérdy, 2004; Hughes and Fenical, 2010).
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2.6 Aktinomisetler

Aktinomiset terimi aktis (1s1n demeti) ve mykes (mantar) kelimelerinin
birlesmesiyle olugsmustur. Aktinomisetler gram pozitif, filamentli, G+C orani
oldukca ytiksek, toprak kokenli mikroorganizmalardir. Seliilaz, kitinaz ve lignin
peroksidaz gibi ekstraseliiler enzimlere sahip olduklarindan dolayr dogada
dekompozisyon ve mineralizasyon dongiilerinde ¢ok 6nemli rol oynarlar (Liman,

2007).

Bu organizmalar, antibakteriyel etkili antibiyotiklerin yani sira antifungal,
antiviral, antitimor ve antiparazitik ajanlar, insektisitler ve herbisitler gibi diger
biyoaktif bilesikleri de iiretmektedirler. Urettikleri biyoaktif bilesiklerin yani sira
olusturduklar1 enzimler, enzim inhibitorleri ve bagisiklik sisteminde degisiklige
neden olan ajanlar antibiyotikler kadar endiistriyel ve ekonomik degere sahip olup

biyoteknolojik islemlerde ve ila¢ sanayinde kullanilmaktadir (Ceylan, 2007).

Mikroorganizmalarin sekonder metabolitleri biyoteknolojik agidan ¢ok
onemlidir. Antibiyotikler, pigmentler, toksinler, simbiyozis ve ekolojik yaris
efektorleri, feromonlar, enzim inhibitorleri, immiinosupresifler, antagonistik ve
agonistik ajanlar, pestisitler, antitimor ajanlar ve hayvanlarda ve bitkilerde
bliylime faktorleri, alkoloidler gibi 6nemli bilesikler mikrobiyal sekonder

metabolitlerin genel bagliklarini olusturur.

Sekonder metabolitlerin genellikle alisilmisin diginda kimyasal profilleri
vardir ve bu kimyasal profil besin ortamiyla, biiyiime oraniyla, geri besleme
kontroliiyle, enzim inaktivasyonu ve indiiksiyonuyla yakindan ilgilidir.
Regiilasyon kiiciik molekiil agirlikli 6zel bilesikler tarafindan yapilir. Sekonder
metabolitlerin sentezi kromozomal DNA’nin cluster genlerinde ve nadir olarak

plazmid DNA’sinda kontrol edilir (Okafor, 2007).

Primer metabolizmanin tersine sekonder metabolizma yol izleri tam olarak
anlagilmig degildir. Bilylime oraninin diismesiyle, besin azalmasi veya tetikleyici
unsurun ortadan kalkmasiyla sekonder metabolit yol izinin ag¢ildigr en yaygin
goriislerdir. Bu olaylar regiilasyon sistemini harekete geciren sinyaller yollayarak
kimyasal (sekonder metabolizma) ve morfolojik (morfogenezis) degisimlere yol

acmaktadir.
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Degisik kimyasal gruplara ait binlerce sekonder metabolit elde edilmis ve
insanlar iizerindeki etkileri ¢alisilmis ancak en biiylik ilgiyi hep antibiyotikler
gormiistiir. Heniiz kesfedilmemis etkinligi yiiksek antibiyotikler hedefleyen bilim
insanlar1 sekonder metabolitler {lizerinde yogun olarak c¢alismaya baglamigtir

(Okafor, 2007).

Yaklagik 10.000 farkli mikrobiyal kaynaktan elde edilmis dogal iiriin
bilinmektedir. Bunlarin ¢ogunu antibiyotikler olusturmaktadir ve aktinomiset
grubu bakteriler antibiyotik liretiminde biiylik paya sahiptirler. Antibiyotiklerin
yaklasik %701 aktinomisetler i¢inde yer alan Streptomycetes snifindan elde
edilmigtir. Cizelge 2.2°’de kaynaklarina goére antibiyotiklerin dagilimlar

verilmistir (Bérdy, 2004).

Cizelge 2.2: Kaynaklarma gore antibiyotiklerin dagilimlari.

Kaynak Antibiyotik Sayisi Klinikte Kullanilan Say1
Bakteri 2900 10-12

Aktinomiset 8700 100-120

Fungus 4900 30-35

Toplam 16500 140-160

Gectigimiz 50 yilda toprak kokenli aktinomisetler {izerinde yapilan
caligmalarda c¢ok 1iyi sonuglar elde edilmis, bircok yeni biyoaktif molekiil
literatlire gegmistir. Caligmalarin aym1 hizla devam etmesine ragmen toprak

kokenli aktinomisetlerden elde edilen yeni bilesiklerin oranm gittikce diismektedir.

Toprak aktinomisetleriyle yapilan calismalarda yeni bilesiklerin bulunma
oraninin oldukca diistiigli, yeni calismalarda karsilagilan molekiillerin genellikle
bilinen bilesikler oldugu, bu bilinen bilesiklerin %95’iyle tarama ¢aligmalarinda

tekrar karsilasildig1 goriilmiistiir (Bush, 2004).

Bazi tahminlere gore 10 cm’lik bir toprak alam, iizerinde 10%-10%°
aktinomiset icerirken bunlarin ancak 10”sinin gectigimiz 50 yil icinde
antimikrobiyal aktivite taramasi yapilmistir. Sekil 2.2°de topraktan izole edilen
aktinomisetlerin tarama yontemleriyle karsilasilma sikliklar1 verilmistir (Baltz,

2007).
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Karsilasilma sikhig

Kesfedilen antibiyotikler

Sekil 2.2 Topraktan izole edilen aktinomisetlerin tarama yontemleriyle karsilagilma sikliklari (Act,
actinomycin D; Dap, daptomycin; Ery, erythromycin; Sm, streptomycin; Stn, streptothricin; Tet,

tetracycline ve Van, vancomycin).

2.6.1 Denizel aktinomisetler:

Yillarca antibiyotik kesfinde biiyiik role sahip olan aktinomisetlerin yalniz
toprakta yasadigi zannedilmistir. Son yillarda denizel aktinomisetler iizerinde
yapilan ¢aligmalar bilime yeni aktinomiset tiirleri ve bu tiirlerden elde edilen yeni

biyoaktif molekiilleri kazandirmistir ve kazandirmaya devam etmektedir.

Topragin birgok mikroorganizmanin yasamasi i¢in ¢ok elverisli bir ortam
oldugu biliniyor olsa da en zengin biyocesitlilik denizel g¢evrelerdedir. Bazi
denizel ekosistemler tropik yagmur ormanlarindan daha yiiksek biyogesitlilige

sahiptir (Fenical, 2003).

Agik okyanus sulari mililitrede 10° bakteriyel, 10° fungal hiicre
icermektedir. Ayrica mikroorganizmalarin denizde yasayan canlilarla simbiyoz

olarak yasayabildikleri de bilinmektedir (Hughes and Fenical, 2010).
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Denizel ¢evre kosullar1 igerdigi canli popiilasyonlar1 i¢in topraga kiyasla
cok daha farkli bir ortam saglarlar. Burada yasayan canlilar 1100 atmosfere kadar
varan yiksek basinca, deniz tabaninda 0°C’de anaerobik kosullara, hidrotermal
ventlerde 100°C’ye yaklasan sicakliklarda, pH 2.5’larda yasamaya adapte
olmusglardir (Fenical, 2003).

Bu kosullar altinda yasayan mikroorganizmalarin genetik, dolayisiyla
metabolik ¢esitlilik bakimindan toprak kokenli mikroorganizmalardan daha farkli
oldugu bilinmektedir (Fenical, 2003). Bu ortamlardan izole edilen aktinomisetler
yasadiklar1 ekstrem kosullara sentezledikleri farkli sekonder metabolitleriyle
adapte olabildikleri i¢in yeni metabolitlerin eldesi amaciyla 6nemli bir kaynak

olarak diistiniilmektedir (Lam, 2006).

Deniz tabaninda yer alan habitat mineral, hidrokarbon, karbonat ve tuz
yigimlari, soguk su sizintilar1 ve sicak su ventleri ile burada yasayan canlilar i¢in
ekstrem bir yasama alani olusturur (Ward and Bora, 2006). Denizel organik
agregatlarin =~ %10’unu  olusturan  aktinomisetlerin ~ buradaki  varliklarim
sentezledikleri antagonistik molekiillerle devamli kildig1 diistiniilmektedir.
Yapilan calismalar sonunda denizel aktinomisetlerden biyolojik aktivitesi olan

yeni molekiiller elde edilmistir (Fenical, 2003).

Denizel aktinomisetler tizerindeki ¢alismalar ilk defa 1984’de Rhodococcus
marinonascene’in tanimlanmasiyla baglamistir. Ancak o yillarda denizel
cevrelerde yeni aktinomiset tilirlerinin varligini arastirmak {izerine ileri ¢caligmalar
yaptlmamistir. Son yillarda yapilan caligmalarda denizel kaynaklardan izole
edilmis 6nemli bir¢ok yeni mikroorganizma tanilanmistir (Fenical, 2003). Cizelge
2.3’te molekiiler ve kiiltiirel yontemlerle tanilanmis denizel aktinomisetler

kaynaklariyla gosterilmistir (Jensen et al., 2005).



Cizelge 2.3: Molekiiler ve kiiltiirel yontemlerle tanilanmis denizel aktinomisetler ve kaynaklart.
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AKktinomiset tiirii

Izolasyon kaynag

Actinomadura ormosans

Japonya sub-tropikal sediment

Actinomadura fulvescens

Japonya sub-tropikal sediment

Actinosynnema sp.

Derin deniz sedimenti 3800 m

Amycolatopsis sp

Derin deniz sedimenti 3800 m

Arthrobacter agilis

Derin deniz sedimenti 3800 m

Arthrobacter nitroguajacolicus

Derin deniz sedimenti 3800 m

Blastococcus sp.

Derin deniz sedimenti 3800 m

Brachybacterium arcticum

Barselona su filmi

Corynebacterium ammonigenes

Derin deniz sedimenti 3800 m

Corynebacterium appendicis

Derin deniz sedimenti 3800 m

Corynebacterium striatum

Derin deniz sedimenti 3800 m

Corynebacterium ulcerans

Derin deniz sedimenti 3800 m

Dietzia maris

Japonya Canary Havzasi

Frankia sp. Derin deniz sedimenti 3800 m
Frigoribacterium sp. Derin deniz sedimenti 3800 m
Geodermatophilus sp. Derin deniz sedimenti 3800 m
Gordonia Japonya Canary Havzasi

Kineococcus-like

Derin deniz sedimenti 3800 m

Kitasatospora sp

Derin deniz sedimenti 3800 m

Micromonospora rhodorangea

Derin deniz sedimenti 3800 m

Micromonospora halophytica

Derin deniz sedimenti 3800 m

Micrococcus luteus

Barselona su filmi

Microbacterium kitamiense

Japonya Canary Havzasi

Microbacterium esteraromaticum

Japonya Canary Havzasi

Mycobacterium manitobense

Japonya Canary Havzasi

Nocardioides sp

Derin deniz sedimenti 3800 m

Nocardiopsis dassonvillei

Kirpi balig1 ovaryumu

Nonomurea

Japonya Canary Havzasi

Pseudonocardia alaniniphila

Derin deniz sedimenti 3800 m

Pseudonocardia aurantiaca,

Derin deniz sedimenti 3800 m

Pseudonocardia alnii

Derin deniz sedimenti 3800 m

Rhodococcus fascians

Derin deniz sedimenti 3800 m

Rhodococcus koreensis

Derin deniz sedimenti 3800 m

Rhodococcus opacus

Derin deniz sedimenti 3800 m

Rhodococcus ruber

Derin deniz sedimenti 3800 m

Rhodococcus tsukamurensis

Derin deniz sedimenti 3800 m

Rhodococcus zopfii

Derin deniz sedimenti 3800 m

Saccharopolyspora

Japonya Canary Havzasi

Salinispora arenicola

sub-tropikal sediment

Salinispora tropica

sub-tropikal sediment

Serinicoccus marinus

Dogu denizi, Kore

Solwaraspora

Sediment, Papua Yeni Gine

Streptomyces capensis

Derin deniz sedimenti 3800 m

Streptomyces griseus (MAR4)

Derin deniz sedimenti 3800 m

Streptomyces maritimus

Derin deniz sedimenti 3800 m

Streptomyces pallidus

Derin deniz sedimenti 3800 m

Streptomyces somaliensis

Derin deniz sedimenti 3800 m

Streptomyces thermocarboxydovorans

Derin deniz sedimenti 3800 m

Streptosporangium

Japonya Canary Havzasi

Tsukamurella inchonensis

Derin deniz sedimenti 3800 m

Turicella otitidis

Derin deniz sedimenti 3800 m

Verrucosispora sp.

Japonya Canary Havzasi

Williamsia maris

Japonya Canary Havzasi

Williamsia marianensis

Japonya Canary Havzasi
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Goodfellow 1984 yilinda toprak kokenli aktinomiset sporlarinin denize
ulagmastyla denizel aktinomisetlerin varligini agiklamistir. Fenical ve grubunun
yaptig1 uzun soluklu caligmalar sonucu denize adapte olmus yeni spesifik bir
aktinomiset grubu kesfedilmistir. Taksonomide genis bir yere sahip olan bu grup

iki familya altinda toplanmis, bir¢ok cins icermektedir (Jensen et al., 2005).

Fenical bu bulusuyla bilim insanlarinin denizel cevrelere ydnelmesini
saglamigtir. Yapilan c¢alismalar bu yeni denizel bakterilerden elde edilen
molekiillerin ~ %35’inin  yiiksek antimikrobiyal aktivitelerinin  oldugunu
gostermistir.  %80’inin de kolon kanserini engelleyen bilesikler irettigi
gosterilmigtir. Daha da Onemlisi yapilan kimyasal analizler daha Once
tanimlanmamig molekiilerin varligini1 dogrulamistir. Bu yeni molekiillerin sodyum
iyonuna bir baska deyisle denize bagimli olarak bilinmeyen biyokimyasal

yolaklarla sentezlendigi diisiiniilmektedir (Fenical, 2003).

Sekonder metabolitlerin antimikrobiyal etkinlikleri arastirilirken ekolojik
kosullarla iliskilendirmek olduk¢a onemlidir. Denizel cevrelerden elde edilen
molekiillerin antimikrobiyal aktiviteleri c¢aligilirken denizel patojenlere olan
aktiviteleri arastirtlmistir. Yapilan c¢alismalar sonunda bazi Atlantik ve Pasifik
deniz bitkilerinin ekstrelerinin  Pseudoalter-monas bacteriolytica’ya karsi

antimikrobiyal etkinliginin oldugu goriilmiistiir (Hughes and Fenical, 2010).

Yapilan caligmalar siingerlerin yeni biyoaktif molekiillerin 6nemli bir
kaynagi oldugunu gostermektedir. Aymi zamanda siingerlerin  bir¢ok
mikroorganizma ile simbiyoz yasadigi  bilinmektedir.  Micrococceae,
Dermatophilaceae ve Gordoniaceae, siingerlerden izole edilmis bazi olagandist

denizel aktinomisetlerin ait olduklar1 familyalardir (Lam, 2006).

Stingerler en eski metazoanlardandir. 10.000’den fazla siinger tiirii
bilinmektedir. Basit ¢ok hiicreli hayvanlar olarak bilinen siingerler, kas ve sinir
sistemine sahip degildirler. Hareket edemedikleri i¢in su iginde siispanse olan
besin partikiilleriyle beslenirler. Ozellesmis iireme, sindirim, solunum ve bosaltim
organlart bulunmaz. Cogu siinger bakterilerle ve diger tek hiicreli canlilarla

simbiyoz yasar (Giamate, 2007).
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Stingerler farkli biyoaktif molekiiller sentezlerler. Biyoaktif bir¢ok molekiil
sentezledigi bilinen silingerlerin simbiyontlar1 izole edilip kiiltiire edildiklerinde
benzer bilesikleri sentezledikleri goriilmiistiir. Siingerlerin simbiyoz yasamlari
calisilmaya baslandigindan beri bu biyoaktif molekiillerin kdkenleri soru igareti
olusturmustur. Siingerlerin simbiyoz yasadigr canli ile ayni metabolitleri
sentezlemesi iki sekilde aciklanabilir. Ayni ekosistemde bulunduklari, ayni besin
havuzundan faydalandiklar1 i¢in benzer molekiilleri sentezlemeleri veya yillar
boyu simbiyoz yasayan siinger ve mikroorganizmalar arasinda gen aktariminin

gergeklesmis olmasidir (Giamate, 2007).

Ik bakista siingerlerden yeni molekiiller elde etmek denizel cevre
tahribatina ve ciddi ekosistem degisikliklerine sebep olacakken, siingerler
iizerinde simbiyoz yasayan bakterilerin izolasyonu ile ayn1 molekiillerin sentezi

olduk¢a ucuz ve zararsiz sekilde biiylik Olcek iiretime gotiirecektir (Giamate,

2007).

Lissodendondoryx adli siingerden elde edilen antimitotik etkinligi olan
halochondrin molekiiliiniin klinik denemelerde kullanimi igin yeterli siinger
orneginin dogadan elde edilmesi ekosistemde biiyiik tehlike yaratacak ol¢iidedir.
Stingerde bulunan etkin madde 1.5 mg/kg diizeyindedir. Kanser tedavisi i¢in
gerekli 5 kg halichondrin tiretimi 5.000 ton silinger anlamina gelmektedir ki bu
dogaya getirecegi zarar nedeniyle akla uygun bir secenek degildir. Halbuki ayni
bilesigi sentezleyebilen mikroorganizmalarin retilmesi miimkiin gorilmektedir

(Fiedler et al., 2005).

Dogadan elde edilen bir d6rnekte var olan bakterilerin yaklagik %0.01°1 ile
%12.5’inin izole edilebilmekte oldugu tahmin edilmektedir (Olson et al., 2006).
Sediment ve siinger ornekleriyle yapilan molekiiler ¢caligmalarda ribozomal RNA
analizleri kiiltiire edilemeyen denizel aktinomisetlerin varligin1 gostermistir. Bu
aktinomisetlerin kiiltiire edilebilmesi ekolojik rollerinin anlagilmasi agisinda 6nem
tasir. Bunun yaninda bu yeni tiirlerin yeni bilesiklerin elde edilmesi i¢in dnemli
bir kaynak olusturmasi beklenmektedir (Lam, 2006). Onceleri denizel
aktinomisetlerin izolasyon g¢alismalarinda zayif sonuclar elde edilmistir. Denizel
ortamlarin mikrobiyal ¢esitlilik bakimindan fakir oldugunun diisiiniilmesi ve deniz

tabanindan ve su filminden 6rneklemeler yapilirken karsilasilan teknik ve lojistik
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problemler izolasyon calismalarinda basarisizliga neden olmustur (Olson et al.,

2006).

Mikroorganizmalarin dogal ortamlarindan alinip laboratuar ortaminda dogal
olmayan ortamlarinda iretilmesi mikroorganizmalar {izerinde stres olusturup
koloni olusturmalarini 6nlemektedir. Mikroorganizmalarin 6rneklerden yiiksek
oranda izole edilebilmesi i¢in birgok yontem denenmistir (pH, 1sitma, dondurma).
Julie Olson ve arkadaslar1 izolasyon besiyerine degisik oranlarda katalaz ve
sodyum piruvat ekleyerek izolasyon oranini arttirmayi basarmiglardir (Olson et

al., 2006).

Agogué ve arkadaglar1 deniz yiizeyinden izole ettikleri O6rneklerde 16S

rDNA dizi analizlerine gore bes filogenetik grubun varligini tespit etmistir (Olson

et al., 2006).

a-Proteobacteria
. g-Proteobacteria

1

2

3. Cytophaga-Flavobacter-Bacteriodes (CFGs)

4. Actinobacteria (high G+C Gram-positive bacteria)
5

. Firmicutes (low G+C Gram-positive bacteria) (Olson et al., 2006).

Yapilan kiiltiir bazli ve molekiiler bazli ¢alismalar denizel aktinomisetlerin
okyanusun her bolgesinde yasayabildigini gostermektedir. Derin deniz tabanindan
mercan kayaliklarina, sedimentlerden denizel bitki ve omurgasizlarina kadar genis
bir yasama alan1 olusturmuslardir. Dietzia maris, Rhodococcus erytropolis ve
Kocuria erythromyxa Hokkaido’da denizin 1.225 metre derinliginden izole
edilmigstir, ayrica Jensen Guam Adasi’nda 10.923 metreden elde ettigi sediment

orneklerinden bes yeni aktinomiset filotipi izole etmistir (Lam, 2006).

Japonya’da Nankai Trough’da metan hidrat birikiminin oldugu bdlgeden
elde edilen sediment oOrneklerinde mikrobiyal popiilasyonun %40’ inin

aktinomisetler oldugu rapor edilmistir (Olson et al., 2006).

Aktinomiset cinsi lyeleri kiiltiirel ve molekiiler tekniklerle tanimlanmus,
farkli denizel ekosistem kosullarindan izole edilmis tiirleri igerir. 13 denizel
aktinomiset grubunun taksonomik yakinligini gosteren radyal filogenetik agag

Sekil 2.3’te verilmistir (Solanski et al., 2008).
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Yapilan son calismalarsa denize adapte olmus yeni spesifik bir aktinomiset
grubunun taksonomide genis bir yere sahip oldugunu gostermektedir. iki familya

altinda toplanan denizel aktinomisetler birgok cins igermektedir (Jensen and

Fenical, 2005).
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Sekil 2.3 Denizel aktinomiset grubu mikroorganizmalarin taksonomik yakinligini1 gosteren radyal

filogenetik agag.

Salinispora biiylimek i¢in denizel ortama 0&zellikle sodyuma ihtiyag

duymaktadir. Bu 0Ozelligiyle denize adapte olmus gercek denizel aktinomiset

oldugu soylenebilmektedir (Fenical and Jensen, 2006).

Denizel ortama adapte olmus aktinomisetler ilk defa Jensen tarafindan 1999
yilinda rapor edilmis ve biiyiimede kesin olarak deniz suyuna ihtiya¢ duyduklari
belirtilmistir. Daha sonraki ¢alismalar bu suslar1 Salinispora adli yeni bir cinse
tagimistir. Kapsamli bir tarama caligsmast sonunda sediment orneklerinden izole

edilen 2000 tiir icinden sadece Salinispora tropica ve Salinispora arenicola ilgi

cekici tiirler olarak saptanmistir (Jensen and Fenical, 2005).
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Salinispora tropica’dan elde edilen salinisporamid A, multiple myeloma

hiicrelerine kars1 etkinlik gdsteren yeni ve 6nemli bir bilesiktir.

Yeni bir cins olan Salinispora’dan yeni bir molekiil elde edilmesi filotipik
ve kemotipik bir korelasyon oldugunu dogrulamaktadir. Sonugta yeni tiirlerin
izole edilmesi yeni molekiillerin kesfinde ilk basamak olarak degerlendirilmeye

baslanmistir (Jensen and Fenical, 2005).

Salinispora’nin kesfiyle gercek denizel aktinomisetlerin yalniz tuzlu suda
biiytidiikleri, bu yontemle varliklarinin tespit edilebilecegi diisiliniiliirken diger
taraftan bunun gergek denizel mikroorganizmalart ayirt etmek i¢in dogru bir
yontem olmadigi anlasilmistir. Ciinkii denizel kaynaklardan izole edilen ancak
biiylimek i¢in deniz suyuna ihtiya¢ duymayan bazi suslarin yeni 6zel taksonomik
siiflara ait oldugu goriilmiistiir. Ayrica baz1 aktinomisetlerde biiyiimek i¢in deniz
suyuna duyulan ihtiya¢ zamanla degisim gostermistir. Salinispora tiirleri 10 yili
askin siiredir bu fizyolojik 6zelliklerini korumuslardir. Marinispora ise ilk izole
edildiginde tuza ihtiya¢ duyarken uzun laboratuar caligsmalari sonunda hala bu

0zelligini koruyup korumadigi acik degildir (Jensen and Fenical, 2005).

Denizel kaynaklardan izole edilen aktinomisetler denizel ortamlara adapte
olmus veya denizel ortamda metabolik olarak aktif olabilen suslardir. Gergek
denizel aktinomisetler disinda denizden izole edilen aktinomisetlerin karadan
denize siiriiklenip dormant sporlariyla varliklarini siirdiirdiikleri diisiiniilmektedir.
Aradaki fark bu bakterilerin denizel bitkilerle ve omurgasizlarla iligki formlarinin
ve besin siklusundaki yerlerinin anlasilmasiyla gosterilebilecektir (Jensen and

Fenical, 2005).

2.7 Denizel Aktinomisetlerden Elde Edilen Yeni Metabolitler

Denizel aktinomisetlerle ilgili uzun yillardir ¢aligmalar yapilmasina ragmen
yeni metabolitlerin kesfi birka¢ yil Oncesine dayanmaktadir. Cizelge 2.4’de
denizel aktinomisetlerden elde edilen bazi yeni metabolitlerin listesi verilmistir

(Solanski et al., 2008).
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Cizelge 2.4: Denizel aktinomisetlerden elde edilen baz1 yeni metabolitlerin listesi.

Kimyasal Grup Bilesik Kaynak Aktivite
Meroterpenoid Azamerone Streptomyces sp. Yok
Pyrrolosesquiterpenes  Glaciapyrrole A, B ve C Streptomyces sp. Antibakteriyel
Sesquiterpene Neomarinone Strain CNH-099 Sitotoksik
Poliketid Saliniketal A, Saliniketal B Salinispora arenicola Antikanser
Poliketid Abyssomicin C Verrucosispora Antibakteriyel
Poliketid SBR-22 Steptomyces antibakteriyel
psommoticus
Poliketid Daryamides Streptomyces sp. Antikanser,
antifungal
Poliketid Actinofuranones A ve B Streptomyces sp. Sitotoksik
Peptid Mechercharmycin Thermoactinomyces Antitimor
sp.
Peptid Thiocoraline Micromonospora Antikanser, antibakteriyel
Peptid CyclomarinA Streptomyces sp. Anti-inflomatuar,
antiviral
Peptid Piperazimycin Streptomyces sp. Antikanser
Peptid Dehydroxynocardamin ve Streptomyces sp. B-inhibitorii
desmethylenylnocardamin
Peptid Urukthapelstatin Mechercharimyces Antikanser
asporophorigenes
Peptid Salinamides A ve B Streptomyces sp. Antibakteriyel, anti-
inflomatuar
Caprolactone R-10-methyl-6-undecanolid  Streptomyces sp. Fitotoksik, antikanser
(6R,108)-10-methyl-6-
dodeconolid
Butenolide Butenolide Streptoverticillium Antikanser
luteoverticillatum
Polycyclic xanthone 1B-00208 Actinomadura Antikanser, antibakteriyel
Piericidin Piericidins C7 ve C8 Streptomyces Antikanser
Quinone Resistomycin Streptomyces Antiviral
corchorusii
Quinone Tetracenomycin D Streptomyces Antikanser, antibakteriyel
corchorusii
Quinone Resistoflavine Streptomyces Antikanser, antibakteriyel
corchorusii
Quinone Himalomycins A ve B Streptomyces sp. Antibakteriyel
Quinone Helquinoline Janibacter limosus Antibakteriyel
Quinone Chlorinated CNQ-525 Antikanser, antibakteriyel
dihydroquinones
Macrolide Chalcomycin A Streptomyces sp. Yok
Macrolide Arenicolide A Salinispora arenicola  Antibakteriyel
Macrolide Marinomycins Marinispora Antikanser, antibakteriyel
Alkaloid K252¢ ve arcyriaflavin A Z(2)0392 Antikanser
Ester Bonactin Streptomyces sp. Antibakteriyel,
antifungal
Manumycin tiirevleri Chinikomycins A ve B Streptomyces sp. Antikanser
Kompleks bilesikler Trioxacarcins Streptomyces Antikanser, antimalarial
ochraceus ve
Streptomyces
bottropensis
Methylpyridine Streptokordin Streptomyces sp. Antikanser
Gamma lactam beta Salinosporamide A Salinispora tropica Antikanser
lactone
Macrocyclic lactam Aureoverticillactam Streptomyces Antikanser
aureoverticillaris
Enzim inhibitéri Alpha-amylase inhibitor Streptomyces Enzim inhibisyon
corchorusii
subsp. rhodomarinus
subsp.
Nov
Enzim inhibitori Pyrostatins A ve B Streptomyces sp. N-acetyl-beta

Enzim inhibitorii

Pyrizinostatin

Streptomyces sp.

Pyroglutamyl peptidase
inhibisyonu
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2.7.1 Abyssomicin C

Japon denizinde 289 metre derinlikten alinan sediment Grneginden izole
edilmis bir Verrucosispora tirinden elde edilmis polisiklik poliketid
antibiyotiktir. Bu yilizden abyss (derin) ismi verilmistir (Baltz, 2007). Para-
aminobenzoik asit biyosentezini inhibe etmesiyle bilinen bu molekiil, folik asit
biyosentezini bilinen ilaglardan daha erken sathada inhibe etmektedir. Coklu
direngli ve vankomisin direngli Staphylococcus aureus’a karsi antimikrobiyal

aktivite gostermektedir.

Sekil 2.4 Abyssomicin C’nin kimyasal yapisi.

2.7.2 Diazepinomicin

Micromonospora cinsine ait bir tirden elde edilmis bu molekiiliin
antibakteriyel etkisinin yaninda, farelerde yapilan in vivo ¢alismalarda beyin,

gbgiis ve prostat kanserine kars1 etkinligi gosterilmistir.

OH

HO

Sekil 2.5 Diazepinomicin’nin kimyasal yapisi.

2.7.3 Sporolides A ve B

Salinispora tropica’dan elde edilen bu iki yeni makrolid antimikrobiyal ve
antikanser denemelerde bir aktivite gostermemis olsa da yeni molekiil yapilarina

sahip olmalartyla 6nem tagimaktadirlar.
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A:Ri=Cl ; RBa=H
OH  B:Ry=H ; R,=Cl

Sekil 2.6 Sporolides A ve B’nin kimyasal yapisi.

2.7.4 Arenimisin

2002 yilinda Bahama Adalari’ndan toplanan Ascidianlar’dan izole edilen
Salinispora arenicola’dan elde edilmis MRSA ya karst antimikrobiyal etkin bir

molekiildiir ( Asolkar et al., 2009).

Sekil 2.7 Arenimisin’nin kimyasal yapisi.

2.7.5 Benzoxazine

Atlantik okyanusunun 3814 metre derinliginden izole edilen bir
Streptomyces tlriinden elde edilen bu molekiil giiclii bir glikojen sentaz kinaz

inhibitoriidiir (Goodfellow and Fiedler, 2010).
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Sekil 2.8 Benzoxazine’nin kimyasal yapist.

2.7.6 Caboxamycin

Bu yeni benzoxazole antibiyotigi bir Streptomyces tiiriinden elde edilmis ve
gram pozitif bakteriler {izerinde inhibe edici etkisi yaninda sitotoksik etkinlik te

gosterilmistir (Goodfellow and Fiedler, 2010).

HO O
HO

8]

Sekil 2.9 Caboxamycin’nin kimyasal yapist.

2.7.7 Dermacozinler:

2006 yilinda Pasifik okyanusunda bulunulan Mariana Cukurunun 10.898
metre derinliginden izole edilen Dermacoccus’tan izole edilen bu yeni
metabolitler dermacozinler olarak adlandirilmistir. Antitiimor, antiprotozoal ve
serbest radikal siipiiriicii aktivitelerinin oldugu gosterilmistir (Goodfellow and

Fiedler, 2010).



25

Py gg% ?g%

gﬁ Mg% g

H

Sekil 2.10 Dermacozinler’in kimyasal yapilari.

2.7.8 Lipocarbazoles:

Tsukamurella pseudospumae tiiriinden elde edilen bu molekiil gii¢lii serbest

radikal siipiiriiciisii olarak rapor edilmistir (Goodfellow and Fiedler, 2010).

Sekil 2.11 Lipocarbazoles’nin kimyasal yapisi.

2.7.9 Lysolipin:

Antimikrobiyal ve antitiimor etkinligi olan bu molekiil Canary havzasindan
izole edilmis bir Streptomyces tiiriinden elde edilmistir (Goodfellow and Fiedler,

2010).



Sekil 2.12 Lysolipin’nin kimyasal yapisi.

2.7.10 Proximicins A, B ve C:

Norve¢ Raune Korfezi'nde 250 metre derinlikten izole edilen
Verrucosispora cinsine ait bir tiirden aminofuran tipi antibiyotikler elde edilmistir.
Proximicinler zayif antimikrobiyal etkinliklerinin yaninda insan tiimér hiicre

hatlarma kars1 ytliksek sitotoksik aktiviteye sahiptirler (Goodfellow and Fiedler,

2010).

Sekil 2.13 Proximicins A, B ve C’nin kimyasal yapisi.
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2.7.11 Etamisin:

Fiji’de 0.5 metre derinlikten toplanan drneklerden izole edilen Streptomyces

tiirlinden elde edilen bu bilesik MRSA’ya kars1 yiiksek antimikrobiyal etkinlik

gostermektedir (Haste et al., 2010).

Sekil 2.14 Etamisin’nin kimyasal yapisi.

2.7.12 Lodopyridone:

La Jolla’da 45 m derinlikten izole edilen Saccharomonospora marina sp.

nov.’dan elde edilen bu molekiil insan kolon adenokarsinoma hiicre hattina karsi

sitotoksik aktivite gdstermistir (Maloney et al., 2009).

0
H,CS OCH, - cl
Hol |

M

HO™ "y s N

O CH

Sekil 2.15 Lodopyridone’nin kimyasal yapist.

2.7.13 Marinopirol A ve B

La Jolla’dan denizel sedimentlerden

izole edilmis Streptomycetes

sannurensis MRSA’ya karsi antimikrobiyal etkinligi olan bu metabolitleri

sentezlemistir (Hughes et al., 2007).



28

Sekil 2.16 Marinopirol A ve B’nin kimyasal yapisi. Marinopirol A (X:H), Marinopirol B (X:Br)

2.7.14 Salinisporamide A:

Yine bir denizel aktinomiset olan Salinospora’dan izole edilen solid
tiimorlerin tedavisi i¢in (refractory multiple myeloma, multiple myeloma ve non-
small cell lung cancer) Faz I klinik calismalar1 siiren “salinosporamide A”
bilesiginin ayn1 zamanda malarya ve Alzheimer hastaligina kars1 da oldukga etkili

oldugu bulunmustur.

Sekil 2.17 Salinisporamide A’nin kimyasal yapisi.

2.7.15 Marinomycin A

Marinospora cinsine ait bir tiirden elde edilen bu bilesik anti timor ve
antimikrobiyal aktiviteye sahip yeni bir bilesiktir. Ancak bu organik bilesik
yliksek fotorekativiteye sahip olup 1sik altinda polien izomerizasyonuna
gitmektedir. Bu instabilite 6zelligi nedeniyle klinik ¢alismalarda kullanima uygun

bulunmamistir (Fenical and Jensen, 2006).



Sekil 2.18 Marinomycin A’nin kimyasal yapist.

2.7.16 Glyciapyrroles A, B ve C

Alaska’da  toplanan  sediment Orneklerinden izole edilen bir
Streptomyces tirinden elde edilen bu 1ii¢ yeni pirolseskiterpen bilesigin

antimikrobiyal etkinligi bulunmustur.

Sekil 2.19 Glyciapyrroles A(1), B(2) ve C(3)’nin kimyasal yapisi.
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3. MATERYAL

3.1 Orneklerin Toplandig Istasyonlar

Denizel ortamlarda yasayan aktinomisetlerden yeni biyoaktif molekiillerin
kesfi amaci ile baslatilmis olan TUBITAK SBAG 109S361 numarali proje
kapsaminda Ege ve Akdeniz Bolgesi’'ndeki 7 ayr1 istasyonun farkl
derinliklerinden 62 siinger 6rnegi SCUBA dalis yapilarak toplanmus, steril kaplar
icerisinde +4°C’de muhafaza edilerek laboratuara getirilmistir. Bu silinger
orneklerinden izole edilen 267 mezofilik aktinomiset susu materyal olarak
kullanilmistir.  Stinger Orneklerinin toplandigi lokasyonlar Cizelge 3.1°de

sunulmustur.

Cizelge 3.1 Orneklerin toplandig1 lokasyonlar.

lS“i)i:lllgler Siinger adi Lokasyon Tarih ?nel; inlik
1-1 Axinella polypoides Bodrum 09.02.10 34
1-2 Agelas oroides Bodrum 09.02.10 28
1-3 Cacospongia sp. Bodrum 09.02.10 20
1-4 Ciocalypta carballoi Bodrum 09.02.10 12
1-5 Ircinia sp. Bodrum 09.02.10 8
1-6 Dysidea avara Bodrum 09.02.10 5
2-1 Chondrosia reniformis Saros 17.06.10 5
2-2 Tethya aurantium Saros 17.06.10 10
2-3 Aplysina aerophoba Saros 17.06.10 5
3-1 Ircinia sp. Canakkale 18.06.10 1.5
4-1 Dysidea avara Ayvalik 19.06.10 20
42 Oscarella lobularis Ayvalik 19.06.10 20
4-3 Axinella polypoides Ayvalik 19.06.10 28
4-4 Axinella cannabina Ayvalik 19.06.10 28
4-5 Agelas oroides Ayvalik 19.06.10 28
4-6 Ircinia variabilis Ayvalik 19.06.10 28
4-7 Aplysina aerophoba Ayvalik 19.06.10 28
4-8 Sarcotragus foetidus Ayvalik 19.06.10 28

4-9 Axinella damicornis Ayvalik 19.06.10 20
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lS(:')i(lillgler Siinger adi Lokasyon Tarih ?n‘i; inlik
4-10 Acanthella acuta Ayvalik 19.06.10 20
5-1 Chondrosia reniformis Teos 20.06.10 4
5-2 Sarcotragus foetidus Teos 20.06.10 4
5-3 Spirastrela cunctatrix Teos 20.06.10 3
5-4 Hemimycale columella Teos 20.06.10 3
6-01 Axinella polypoides Kas 23.07.10 24
6-02 Agelas oroides Kas 23.07.10 24
6-03 Axinella polypoides Kas 23.07.10 24
6-04 Chondrosia reniformis Kas 23.07.10 24
6-05 Dysidea avara Kas 23.07.10 24
6-06 Phorbas fictitius Kas 24.07.10 24
6-07 Axinella polypoides Kas 24.07.10 12
6-08 Crambe crambe Kas 24.07.10 24
6-09 Coco spongia Kas 24.07.10 1
6-10 HippoSpongia officinalis Kas 25.07.10 20
6-11 Crambe crambe Kas 25.07.10 20
6-12 * Kas 25.07.10 12
613 Dysidea avara Kas 25.07.10 20
6-14 * Kas 25.07.10 20
6-15 Axinella polypoides Kas 25.07.10 24
6-16 Ciocalypta carballo Kas 25.07.10 24
6-17 Chondrilla nucula Kas 29.07.10 26
6-18 Agelas oroides Kas 29.07.10 12
6-19 Axinella polypoides Kas 29.07.10 12
6-20 Axinella damicornis Kas 29.07.10 24
6-21 Petrosia ficiformis Kas 29.07.10 24
6-22 Ciocalypta carballoi Kas 29.07.10 24
6-23 Sarcotragus foetidus Kas 30.07.10 27
6-24 Dysidea avara Kas 30.07.10 24
6-25 * Kas 30.07.10 24
6-26 * Kas 31.07.10 9.5
6-27 Ircinia spp. Kas 31.07.10 12
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lS(:')i(lillgler Siinger adi Lokasyon Tarih ?13; inlik
6-28 Dysidea sp. Kas 31.07.10 26
6-29 Ciocalypta carballoi Kas 31.07.10 24
7-1 Cliona viridis Kekova 26.07.10 12
7-2 Ircinia variabilis Kekova 26.07.10 1
7-3 Petrosia ficiformis Kekova 26.07.10 1
7-4 Petrosia ficiformis Kekova 26.07.10 1
7-5 Petrosia ficiformis Kekova 26.07.10 12
7-6 Petrosia ficiformis Kekova 26.07.10 12
7-7 Axinella polypoides Kekova 27.07.10 24
7-8 Sarcotragus foetidus Kekova 27.07.10 24
7-9 Ircinia sp. Kekova 27.07.10 26

*: Tr tayini yapilamayan siinger 6rnekleri.

Toplanan silinger 6rneklerinin fotograflar1 Sekil 3.1°de verilmistir.
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Ciocalypta carballo Chondrilla nucula Agelas oroides

Axinella damicornis Petrocia ficiformis
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Ircinia variabilis Petrosia ficiformis Petrosia ficiformis

Petrosia ficiformis Petrosia ficiformis Axinella polypoides

Sarcotragus foetidus Ircinia sp.

Sekil 3.1 Toplanan siinger drneklerinin fotograflar.

3.2 Kullanilan Besiyerleri

Besiyeri 1: Aktinomiset izolasyon Ortam

22g besiyeri (Difco™ Actinomycete Isolation Agar-212168) tartilarak, 5 ml
gliserol ile birlikte, 1 L distile suda (%50 deniz suyu) tamamen ¢oziiliinceye kadar
karigtirtlmus, 1.1 atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak
sterilize edilmistir. Bu besiyeri aktinomisetlerin izolasyonu ve kiiltiirlerin
devamliligi i¢in biiytime ortami olarak kullanilmistir (Naidenova and Vladimirova,

2000-2002).
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Besiyeri 2: Soya Mannitol Agar

Asagida belirtilen ortam igerigi pH 7.5 olacak sekilde ayarlanmis ve 1.1
atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir. Bu
besiyeri ¢aligmamizda spor siispansiyonu hazirlanmasinda kullanilmistir.

Soya Mannitol Icerigi:

Soya unu 20g
Mannitol 20g
Agar 20g
Distile su 1L

Besiyeri 3: M1

Asagida belirtilen ortam igerigi pH 7.5 olacak sekilde ayarlanmis ve 1.1
atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir. Bu
besiyeri izolasyon calismalarinda ve aktivite belirlenen izolatlarin fermantasyon
caligmalarinda kullanilmigtir (Mincer et al., 2002).

M1 Besiveri Icerigi:

(COziiniir nisasta 10g
Maya oziiti 4g
Pepton 2g
Deniz suyu 1L

Besiyeri 4: M6

Asagida belirtilen ortam igerigi pH 7.5 olacak sekilde ayarlanmis ve 1.1
atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir. Bu
besiyeri izolasyon ¢alismalarinda kullanilmistir (Webster et al., 2001).

M6 Besiveri Icerigi:

Et oziiti 4g
Pepton 4g
Maya oziiti lg
Glukoz 10g
NaC(l 20g
Agar 20g

Distile su 1L
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Besiyeri 5: Gliserol-Maya Oziitii

Asagida belirtilen ortam igerigi pH 7.5 olacak sekilde ayarlanmis ve 1.1
atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir. Bu
besiyeri saflik kontrolii ¢calismalarinda kullanilmistir (Oskay et al., 2004).

Gliserol Maya Oziitii Icerigi:

Gliserol S5¢g
Maya oziiti 2g
Pepton 25g
Distile su 1L

Besiyeri 6: R2A
Asagida belirtilen ortam igerigi pH 7.2 olacak sekilde ayarlanmis ve 1.1

atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir. Bu

besiyeri izolasyon ¢alismalarinda kullanilmistir (Hardoim et al., 2009).

R2A lcerigi;

Maya oziitii 0.5g
Glukoz 0.5g
Pepton 0.5g
Kazein hidrolizat 0.5g
Nisasta 0.5g
Sodyum piruvat 0.3g
K>,HPO4 0.3g
Magnezyum siilfat 0.05¢g
Agar 18¢g
Distile su 500 ml
Deniz suyu 500 ml

Besiyeri 7: Mueller-Hinton Agar

21g besiyeri (Oxoid Mueller-Hinton Broth-CM0405, meat infusion 2g,
kazein hidrolizat 17.5g, ¢coziiniir nisasta 1.5g, Agar 20g) 1L distile suda tamamen
¢oziiliinceye kadar karistirilmis, 1.1 atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika
otoklavlanarak sterilize edilmistir (pH 7.5). Bu besiyeri antimikrobiyal aktivitenin

belirlenmesi ¢aligmalarinda test bakterileri i¢in kullanilmgtur.
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Besiyeri 8: LB Broth

Asagida belirtilen ortam igerigi pH 7.2 olacak sekilde ayarlanmis ve 1.1
atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir.
DNA izolasyonu yapilan izolatlar i¢in kullanilmistir (Hamaki et al., 2005).
LB Broth Ortam Igerigi;

Tripton 10g
NaCl 10g
Maya oziitu 5¢g

Distile su 1L

iz Element Soliisyonu
Asagida belirtilen tuzlar iyice ¢oziiliinceye kadar karigtirilmis ve besiyeri

10, 11, 12 ve 14 i¢in iz element soliisyon stoku olarak kullanilmistir.

FGSO4. 7H20 Olg
MnC12.4H20 0.1 g
ZnSO4.7H20 Olg
Distile su 100 ml

Besiyeri 9: Maya - Malt Oziitii Agar

Asagida belirtilen ortam igerigi pH 7.2 olacak sekilde ayarlanmis ve 1.1
atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir.
Izolatlarm kiiltiirel 6zelliklerinin belirlenmesinde kullanilmistir (Shirling and
Gottlieb, 1966).
Maya - Malt Oziitii Agar Icerigi:

Maya oziitii 4g
Malt oziiti 10g
Dekstroz 4g
Agar 20g
Distile su 1L

Besiyeri 10: Yulaf Agar

Asagida belirtilen ortam igerigi pH 7.2 olacak sekilde ayarlanmis ve 1.1
atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir.
Izolatlarm kiiltiirel 6zelliklerinin belirlenmesinde kullanilmistir (Shirling and

Gottlieb, 1966).



Yulaf Agar icerigi:

Yulaf ezmesi

Agar

Iz element soliisyonu:
Distile su

40

20g
18¢g
1 ml
1L

Besiyeri 11: Nisasta —Inorganik Tuz Agar

Asagida belirtilen ortam igerigi pH 7.2 olacak sekilde ayarlanmis ve 1.1

atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir.

Izolatlarin kiiltiirel &zelliklerinin belirlenmesinde kullanilmistir (Shirling and

Gottlicb, 1966).
Nisasta —Inorganik Tuz Agar Icerigi:

Nisasta

K>;HPO4
MgSO4.7H20

NaCl

(NH4)2SO4

Iz element soliisyonu
Agar

Distile su

10g
Ig
Ig
lg
2g
1 ml
20g
1L

Besiyeri 12: Gliserol Asparajin Agar

Asagida belirtilen ortam igerigi pH 7.2 olacak sekilde ayarlanmis ve 1.1

atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir.

Izolatlarin kiiltiirel 6zelliklerinin belirlenmesinde kullanilmistir (Shirling and

Gottlieb, 1966).
Gliserol Asparajin Agar Icerigi:

L- Asparajin
Gliserol

K,HPO,

Iz element soliisyonu
Agar

Distile su

Ig
10g
Ig
I ml
20g
1L

Besiyeri 13: Pepton- Maya Oziitii Agar

Asagida belirtilen ortam igerigi pH 7.2 olacak sekilde ayarlanmis ve 1.1

atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir.
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Izolatlarm kiiltiirel 6zelliklerinin belirlenmesinde kullanilmistir (Shirling and
Gottlieb, 1966).

Pepton- Mava Oziitii Agar Icerigi:

Pepton demir agar 36g
Maya oziitii lg
Distile su 1L

Besiyeri 14: Tirozin Agar

Asagida belirtilen ortam igerigi pH 7.2 olacak sekilde ayarlanmis ve 1.1
atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir.
Izolatlarm kiiltiirel 6zelliklerinin belirlenmesinde kullanilmistir (Shirling and
Gottlieb, 1966).

Tirozin Agar Icerigi:

Gliserol 15¢
L-tirozin 0.5¢g
L- asparjin lg
KzHP 04 0.5 g
MgSO4.7H20 OSg
NaCl 0.5g
FeS0,4.7H,O 0.01g
Iz element soliisyonu 1 ml
Agar 20g
Distile su 1L

Besiyeri 15: Glukoz Maya Oziitii Agar

Asagida belirtilen ortam igerigi pH 7.2 olacak sekilde ayarlanmis ve 1.1
atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir.
Izolatlarm kiiltiirel &zelliklerinin belirlenmesinde kullanilmistir (Falkow et al.,
2006).
Glukoz Maya Ogziitii Agar Icerigi

Glukoz 4g
Maya oziitii 4g
Malt oziitii 10g
Agar 20g

Distile su 1L
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3.3 Test Organizmalar

Orneklerden izole edilen aktinomisetlerin antimikrobiyal aktivitelerini
saptamak icin Refik Saydam Hifzissthha Midirligt Kiiltir Koleksiyonu’ndan

temin edilen asagidaki test organizmalar1 kullanilmastir.

1. Escherichia coli O157:H7 (RSKK 232)
2. Metisilin direngli Staphylococcus aureus (MRSA) (RSKK 95047)

3.4 Ekstraksiyon ve Yogunlastirma

Aktinomiset  kiiltiirlerinden elde edilen fermantasyon sivilarinin
ekstraksiyonunda etil asetat (EtOAc) (Merck) kullanilmistir. Yogunlastirma islemi
37°C’de rotary evaporatorde yapilmustir.

3.5 Taramal Elektron Mikroskobu Goriintiilemesi

Bazi izolatlarin mikroskop goriintiileri 15.000, 25.000, 50.000 ve 100.000°
lik biiylitmeler yapilarakFEI Quanta 250 FEG model taramali elektron

mikroskobu ile alinmistir.

3.6 DNA izolasyonu ve Sekans Analizi

50X TAE (Tris-Asetat-EDTA) Tamponu:

Tris baz 242¢
Glasiyal asetik asit 57.1 ml
EDTA 0.5 M (pH 8) 100 ml

242 gram Tris baz 600 ml distile su igerisinde ¢oziildiikten sonra glasiyel
asetik asit, daha sonra da EDTA eklenmistir. Hacim yine distile su kullanilarak 1

litreye tamamlanmustir.
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Potasyum Asetat tamponu:

Potasyum asetat SM: 60 ml
Glasiyel asetik asit: 11.5ml
Distile su: 28.5 ml

Liziz Tamponu:

Tris (pH 8): 10 mM
EDTA (pH 8): 0.1 M
0.3 % SDS

Hacmin ayarlanmasinda ultra saf su kullanilmustir.

Elektroforezde kullanilan;

Marker : Gene Ruler 100bp DNA

Yiikleme boyas1 : 6X Loading Dye Solution

Polimer Zincir Reaksiyvonu (PZR) icin kullanilan primerler:

27F: AGAGTTTGATCMTGGCTCAG

1492R: TACGGYTACCTTGTTACGAG

Sekanslama i¢in kullanilan cihaz: ABI 3100 Genetic Analyzer
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4. YONTEMLER

4.1 Aktinomiset izolasyonu

Aktinomiset izolasyonu yapilan siinger Ornekleri Ege ve Akdeniz
Bolgesi’nden toplanmistir. Elde edilen 6rneklerden uygun yontemler kullanilarak

aktinomiset izolasyonu yapilmistir.

Toplanan 6rnekler laboratuara deniz suyu igerisinde +4°C’de muhafaza
edilerek getirilmistir. Siingerler steril deniz suyuyla 5 kez yikanarak yiizeysel
bakterilerin uzaklagtirilmas: saglanmistir. Yikama sonrasi siinger Ornekleri
yaklasik 1 cm®liik boyutlarda kesilerek 10 hacim steril deniz suyuyla homojenize
edilmistir. Daha sonra her 6rnegin 10™', 10%’lik seyreltmeleri hazirlanarak 1, 3, 4
ve 6 No’lu besiyerlerine yiizeye yayma yontemi ile ekim yapilmistir. Hazirlanan
petriler 28°C’de 21 giin inkiibasyona birakilmigtir. Besiyerlerine fungal biiyiimeyi
baskilamak amaciyla nistatin (50 pg ml') ve hizli biiyiiyen Gram negatif
bakterileri baskilamak i¢in de nalidiksik asit (20 pg ml™) eklenmistir (Ensign,
1992; Song et al., 2001).

Inkiibasyon siiresi sonunda izolasyon ortaminda tespit edilen aktinomiset
kolonileri 2 ve 5 No’lu besiyerlerine ¢izgi ekim yapilarak ekilmis, 7 giin boyunca
28°C’de inkiibasyona kaldirilmistir. Safliklar1 kontrol edilen izolatlar yatik olarak
hazirlanan 1 No’lu besiyerinde tretilip +4°C’de, ayrica spor siispansiyonlari

yapilarak -20°C ve -86 °C’de stoklanmistir (Ensign, 1992; Song et al., 2001).

4.2 Spor Siispansiyonu Hazirlanmasi

Saf olarak elde edilen izolatlar 2 No’lu besiyerine yiizeye yayma yontemi ile
inokiile edilmis ve 28°C’de 5-7 giin olgun sporulasyon agsamasi gerceklesinceye
kadar inkiibe edilmistir. Ardindan olgun sporlar steril pamuk yardimiyla %20

steril gliserol igerisine alinarak -20°C ve -86°C ’de stoklanmustir.
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4.3 Kiiciik Caph Fermantasyon Calismalari

Izole edilip saflastirilan her bir aktinomiset susu i¢in 3 No’lu besiyerinden
50 ml iceren 250 ml’lik erlenler hazirlanmis ve 1.1 atmosfer basing altinda

121°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir.

3 No’lu besiyerinde petri i¢inde iretilmis her bir izolattan steril kabin
icerisinde bir 6ze dolusu spor alinmis, steril edilmis 50 ml besiyeri igeren erlen
icerisine asilanmustir. 28°C’de rotary c¢alkalayicida 150 devir/dakika g¢alkalama
hizinda 7 giin inkiibe edilmistir. Fermantasyon 267 tane 250 ml’lik erlende

gergeklestirilmistir (Mincer et al., 2002) .

Fermantasyon bitiminde kontaminasyon olup olmadig1 5 No’lu besiyerinde
kontrol edilmis, kontaminasyon tespit edilen iiretimlerde stok kontaminasyonu

aragtirilip iiretime yeniden baglanmistir.

4.4 Ekstraksiyon

Elde edilen fermantasyon sivilari diizgiin pelletler olusturduysa siizme
islemi ile aksi durumda santrifiijleme yapilarak hiicre ve hiicre kalintilarindan
armndirilmistir. Elde edilen berrak siiziintii hacminin 1/2°si kadar EtOAc ile 2 kez
partisyona tabi tutulmustur. Birlestirilen EtOAc fazlar1 rotary evaporatorde
40°C’de vakum altinda ucurulmustur. Elde edilen ekstreler 300 ml EtOAc’ta
coziilerek bunun 30 pl’si disklere yiiklenmis, disk difiizyon yontemi ile

patojenlere karsi test edilmistir.

4.5 Disk Difiizyon Yontemi

Disk diflizyon yonteminde test mikroorganizmalar1 deneme dncesi aktif hale
getirilerek 24 saatlik geng kiiltlirler denemeye alinmistir. Aktivasyonda bakteriler
icin 7 No’lu besiyeri kullanilmistir. 0.5 McFarland bulaniklik standardina gore
hazirlanan test organizmalar1 (E.coli 0157:H7 RSSK 234 ve S. aureus (metisilin
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direngli) RSSK 95047), steril ekiivyon cubuk yardimiyla petrilere dokiilmiis
besiyerlerinin iizerine inokiile edilmistir. Ardindan aktivitesi incelenecek ekstreler
disklere emdirilmis ve kontrol antibiyotigi ile birlikte petrilere steril bir pens
yardimiyla yerlestirilmistir. Kontrol antibiyotigi olarak 10 pg gentamisin diske
emdirilmistir. Inkiibasyon dncesi 2 saat +4 °C’de bekletilen petriler daha sonra
37°C’ye alinarak 24 saat inkiibasyon sonrasi disklerin gevresinde olusan zonlar

mm cinsinden Ol¢lilmiistiir (Denizci, 1996; Korkmaz, 2006).

4.6 1izolatlarm pH, Tuz ve Sicakhk Toleranslarimin ve Seker
Kullanimlariin Belirlenmesi

MRSA ve E.coli’ye kars1 antimikrobiyal aktivite goOsteren aktinomiset
tiirleri icinden segilen 19 izolatin pH, tuz ve sicaklik toleranslarinin ve seker
ihtiyaclarmin belirlenmesi i¢in bir dizi test yapilmistir. Bunun i¢in elde edilen
morfolojik  ve  kiiltiirel  karakterlerin  karsilastirilmasi;  Methods  for
Characterization of Streptomyces Species (Shirling ve Gottlieb, 1966)

literatiirlerine dayanilarak gerceklestirilmistir.

Izolatlarin tuz toleranslarmin belirlenmesi i¢in 15 No’lu besiyerine %0,
%2.5, %5, %7.5, %10, %12.5, %15 ve %17.5 oranlarinda NaCl ilave edilerek
petrilere paylastirilmistir her bir izolattan bu besiyerlerine ¢izgi ekim yapilmus,

28°C’de 14 giin inkiibasyona birakilmustir.

Izolatlarin pH toleranslarinin belirlenmesi icin 15 No’lu besiyeri pH 2, 3, 4,
5,6,7,8,9,10, 11 ve 12 olacak sekilde hazirlanmis ve petrilere her bir izolattan
cizgi ekim yapilarak 28°C’de 14 giin inkiibasyona birakilmistir.

Izolatlarm iiredikleri sicaklik araliklarimin belirlenmesi icin her bir izolat 15
No’lu besiyeri igeren 9 petriye ¢izgi ekim yapilmis, 4°C, 10°C, 20°C, 28°C, 37°C,
45°C, 50°C, 55°C ve 60°C’de 14 giin inkiibasyona birakilmigtir.

Izolatlarim kullandiklar1 sekerlerin belirlenmesi i¢in 15 No’lu besiyerine
yalmz glukoz, sukroz, rafinoz, seliiloz, fruktoz ve mannitol igeren petriler
hazirlanmis, her bir izolattan ¢izgi ekim yapilmig, 28°C’de 14 giin inkiibasyona

birakilmigtir. Karbon kaynaklarinin kullanimi 15 No’lu besiyerinde 14 giin
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sonunda, seker kaynaklar1 igeren pozitif kontrol ortami ve karbon kaynaksiz

negatif kontrol ortami ile karsilastirilarak belirlenmistir.

4.7 DNA izolasyonu ve Sekans Analizi

4.7.1 Genomik DNA izolasyonu

Molekiiler genomik DNA izolasyonu Liu et al. (2000) tarafindan tanimlanan
metoda gore gergeklestirilmistir. izolatlar 8 No’lu besiyerinden 4 ml iceren cam
tiiplere inokiile edilmis, 28°C’de orbital ¢alkalayicida 150 rpm calkalama hizinda
36-48 saat inkiibe edilmistir.

Fermantasyondan sonra ortamdan 1-1.5 ml fermantasyon sivisi alinarak
mikrosantrifiij tlipline aktarilmis ve 7.000 g’de 5 dakika santrifiij edilerek hiicreler
alinmistir. Ust sivi uzaklastirildiktan sonra hiicre pelletleri iizerine 0.01 mg
lizozim ilave edilmistir ve 37°C’ de 30 dakika bekletilmistir. Bekleme siiresinden
sonra karisim iizerine 500 pl lizis tamponu ilave edilip homojenize edilmis ve su
banyosunda 65°C’de 10 dakika bekletilmistir. Daha sonra pellet iizerine soguk
etanol (%70) ilave edilerek 12.000 g’de 1 dakika santrifiij edilmis ve siipernatant
atilarak pellet kurumaya birakilmistir. Kurutma isleminden sonra pellet iizerine
150 pl potasyum asetat soliisyonu eklenip homojenize edilmis ve ardindan 12.000
g’de 4°C’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant yeni bir eppendorf tiipiine
alinarak tiizerine esit hacimde izopropil alkol ilave edilmis ve ayni sekilde
santrifiijlenerek DNA ¢oktiiriilmiis ve siipernatant atilmistir. Daha sonra soguk
etanol (%70 v/v, 300 pl) ile muamele edildikten sonra etanol ucurulmustur.
Ardindan pellet, tizerine 50 pl ultra saf su eklenerek siispanse edilmis ve genomik
DNA, biitiinliigli ve safligt acisindan agaroz jel elektroforezi kullanilarak

degerlendirilmistir.

4.7.2 Agaroz jel elektroforezi

%1’lik agaroz jel hazirlamak amaci ile 1g agaroz 100 mL 1X TAE

elektroforez tamponuna eklenmis ve mikrodalga firinda ¢oziilmiistiir. Karisimin
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homojen olmas1 saglanmistir. Yaklasik 40-45°C’ye kadar sogutularak son
konsantrasyonu 5ug/100 ml olacak sekilde 10000X GelRed boyasi eklenmis ve jel
kasete dokiilmiistiir. 30-60 dakika siire ile donmasi beklenmistir. Taraklar

cikarilmis ve jel, iginde 1X TAE bulunan elektroforez tankina yerlestirilmistir.

Izole edilen genomik DNA &rneklerinden 8 ul alinarak 2 pl jel yiikleme
tamponu (6X) ile kanstirilmis ve jel iizerindeki kuyucuklara dikkatlice
yiiklenmistir. Ik kuyucuga DNA standardi yiiklenmis ve yiiriitme islemi 100 V
altinda gerceklestirilmistir.

Elektroforez sonucunda baslangi¢ noktasina yakin, yliksek molekiil agirlikli
tek bir bant gozlenmesi, izole edilen DNA’larin biitiinliigiiniin tam oldugunu

gostermistir (Sambrook et al., 1989; Ausubel et al., 1997).

4.7.3 Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

16S ribozomal RNA dizisini kodlayan gen bdlgesini Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) ile ¢cogaltmak i¢in Boliim 3.6’da dizisi verilen 27F ve 1492R
primerler kullanilmigtir. PZR karigimi 10X Taq buffer, 0.2 mM dNTP, 0.75 mM
MgCl,, 1.25 U Taq polimeraz (Fermantas), 0.4 pmol/uL primer ve 150 ng DNA
icerecek sekilde toplam 50 pL hacimde gerceklestirilmistir. Kullanilan PZR
programi ise 6n denatiirasyon i¢in 94°C’de 30 saniye, ardindan 30 dongii 94°C’de
30 saniye, 50°C’de 30 saniye ve 72°C’de 45 saniye olarak gergeklestirilmistir.
PZR firtiniiniin 5 pl’si %1°lik agaroz jelde yiiriitiilerek kalitesi ve miktar1 kontrol

edilmis ve uygun PZR iiriinleri saflagtirilmistir.

4.7.4 DNA dizi analizi ve degerlendirme

PZR sonras1 belirlenen DNA dizilerinin degerlendirilmesi alignment ve
filogenetik analiz MEGA Software kullanilarak yapilmistir. Filogenetik agac
Neighbour-joining  yontemi ile 3000 bootstrap degeri  kullanilarak
gerceklestirilmistir. Filogenetik agaca eklenen referans bakteri dizileri NCBI’a ait

gen bankasindan elde edilmistir.
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4.8 Taramal Elektron Mikroskobu Goriintiileri:

1 No’lu besiyerine ekim filtre kagidi iizerine yapilmustir. Uzerleri kapatilan
03-SM-004, 06-SM-126 ve 07-SM-126 kodlu izolatlar 48-72 saat siireyle 28°C’de
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda steril kosullarda pens
yardimiyla besiyeri lizerinden alinan filtreler laminar flow i¢inde kurutulmustur.
Daha sonra SEM ig¢in altin kaplanan ornekler Boliim 3.5’te ozellikleri verilen

Taramal1 Elektron Mikroskobu ile farkli biiylitmelerde incelenmistir.
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5. BULGULAR

5.1 Aktinomiset izolasyonu

Bu calismada 7 istasyondan toplanan 62 siinger 6rneginden aktinomiset
izolasyonu gerceklestirilmistir. Izole edilen 267 mezofilik aktinomiset susuna ait

bilgiler Cizelge 5.1’de sunulmustur.

Cizelge 5.1 izole edilen aktinomisetlere ait bilgiler.

. 52 . ¥
1zolat Kodu S 2 Siingerin ad1 Lokasyon c 8
52 tk
—
02-SM-001 2-3 Aplysina aerophoba Saros R2A
02-SM-002 2-1 Chondrosia reniformis Saros M6
02-SM-003 2-1 Chondrosia reniformis Saros M1
02-SM-004 2-1 Chondrosia reniformis Saros M1
02-SM-005 2-1 Chondrosia reniformis Saros AlO
02-SM-006 22 Tethya aurantium Saros M1
02-SM-007 2.2 Tethya aurantium Saros M1
02-SM-008 2.2 Tethya aurantium Saros M1
02-SM-009 2.2 Tethya aurantium Saros M1
02-SM-010 22 Tethya aurantium Saros M1
02-SM-011 22 Tethya aurantium Saros M1
02-SM-012 2.2 Tethya aurantium Saros AlO
02-SM-013 2.2 Tethya aurantium Saros AlO
02-SM-014 22 Tethya aurantium Saros AfO
02-SM-015 22 Tethya aurantium Saros AlO
02-SM-016 22 Tethya aurantium Saros M6
02-SM-017 2-3 Aplysina aerophoba Saros M1
02-SM-018 2-3 Aplysina aerophoba Saros M1
02-SM-019 23 Aplysina aerophoba Saros M1
02-SM-020 2-3 Aplysina aerophoba Saros AlO
02-SM-021 23 Aplysina aerophoba Saros M1
02-SM-022 2-3 Aplysina aerophoba Saros M6
02-SM-023 23 Aplysina aerophoba Saros M6
02-SM-024 2-3 Aplysina aerophoba Saros AlO
02-SM-025 2-3 Aplysina aerophoba Saros AlO
02-SM-026 2-3 Aplysina aerophoba Saros R2A
02-SM-027 23 Aplysina aerophoba Saros R2A
02-SM-028 2-3 Aplysina aerophoba Saros R2A
02-SM-029 2-3 Aplysina aerophoba Saros R2A
02-SM-030 2-3 Aplysina aerophoba Saros R2A
02-SM-031 23 Aplysina aerophoba Saros M1
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. 52 o ¥
Izolat Kodu S 3 Siingerin ad1 Lokasyon s &
52 k
-
02-SM-032 2-3 Aplysina aerophoba Saros Ml
02-SM-033 2.3 Aplysina aerophoba Saros R2A
03-SM-001 3-1 Ircinia sp. Canakkale Ml
03-SM-002 3-1 Ircinia sp. Canakkale M1
03-SM-003 3-1 Ircinia sp. Canakkale Ml
03-SM-004 3-1 Ircinia sp. Canakkale Ml
03-SM-005 3-1 Ircinia sp. Canakkale Ml
03-SM-006 3-1 Ircinia sp. Canakkale M1
03-SM-007 3-1 Ircinia sp. Canakkale Ml
03-SM-008 3-1 Ircinia sp. Canakkale Ml
03-SM-009 3-1 Ircinia sp. Canakkale M6
03-SM-010 3-1 Ircinia sp. Canakkale M6
03-SM-011 3-1 Ircinia sp. Canakkale M6
03-SM-012 3-1 Ircinia sp. Canakkale AlO
03-SM-013 3-1 Ircinia sp. Canakkale AlO
03-SM-014 3-1 Ircinia sp. Canakkale AlO
03-SM-015 3-1 Ircinia sp. Canakkale AlO
03-SM-016 3-1 Ircinia sp. Canakkale AlO
03-SM-017 3-1 Ircinia sp. Canakkale AlO
03-SM-018 3-1 Ircinia sp. Canakkale R2A
03-SM-019 3-1 Ircinia sp. Canakkale R2A
04-SM-002 4-8 Sarcotragus foetidus Ayvalik M6
04-SM-003 4-8 Sarcotragus foetidus Ayvalik M6
04-SM-006 4-8 Sarcotragus foetidus Ayvalik M1
05-SM-002 5-2 Sarcotragus foeditus Teos M6
05-SM-003 5-2 Sarcotragus foeditus Teos M6
05-SM-004 5-2 Sarcotragus foeditus Teos M6
05-SM-005 5-3 Spirastrela cunctatrix Teos M6
05-SM-006 5-3 Spirastrela cunctatrix Teos M6
05-SM-007 5-4 Hemimycale columella Teos M6
05-SM-008 5-4 Hemimycale columella Teos M6
05-SM-009 5-4 Hemimycale columella Teos AlO
06-SM-001 6-1 Axinella polypoides Kas AlO
06-SM-002 6-1 Axinella polypoides Kas R2A
06-SM-003 6-2 Axinella polypoides Kas M6
06-SM-004 6-2 Axinella polypoides Kas AlO
06-SM-005 6-2 Axinella polypoides Kas R2A
06-SM-006 6-2 Axinella polypoides Kas R2A
06-SM-007 6-2 Axinella polypoides Kas Ml
06-SM-008 6-3 Axinella polypoides Kas M6
06-SM-009 6-3 Axinella polypoides Kas AlO
06-SM-010 6-3 Axinella polypoides Kas AlO
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. 52 . ¥
Izolat Kodu S 3 Siingerin ad1 Lokasyon s 8
7 2 k
—_
06-SM-011 6-3 Axinella polypoides Kas R2A
06-SM-012 6-3 Axinella polypoides Kas R2A
06-SM-013 6-3 Axinella polypoides Kas Ml
06-SM-014 6-4 Chondrosia reniformis Kas M6
06-SM-015 6-4 Chondrosia reniformis Kas AIO
06-SM-016 6-4 Chondrosia reniformis Kas R2A
06-SM-017 6-4 Chondrosia reniformis Kas M1
06-SM-018 6-4 Chondrosia reniformis Kas MEA
06-SM-019 6-5 Dysidea avara Kas AIO
06-SM-020 6-5 Dysidea avara Kas AlO
06-SM-021 6-7 Axinella polypoides Kas M6
06-SM-022 6-7 Axinella polypoides Kas AlO
06-SM-023 6-7 Axinella polypoides Kas R2A
06-SM-024 6-7 Axinella polypoides Kas R2A
06-SM-025 6-7 Axinella polypoides Kas Ml
06-SM-026 6-8 Crambe crambe Kas R2A
06-SM-027 6-8 Crambe crambe Kas Ml
06-SM-028 6-9 Coco spongia Kas M6
06-SM-029 6-9 Coco spongia Kas AIO
06-SM-030 6-9 Coco spongia Kas AlO
06-SM-032 6-9 Coco spongia Kas R2A
06-SM-033 6-9 Coco spongia Kas R2A
06-SM-034 6-9 Coco spongia Kas Ml
06-SM-035 6-10 HippoSpongia officinalis Kas M6
06-SM-036 6-10 HippoSpongia officinalis Kas AIO
06-SM-037 6-10 HippoSpongia officinalis Kas AlO
06-SM-038 6-10 HippoSpongia officinalis Kas R2A
06-SM-039 6-10 HippoSpongia officinalis Kas R2A
06-SM-040 6-10 HippoSpongia officinalis Kas Ml
06-SM-041 6-11 Crambe crambe Kas Mo
06-SM-042 6-11 Crambe crambe Kas Ml
06-SM-043 6-11 Crambe crambe Kas M1
06-SM-044 6-11 Crambe crambe Kas R2A
06-SM-045 6-11 Crambe crambe Kas R2A
06-SM-046 6-11 Crambe crambe Kas M6
06-SM-047 6-12 * Kas M1
06-SM-048 6-12 * Kas M1
06-SM-049 6-12 * Kas M1
06-SM-050 6-12 * Kas AlO
06-SM-051 6-12 * Kas R2A
06-SM-052 6-12 * Kas R2A
06-SM-053 6-12 * Kas M6
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. 52 . ¥
Izolat Kodu S 3 Siingerin ad1 Lokasyon s 8
7 2 tk
—_
06-SM-054 6-12 * Kas M6
06-SM-055 6-13 Dysidea avara Kas Mo
06-SM-056 6-13 Dysidea avara Kas AlO
06-SM-057 6-13 Dysidea avara Kas Ml
06-SM-058 6-13 Dysidea avara Kas MEA
06-SM-060 6-14 * Kas M6
06-SM-061 6-14 * Kas AlO
06-SM-062 6-14 * Kas AlO
06-SM-063 6-14 * Kas R2A
06-SM-064 6-14 * Kas M1
06-SM-065 6-14 * Kas M6
06-SM-066 6-15 Axinella polypoides Kas R2A
06-SM-067 6-15 Axinella polypoides Kas Ml
06-SM-068 6-15 Axinella polypoides Kas M1
06-SM-069 6-15 Axinella polypoides Kas AIO
06-SM-070 6-15 Axinella polypoides Kas M6
06-SM-071 6-15 Axinella polypoides Kas Mo
06-SM-072 6-16 Ciocalypta carballo Kas M1
06-SM-073 6-16 Ciocalypta carballo Kas Ml
06-SM-074 6-16 Ciocalypta carballo Kas R2A
06-SM-075 6-16 Ciocalypta carballo Kas R2A
06-SM-077 6-16 Ciocalypta carballo Kas R2A
06-SM-078 6-16 Ciocalypta carballo Kas R2A
06-SM-079 6-16 Ciocalypta carballo Kas M6
06-SM-080 6-16 Ciocalypta carballo Kas M6
06-SM-081 6-17 Chondrilla nucula Kas R2A
06-SM-082 6-17 Chondrilla nucula Kas R2A
06-SM-083 6-17 Chondrilla nucula Kas AlIO
06-SM-84 6-17 Chondrilla nucula Kas M6
06-SM-85 6-17 Chondrilla nucula Kas M6
06-SM-86 6-17 Chondrilla nucula Kas R2A
06-SM-87 6-17 Chondrilla nucula Kas M1
06-SM-88 6-17 Chondrilla nucula Kas M6
06-SM-89 6-17 Chondrilla nucula Kas M6
06-SM-90 6-17 Chondrilla nucula Kas Ml
06-SM-91 6-18 Agelas oroides Kas R2A
06-SM-92 6-18 Agelas oroides Kas R2A
06-SM-93 6-18 Agelas oroides Kas Mo
06-SM-94 6-18 Agelas oroides Kas AlO
06-SM-95 6-18 Agelas oroides Kas Ml
06-SM-96 6-18 Agelas oroides Kas Ml
06-SM-97 6-18 Agelas oroides Kas R2A
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. %3 . ¥
Izolat Kodu S 3 Siingerin ad1 Lokasyon s 8
7 2 tk
—_
06-SM-98 6-18 Agelas oroides Kas R2A
06-SM-99 6-18 Agelas oroides Kas Mo
06-SM-100 6-19 Axinella polypoides Kas Ml
06-SM-101 6-19 Axinella polypoides Kas Ml
06-SM-102 6-20 Axinella damicornis Kas R2A
06-SM-103 6-20 Axinella damicornis Kas R2A
06-SM-104 6-20 Axinella damicornis Kas AIO
06-SM-105 6-21 Petrosia ficiformis Kas R2A
06-SM-106 6-21 Petrosia ficiformis Kas R2A
06-SM-107 6-21 Petrosia ficiformis Kas R2A
06-SM-108 6-21 Petrosia ficiformis Kas M6
06-SM-109 6-22 Ciocalypta carballoi Kas R2A
06-SM-110 6-22 Ciocalypta carballoi Kas AIO
06-SM-111 6-22 Ciocalypta carballoi Kas Mo
06-SM-112 6-22 Ciocalypta carballoi Kas AIO
06-SM-113 6-22 Ciocalypta carballoi Kas R2A
06-SM-114 6-22 Ciocalypta carballoi Kas AIO
06-SM-115 6-22 Ciocalypta carballoi Kas AlO
06-SM-116 6-23 Sarcotragus foetidus Kas R2A
06-SM-117 6-23 Sarcotragus foetidus Kas R2A
06-SM-118 6-23 Sarcotragus foetidus Kas R2A
06-SM-119 6-23 Sarcotragus foetidus Kas AlO
06-SM-120 6-23 Sarcotragus foetidus Kas M1
06-SM-121 6-24 Dysidea avara Kas AlO
06-SM-122 6-24 Dysidea avara Kas AIO
06-SM-123 6-24 Dysidea avara Kas AlO
06-SM-124 6-24 Dysidea avara Kas AlO
06-SM-125 6-24 Dysidea avara Kas R2A
06-SM-126 6-24 Dysidea avara Kas R2A
06-SM-127 6-24 Dysidea avara Kas Mo
06-SM-128 6-24 Dysidea avara Kas AlO
06-SM-129 6-24 Dysidea avara Kas M6
06-SM-130 6-24 Dysidea avara Kas R2A
06-SM-131 6-24 Dysidea avara Kas AlO
06-SM-132 6-25 * Kas AlO
06-SM-133 6-25 * Kas R2A
06-SM-134 6-25 * Kas AlO
06-SM-135 6-25 * Kas Ml
06-SM-136 6-25 * Kas M1
06-SM-137 6-25 * Kas M1
06-SM-138 6-26 * Kas R2A
06-SM-139 6-26 * Kas R2A
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. 52 . ¥
Izolat Kodu S 3 Siingerin ad1 Lokasyon s 8
52 k
—_
06-SM-140 6-26 * Kas M6
06-SM-141 6-26 * Kas M1
06-SM-142 6-26 * Kas AlO
06-SM-143 6-26 * Kas M6
06-SM-144 6-26 * Kas M1
06-SM-145 6-26 * Kas AlO
06-SM-146 6-27 Ircinia spp. Kas M6
06-SM-147 6-27 Ircinia spp. Kas M6
06-SM-148 6-27 Ircinia spp. Kas M1
06-SM-149 6-27 Ircinia spp. Kas MIl
06-SM-150 6-27 Ircinia spp. Kas R2A
06-SM-151 6-27 Ircinia spp. Kas M6
06-SM-152 6-27 Ircinia spp. Kas AIO
06-SM-153 6-27 Ircinia spp. Kas M6
06-SM-154 6-27 Ircinia spp. Kas AIO
06-SM-155 6-27 Ircinia spp. Kas R2A
06-SM-156 6-27 Ircinia spp. Kas R2A
06-SM-157 6-27 Ircinia spp. Kas R2A
06-SM-158 6-28 Dysidea sp. Kas Ml
06-SM-159 6-28 Dysidea sp. Kas M6
06-SM-160 6-28 Dysidea sp. Kas R2A
06-SM-162 6-28 Dysidea sp. Kas AlO
06-SM-163 6-29 Ciocalypta carballoi Kas R2A
06-SM-164 6-29 Ciocalypta carballoi Kas R2A
06-SM-165 6-29 Ciocalypta carballoi Kas M6
06-SM-166 6-29 Ciocalypta carballoi Kas Mo
07-SM-001 7-1 Clione viridis Kekova M6
07-SM-002 7-1 Clione viridis Kekova AlO
07-SM-003 7-1 Clione viridis Kekova R2A
07-SM-004 7-1 Clione viridis Kekova R2A
07-SM-005 7-1 Clione viridis Kekova M1
07-SM-006 7-1 Clione viridis Kekova Ml
07-SM-007 7-1 Clione viridis Kekova Ml
07-SM-008 7-1 Clione viridis Kekova AlO
07-SM-009 7-2 Ircinia variabilis Kekova M1
07-SM-010 7-2 Ircinia variabilis Kekova M6
07-SM-011 7-2 Ircinia variabilis Kekova M6
07-SM-012 7-3 Petrosia ficiformis Kekova Mo
07-SM-013 7-3 Petrosia ficiformis Kekova M6
07-SM-014 7-3 Petrosia ficiformis Kekova R2A
07-SM-015 7-3 Petrosia ficiformis Kekova AIO
07-SM-016 7-4 Petrosia ficiformis Kekova M1
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Cizelge 5.1 (devam)

. %3 . ¥
Izolat Kodu S 3 Siingerin ad1 Lokasyon s 8
7 2 tk
—_
07-SM-017 7-4 Petrosia ficiformis Kekova AIO
07-SM-018 7-5 Petrosia ficiformis Kekova Mo
07-SM-019 7-5 Petrosia ficiformis Kekova R2A
07-SM-020 7-5 Petrosia ficiformis Kekova Ml
07-SM-021 7-5 Petrosia ficiformis Kekova AIO
07-SM-022 7-6 Petrosia ficiformis Kekova R2A
07-SM-023 7-6 Petrosia ficiformis Kekova M1
07-SM-024 7-6 Petrosia ficiformis Kekova AlO
07-SM-025 7-6 Petrosia ficiformis Kekova M6
07-SM-026 7-7 Axinella polypoides Kekova M1
07-SM-027 7-7 Axinella polypoides Kekova AIO
07-SM-028 7-7 Axinella polypoides Kekova Ml
07-SM-029 7-7 Axinella polypoides Kekova M6
07-SM-030 7-8 Sarcotragus foetidus Kekova Mo
07-SM-031 7-8 Sarcotragus foetidus Kekova M1
07-SM-032 7-8 Sarcotragus foetidus Kekova AlO
07-SM-033 7-8 Sarcotragus foetidus Kekova R2A
07-SM-034 7-8 Sarcotragus foetidus Kekova R2A
07-SM-035 7-8 Sarcotragus foetidus Kekova M6
07-SM-036 7-9 Ircinia sp Kekova R2A
07-SM-037 7-9 Ircinia sp Kekova AIO
07-SM-038 7-9 Ircinia sp Kekova M6
07-SM-039 7-9 Ircinia sp Kekova M6
07-SM-040 7-2 Ircinia variabilis Kekova M6
07-SM-041 7-2 Ircinia variabilis Kekova AlO
07-SM-042 7-1 Clione viridis Kekova R2A

*: Tiir tayini yapilamyan siinger ornekleri.

Bazi izolatlarin 2 No’lu besiyerinde 7 giin sonunda olusturduklari koloni
goriintiileri Sekil 5.1°de gosterilmistir. 06-SM-126, 07-SM-042 ve 03-SM-004
No’lu izolatlarin taramali elektron mikroskobu goriintiileri Sekil 5.2°de

sunulmustur.
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02-SM-028 03-SM-003

—

126

06

06-SM-159

Sekil 5.1 Bazi izolatlarin petrideki koloni goriintiileri.
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06-SM-126 06-SM-126
50000 X 15 000 X

07-SM-042 07-SM-042
100 000 X 25000 X

03-SM-004 03-SM-004
15 000 X 100 000 X

Sekil 5.2 Bazi izolatlarin Taramali Elektron Mikroskobu goriintiileri.
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5.2 Aktivite Sonuclari

Izolatlarm antimikrobiyal aktiviteleri Boliim 4.5’te anlatildigi sekilde
belirlenmis ve aktivite testinin yapildigi ornek petri Sekil 5.3°te goOsterilmistir.
Toplam 267 izolatin antimikrobiyal aktivite dagilimlar1 sonuglar1 Cizelge 5.2°de

listelenmistir.

Cizelge 5.2 izolatlarm antimikrobiyal aktivite sonuglar1.

Antimikrobiyal Aktivite Sonuclar:

izolat Kodu izole Edildigi Siinger (mm)
E. coli MRSA

02-SM-001 Aplysina aerophoba 0
02-SM-002 Chondrosia reniformis 0 0
02-SM-003 Chondrosia reniformis 0 0
02-SM-004 Chondrosia reniformis 0 0
02-SM-005 Chondrosia reniformis 0 0
02-SM-006 Tethya aurantium 0 0
02-SM-007 Tethya aurantium 0 0
02-SM-008 Tethya aurantium 0 0
02-SM-009 Tethya aurantium 0 0
02-SM-010 Tethya aurantium 0 0
02-SM-011 Tethya aurantium 0 0
02-SM-012 Tethya aurantium 0 0
02-SM-013 Tethya aurantium 0 14
02-SM-014 Tethya aurantium 0 0
02-SM-015 Tethya aurantium 0 0
02-SM-016 Tethya aurantium 0 0
02-SM-017 Aplysina aerophoba 0 0
02-SM-018 Aplysina aerophoba 0 0
02-SM-019 Aplysina aerophoba 11 12
02-SM-020 Aplysina aerophoba 0 0
02-SM-021 Aplysina aerophoba 0 0
02-SM-022 Aplysina aerophoba 0 0
02-SM-023 Aplysina aerophoba 0 0
02-SM-024 Aplysina aerophoba 0 0
02-SM-025 Aplysina aerophoba 0 0
02-SM-026 Aplysina aerophoba 0 0
02-SM-027 Aplysina aerophoba 10 10
02-SM-028 Aplysina aerophoba 0 0
02-SM-029 Aplysina aerophoba 0 0
02-SM-030 Aplysina aerophoba 0 0
02-SM-031 Aplysina aerophoba 0 0
02-SM-032 Aplysina aerophoba 0 0
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Antimikrobiyal Aktivite Sonuclar:

izolat Kodu | izole Edildigi Siinger (mm)
E. coli MRSA

02-SM-033 Aplysina aerophoba 0 0
03-SM-001 Ircinia sp. 9 0
03-SM-002 Ircinia sp. 0 0
03-SM-003 Ircinia sp. 0 0
03-SM-004 Ircinia sp. 13 12
03-SM-005 Ircinia sp. 0 0
03-SM-006 Ircinia sp. 0 0
03-SM-007 Ircinia sp. 16 13
03-SM-008 Ircinia sp. 0 0
03-SM-009 Ircinia sp. 0 0
03-SM-010 Ircinia sp. 12 10
03-SM-011 Ircinia sp. 0 0
03-SM-012 Ircinia sp. 0 0
03-SM-013 Ircinia sp. 0 0
03-SM-014 Ircinia sp. 0 0
03-SM-015 Ircinia sp. 0 0
03-SM-016 Ircinia sp. 15 0
03-SM-017 Ircinia sp. 9 9
03-SM-018 Ircinia sp. 0 0
03-SM-019 Ircinia sp. 0 0
04-SM-002 Sarcotragus foetidus 0 0
04-SM-003 Sarcotragus foetidus 0 0
04-SM-006 Sarcotragus foetidus 0 0
05-SM-002 Sarcotragus foeditus 0 0
05-SM-003 Sarcotragus foeditus 15 10
05-SM-004 Sarcotragus foeditus 0 0
05-SM-005 Spirastrela cunctatrix 0 0
05-SM-006 Spirastrela cunctatrix 0 0
05-SM-007 Hemimycale columella 0 0
05-SM-008 Hemimycale columella 0 0
05-SM-009 Hemimycale columella 0 0
06-SM-001 Axinella polypoides 0 0
06-SM-002 Axinella polypoides 0 13
06-SM-003 Axinella polypoides 0 0
06-SM-004 Axinella polypoides 0 0
06-SM-005 Axinella polypoides 0 0
06-SM-006 Axinella polypoides 0 0
06-SM-007 Axinella polypoides 0 0
06-SM-008 Axinella polypoides 0 0
06-SM-009 Axinella polypoides 0 0
06-SM-010 Axinella polypoides 0 0
06-SM-011 Axinella polypoides 12 10




Cizelge 5.2 (devam)
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Antimikrobiyal Aktivite Sonuclar:

izolat Kodu | izole Edildigi Siinger (mm)
E. coli MRSA

06-SM-012 Axinella polypoides 0 0
06-SM-013 Axinella polypoides 0 0
06-SM-014 Chondrosia reniformis 0 0
06-SM-015 Chondrosia reniformis 0 0
06-SM-016 Chondrosia reniformis 0 0
06-SM-017 Chondrosia reniformis 0 0
06-SM-018 Chondrosia reniformis 0 0
06-SM-019 Dysidea avara 0 0
06-SM-020 Dysidea avara 0 0
06-SM-021 Axinella polypoides 0 0
06-SM-022 Axinella polypoides 0 0
06-SM-023 Axinella polypoides 0 0
06-SM-024 Axinella polypoides 0 0
06-SM-025 Axinella polypoides 0 0
06-SM-026 Crambe crambe 0 0
06-SM-027 Crambe crambe 0 0
06-SM-028 Coco spongia 0 0
06-SM-029 Coco spongia 0 0
06-SM-030 Coco spongia 0 0
06-SM-032 Coco spongia 0 0
06-SM-033 Coco spongia 0 0
06-SM-034 Coco spongia 0 0
06-SM-035 HippoSpongia officinalis 0 0
06-SM-036 HippoSpongia officinalis 0 0
06-SM-037 HippoSpongia officinalis 0 0
06-SM-038 HippoSpongia officinalis 0 0
06-SM-039 HippoSpongia officinalis 0 0
06-SM-040 HippoSpongia officinalis 0 0
06-SM-041 Crambe crambe 0 0
06-SM-042 Crambe crambe 0 0
06-SM-043 Crambe crambe 0 0
06-SM-044 Crambe crambe 0 0
06-SM-045 Crambe crambe 0 0
06-SM-046 Crambe crambe 0 0
06-SM-047 * 0 0
06-SM-048 * 0 0
06-SM-049 * 0 0
06-SM-050 * 0 0
06-SM-051 * 0 0
06-SM-052 * 0 0
06-SM-053 * 0 0
06-SM-054 * 0 0




Cizelge 5.2 (devam)
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Antimikrobiyal Aktivite Sonuclar:

izolat Kodu | izole Edildigi Siinger (mm)
E. coli MRSA

06-SM-055 Dysidea avara 0 0
06-SM-056 Dysidea avara 0 0
06-SM-057 Dysidea avara 0 0
06-SM-058 Dysidea avara 0 0
06-SM-060 * 0 0
06-SM-061 * 0 0
06-SM-062 * 0 0
06-SM-063 * 0 0
06-SM-064 * 0 0
06-SM-065 * 0 0
06-SM-066 Axinella polypoides 0 0
06-SM-067 Axinella polypoides 0 0
06-SM-068 Axinella polypoides 0 0
06-SM-069 Axinella polypoides 0 0
06-SM-070 Axinella polypoides 0 0
06-SM-071 Axinella polypoides 0 0
06-SM-072 Ciocalypta carballo 0 0
06-SM-073 Ciocalypta carballo 0 0
06-SM-074 Ciocalypta carballo 12 0
06-SM-075 Ciocalypta carballo 0 0
06-SM-077 Ciocalypta carballo 0 0
06-SM-078 Ciocalypta carballo 0 0
06-SM-079 Ciocalypta carballo 0 0
06-SM-080 Ciocalypta carballo 0 0
06-SM-081 Chondrilla nucula 0 0
06-SM-082 Chondrilla nucula 7 0
06-SM-083 Chondrilla nucula 0 0
06-SM-84 Chondrilla nucula 0 0
06-SM-85 Chondrilla nucula 0 0
06-SM-86 Chondrilla nucula 0 0
06-SM-87 Chondrilla nucula 0 0
06-SM-88 Chondrilla nucula 0 0
06-SM-89 Chondrilla nucula 0 0
06-SM-90 Chondrilla nucula 0 0
06-SM-91 Agelas oroides 8 0
06-SM-92 Agelas oroides 0 0
06-SM-93 Agelas oroides 0 0
06-SM-94 Agelas oroides 0 0
06-SM-95 Agelas oroides 0 0
06-SM-96 Agelas oroides 0 0
06-SM-97 Agelas oroides 0 0
06-SM-98 Agelas oroides 0 0




Cizelge 5.2 (devam)
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Antimikrobiyal Aktivite Sonuclar:

izolat Kodu | izole Edildigi Siinger (mm)
E. coli MRSA

06-SM-99 Agelas oroides 0 12
06-SM-100 Axinella polypoides 0 0
06-SM-101 Axinella polypoides 0 0
06-SM-102 Axinella damicornis 0 0
06-SM-103 Axinella damicornis 0 0
06-SM-104 Axinella damicornis 0 0
06-SM-105 Petrosia ficiformis 0 0
06-SM-106 Petrosia ficiformis 0 0
06-SM-107 Petrosia ficiformis 0 0
06-SM-108 Petrosia ficiformis 0 16
06-SM-109 Ciocalypta carballoi 0 0
06-SM-110 Ciocalypta carballoi 0 0
06-SM-111 Ciocalypta carballoi 0 0
06-SM-112 Ciocalypta carballoi 0 0
06-SM-113 Ciocalypta carballoi 11 0
06-SM-114 Ciocalypta carballoi 0 0
06-SM-115 Ciocalypta carballoi 0 0
06-SM-116 Sarcotragus foetidus 0 0
06-SM-117 Sarcotragus foetidus 0 0
06-SM-118 Sarcotragus foetidus 0 0
06-SM-119 Sarcotragus foetidus 0 0
06-SM-120 Sarcotragus foetidus 0 0
06-SM-121 Dysidea avara 0 0
06-SM-122 Dysidea avara 0 0
06-SM-123 Dysidea avara 9 0
06-SM-124 Dysidea avara 0 0
06-SM-125 Dysidea avara 0 7
06-SM-126 Dysidea avara 14 10
06-SM-127 Dysidea avara 0 0
06-SM-128 Dysidea avara 0 0
06-SM-129 Dysidea avara 0 0
06-SM-130 Dysidea avara 0 0
06-SM-131 Dysidea avara 0 0
06-SM-132 * 0 0
06-SM-133 * 0 8
06-SM-134 * 0 0
06-SM-135 * 0 0
06-SM-136 * 0 0
06-SM-137 * 0 0
06-SM-138 * 0 0
06-SM-139 * 0 0
06-SM-140 * 0 0




Cizelge 5.2 (devam)
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Antimikrobiyal Aktivite Sonuclar:

izolat Kodu | izole Edildigi Siinger (mm)
E. coli MRSA

06-SM-141 * 0 11
06-SM-142 * 0 0
06-SM-143 * 0 0
06-SM-144 * 0 13
06-SM-145 * 0 0
06-SM-146 Ircinia spp. 0 0
06-SM-147 Ircinia spp. 0 0
06-SM-148 Ircinia spp. 0 0
06-SM-149 Ircinia spp. 0 0
06-SM-150 Ircinia spp. 0 0
06-SM-151 Ircinia spp. 0 0
06-SM-152 Ircinia spp. 0 0
06-SM-153 Ircinia spp. 0 0
06-SM-154 Ircinia spp. 0 0
06-SM-155 Ircinia spp. 0 0
06-SM-156 Ircinia spp. 0 0
06-SM-157 Ircinia spp. 0 0
06-SM-158 Dysidea sp. 0 0
06-SM-159 Dysidea sp. 0 0
06-SM-160 Dysidea sp. 0 0
06-SM-162 Dysidea sp. 0 0
06-SM-163 Ciocalypta carballoi 0 0
06-SM-164 Ciocalypta carballoi 0 0
06-SM-165 Ciocalypta carballoi 0 0
06-SM-166 Ciocalypta carballoi 0 0
07-SM-001 Clione viridis 0 0
07-SM-002 Clione viridis 0 0
07-SM-003 Clione viridis 0 0
07-SM-004 Clione viridis 0 0
07-SM-005 Clione viridis 0 0
07-SM-006 Clione viridis 9 10
07-SM-007 Clione viridis 10 20
07-SM-008 Clione viridis 0 0
07-SM-009 Ircinia variabilis 0 0
07-SM-010 Ircinia variabilis 0 0
07-SM-011 Ircinia variabilis 0 0
07-SM-012 Petrosia ficiformis 0 0
07-SM-013 Petrosia ficiformis 0 0
07-SM-014 Petrosia ficiformis 0 0
07-SM-015 Petrosia ficiformis 0 0
07-SM-016 Petrosia ficiformis 0 0
07-SM-017 Petrosia ficiformis 0 0




Cizelge 5.2 (devam)
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Antimikrobiyal Aktivite Sonuclar:

izolat Kodu izole Edildigi Siinger (mm)
E. coli MRSA

07-SM-018 Petrosia ficiformis 0 0
07-SM-019 Petrosia ficiformis 0 0
07-SM-020 Petrosia ficiformis 0 0
07-SM-021 Petrosia ficiformis 0 0
07-SM-022 Petrosia ficiformis 10 12
07-SM-023 Petrosia ficiformis 0 0
07-SM-024 Petrosia ficiformis 8 0
07-SM-025 Petrosia ficiformis 0 0
07-SM-026 Axinella polypoides 0 0
07-SM-027 Axinella polypoides 0 0
07-SM-028 Axinella polypoides 0 0
07-SM-029 Axinella polypoides 0 0
07-SM-030 Sarcotragus foetidus 0 0
07-SM-031 Sarcotragus foetidus 0 0
07-SM-032 Sarcotragus foetidus 0 0
07-SM-033 Sarcotragus foetidus 0 0
07-SM-034 Sarcotragus foetidus 0 0
07-SM-035 Sarcotragus foetidus 0 0
07-SM-036 Ircinia sp 0 0
07-SM-037 Ircinia sp 0 0
07-SM-038 Ircinia sp 0 0
07-SM-039 Ircinia sp 0 0
07-SM-040 Ircinia variabilis 15 12
07-SM-041 Ircinia variabilis 0 0
07-SM-042 Clione viridis 21 30

*: Tr tayini yapilamayan siinger drnekleri.

Sekil 5.3 Ornek bir aktivite petrisi.
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5.3 Fenotipik Ozellikler

Yapilan aktivite testleri sonunda yliksek aktivite gosteren 19 izolat
belirlenmistir. 02-SM-013, 02-SM-019, 02-SM-027, 03-SM-004, 03-SM-007, 03-
SM-010, 03-SM-016, 03-SM-017, 06-SM-011, 06-SM-074, 06-SM-099, 06-SM-
108, 06-SM-113, 06-SM-126, 06-SM-141, 06-SM-144, 07-SM-007, 07-SM-022
ve 07-SM-040 ileri ¢aligmalar i¢in secilmistir. Bu izolatlarin DNA sekans analiz
caligmalari, tuz, pH ve sicaklik toleranslarinin belirlenmesi, seker kaynagi olarak
kullandiklar1 substratlarin belirlenmesi i¢in Boliim 4.6’da anlatilan bir dizi testler

yapilmigtir.

Izolatlarin tuz toleranslar1 Cizelge 5.3’te gosterilmistir. Biiyiime durumlar

asagidaki sekilde gosterilmigtir.

- : bliylime yok
+ : zayif bliylime
++ : orta bliylime
+ + + : iyi bliylime

Sekil 5.4°de %0 ve %2.5 tuz igeren besiyerlerinde aktinomisetlerin

iremeleri karsilagtirilmigtir.

%0 tuz orani (a) %2.5 tuz orani (b)

Sekil 5.4 Tuz toleranslarinin belirlendigi ornek petriler. %0 tuz igeren petri (a), %2.5 tuz igeren
petri (b).



Cizelge 5.3 izolatlarin tuz toleranslari.
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Tuz oram (%)
) 0 2.5 5 7.5 10 12.5 15 17.5
Izolat
02-SM-013 +++ +++ +++ +++ +++ - - -
02-SM-019 +++ +++ +++ +++ + - - -
02-SM-027 +++ +++ ++ ++ ++ - - -
03-SM-004 +++ +++ +++ ++ + - - -
03-SM-007 +++ +++ +++ +++ +++ - - -
03-SM-010 +++ +++ +++ +++ +++ - - -
03-SM-016 +++ +++ +++ +++ - - - -
03-SM-017 +++ -+ +++ +++ +++ - - -
06-SM-011 +++ +++ +++ +++ - - - -
06-SM-074 +++ -+ +++ +++ - - - -
06-SM-099 +++ +++ +++ +++ - - - -
06-SM-108 +++ -+ +++ +++ +++ - - -
06-SM-126 +++ -+ +++ +++ +++ - - -
06-SM-141 +++ -+ +++ +++ +++ - - -
06-SM-144 +++ -+ +++ +++ +++ - - -
07-SM-007 +++ -+ +++ +++ - - - -
07-SM-022 +++ -+ +++ +++ - - - -
07-SM-040 +++ +++ +++ +++ +++ + - -
07-SM-042 +++ +++ +++ +++ - - - -
Izolatlarin pH toleranslar1 Cizelge 5.4’te gosterilmistir. Biiyiime durumlari

asagidaki sekilde gosterilmistir.

- : bliylime yok

+ : zayif bliylime

++ : orta bliyiime
+ + + : 1yi bliyiime
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Cizelge 5.4 izolatlarin pH toleranslari.

pH
. 213 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Izolat
02-SM-013 | - | - ++ e e B e e T e e o o I o o B o o e I
02-SM-019 | - | - ++ e e B e e T e e o o I o o B o o e I
02-SM-027 | - | - - ++ | | A | | | A |
03-SM-004 | - | - ++ e B e I e M i M e e e o o e B e (e
03-SM-007 | - | - ++ e B e I e M i M e e e o o e B e (e
03-SM-010 | - | - ++ e B e I e M i M e e e o o e B e (e
03-SM-016 | - | - ++ e B e I e M i M e e e o o e B e (e
03-SM-017 | - | - - ++ e B e e e I o B o o e o e B e
06-SM-011 | - | - | +++ | ++ | +++ | 4+ | | | A | |
06-SM-074 | - | - | +++ | | A | A | | | A | |
06-SM-099 | - | - | +++ | | A | A | | | A | |
06-SM-108 | - | - | +++ | +++ | | A | | A | A | |
06-SM-126 | - | - | +++ | +++ | | | A | | A | |
06-SM-141 | - | - ++ i B e o B e e e B e e o e B e e
06-SM-144 | - | - ++ i B e o B e e e B e e o e B e e
07-SM-007 | - | - | +++ | +++ | - | | A | | A | |
07-SM-022 | - | - | +++ | ++ | -+ | A | | A | A | |
07-SM-040 | - | - | +++ | +++ | | | | | | |
07-SM-042 | - | - | +++ | +++ | | | A | | | |

Izolatlarin sicaklik toleranslar1 Cizelge 5.5°te gosterilmistir. Biiyiime

durumlar asagidaki sekilde gosterilmistir.

- : bliylime yok
+ : zayif bliylime
++ : orta bliylime
+ + + : iyi bllylime
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Cizelge 5.5 izolatlarin sicaklik toleranslari.

cakhk(°C)
izolat 4 10 20 28 37 45 50 55 | 60
02-SM-013 - +++ +++ +++ 4+ - - - -
02-SM-019 - +++ -+ +++ +++ - - - -
02-SM-027 - +++ +++ +++ +++ +++ +++ - -
03-SM-004 - +++ -+ -+ +++ -+ +++ - -
03-SM-007 - +++ +++ +++ +++ - - - -
03-SM-010 - +++ -+ +++ +++ - - - -
03-SM-016 - +++ +++ +++ +++ - - - -
03-SM-017 - -+ -+ -+ -+ +++ +++ - -
06-SM-011 - +++ -+ +++ +++ - - - -
06-SM-074 - +++ +++ +++ 4+ - - - -
06-SM-099 - +++ +++ +++ +++ - - - -
06-SM-108 - +++ -+ +++ +++ - - - -
06-SM-126 - +++ +++ +++ +++ + +++ - -
06-SM-141 - +++ +++ -+ +++ + + - -
06-SM-144 - +++ +++ +++ +++ + + - -
07-SM-007 - +++ -+ +++ +++ - - - -
07-SM-022 - +++ +++ +++ +++ - - - -
07-SM-040 - +++ +++ -+ 4+ ++ + - -
07-SM-042 - +++ -+ +++ +++ - - - -

Izolatlarin biiyiimek icin kullandiklar1 sekerler Cizelge 5.6’da gdsterilmistir.

Biiylime durumlar1 asagidaki sekilde gosterilmistir.

- : bliylime yok
+ : zayif bliylime
++ : orta bliylime
+ + + : iyi bliylime
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Cizelge 5.6 1zolatlarin kullandiklar sekerler.

izolat Feker Glu Suk Raf Sel Fruk Man
02-SM-013 ++ - - - 4t 1+
02-SM-019 +++ - - - . Tt
02-SM-027 +++ - ++ ++ ++ 4+
03-SM-004 +++ ++ - - ++ 4+
03-SM-007 ++ ++ - - ot o+
03-SM-010 +++ - - - . Tt
03-SM-016 4+ - - - -+ T+
03-SM-017 +++ ++ - - T+ 4+
06-SM-011 ++ - - - 4t 1+
06-SM-074 +++ - - - . Tt
06-SM-099 ++ - - - 4+ T+
06-SM-108 +++ - - - T+ Tt
06-SM-126 +++ - - - 4+ 1t
06-SM-141 +++ - - - o+ T+
06-SM-144 +++ - - - T+ T+
07-SM-007 +++ - - - T+ Tt
07-SM-022 +++ - - - . Tt
07-SM-040 4+ - - - T+ .
07-SM-042 +++ - - - T+ 1t
5.4 Sekans Analizi

Sekil 5.6’da segilen izolatlarin 16S rDNA sekans analizleri sonucuna

dayanarak olusturulan filogenetik aga¢ gosterilmistir.
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17— Streptomycessp. 25M013
Streptomyces sp. 65M141

99 Streptomyces sp. 75M040

Streptomyces sp. 65M108

77 Streptomyces sp. 65M144

Streptomyces sp. 35M007

—i Streptomyces sp. 35M004
50 5

treptomyces sp. 25M027
- Streptomycessp. 35M010

B2

57

99 Streptomyces sp. 35M017
52

Streptomyces sp. 65M126

Streptomyces coelicolor

Streptomyces avermitilis

Streptomyces clovuligerus

54 Streptomyces roseosporus

= g3 | Streptomycessp. 75M022
L Streptomyces sp. 75M007

— Streptomyces griseus
ag

Streptomyces griseus 65M099
31| streptomyces griseus 7SM042

Streptomyces griseus 35M016

48| streptomyces griseus G5M074

Strepfomyces griseus 25M 019

L Streptomyces griseus 65M011

0.005

Sekil 5.6 izolatlarin 16S rDNA sekans analizleri sonucuna dayanarak olusturulan filogenetik agag.
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Izolatlarin 16S rDNA dizileri
02-SM-013 27F

GCCGGGCCTGGCGCGTGCTTACCATGCAGTCGACGATGACCGCTTTCG
GGCGGGGATTAGTGGCGAACGCGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGC
CCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATATG
ACCGTCTGCCGCATGGTGGATGGTGTAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATG
AGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAGTGGCTCACCAAGGCG
ACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGA
GACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCAC
AATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCC
TTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTA
CCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
ACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGT
AGGCGGCTTGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGT
CTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAAT
TCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTG
GCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCG
TGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGGTAGTCCACGCCGTAAAC
GGTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCT
AACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAAC
TCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTT
AATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACCGG
GAAC

02-SM-013 1492R

GGGCTCTACTCGCAGTCCACCTTCGACAGCTCCCTCCCACAAGGGGTT
GGGCCACCGGCTTCGGGTGTCACCGACTTTCGTGACGTGACGGGCGGT
GTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCAGCAATGCTGATCTGCGA
TTACTAGCGACTCCGACTTCATGGGGTCGAGTTGCAGACCCCAATCCG
AACTGAGACCGGCTTTTTGAGATTCGCTCCACCTCACGGTATCGCAGC
TCATTGTACCGGCCATTGTAGCACGTGTGCAGCCCAAGACATAAGGGG
CATGATGACTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGAGTTGACCCCGGCG
GTCTCCCGTGAGTCCCCAGCACCACAAGGGCCTGCTGGCAACACGGGA
CAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGA
GCTGACGACAGCCATGCACCACCTGTACACCGACCACAAGGGGGCGC
CTGTCTCCAGACGTTTCCGGTGTATGTCAAGCCTTGGTAAGGTTCTTCG
CGTTGCGTCGAATTAAGCCACATGCTCCGCCGCTTGTGCGGGCCCCCG
TCAATTCCTTTGAGTTTTAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGGGCA
CTTAATGCGTTAGCTGCGGCACGGACAACGTGGAATGTTGCCCACACC
TAGTGCCCACCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGTATCTAATCCTGTTCG
CTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTATCGGCCCAGAGATCCGCC
TTCGCCACCGGTGTTCCTCCTGAAATCTGCGCATTTCACCGCTACACCA




73

GGAATTCCGATCTCCCCTACCGAACTCTAGCCTGCCCGTTTCGACTGCA
GACCCGGGGTTAAGCCCCCGGGCTTTCAAACCGACGTGACAAGCCGCT
ACGAGCTCTTTACGCCCAATAATTCCGGAACACGCTTGCGCCTACGTA
ATACCGGGGCTGCTGCACGTAGTTAGCCGGCGCTTCTTCTGCAGTAAC
CGTCACTTCCCCTTCTTCCCTGCTGAAAAAGTTTACAACCCGGAAGGG
GGTCATCCCTCACGGGGGGGGCCTGGAT

02-SM-019 27F

GGGGCCTGGACGGCGTGCTTACCATGCAGTCGACGATGAAGCCTTTCG
GGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCT
TCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATAACACT
CTGTCCCGCATGGGACGGGGTTAAAAGCTCCGGCGGTGAAGGATGAG
CCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGAC
GACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGA
CACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAA
TGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTT
CGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTAC
CTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA
CGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTA
GGCGGCTTGTCACGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTC
TGCATTCGATACGGGCTAGCTAGAGTGTGGTAGGGGAGATCGGAATTC
CTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGC
GAAGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTG
GGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTTG
GGAACTAGGTGTTGGCGACATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACG
CATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAA
GGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGCGGAGCATGTGGCTTAATTC
GACGCAACGCGAAGAACCTTTACCAAGGCTTGAAAATACCGGAAAGC
ATCAGAGATGTGGCCCCCCTTGGTGGCCGGTATACAAGTGGTGCATGG
CTGTCGTCAGCTCGGTTCCGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGAACCGACC
CCAACCCTTGTTTCGTGTTGCCAGCATGCCCTTCGGGGTGTATGGGGA
ACTCCCAGGAAGACTGCCCGGG

02-SM-019 1492R

GGCCCATCGCAGTTCCACCTATACGACAGCTCCCTCCCACAAGGGGTT
GGGCCACCGGCTTCGGGTGTTACCGACTTTCGTGACGTGACGGGCGGT
GTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCAGCAATGCTGATCTGCGA
TTACTAGCAACTCCGACTTCATGGGGTCGAGTTGCAGACCCCAATCCG
AACTGAGACCGGCTTTTTGAGATTCGCTCCGCCTCGCGGCATCGCAGC
TCATTGTACCGGCCATTGTAGCACGTGTGCAGCCCAAGACATAAGGGG
CATGATGACTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGAGTTGACCCCGGCA
GTCTCCTGTGAGTCCCCATCACCCCGAAGGGCATGCTGGCAACACAGA
ACAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACG
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AGCTGACGACAGCCATGCACCACCTGTATACCGACCACAAGGGGGGC
ACCATCTCTGATGCTTTCCGGTATATGTCAAGCCTTGGTAAGGTTCTTC
GCGTTGCGTCGAATTAAGCCACATGCTCCGCTGCTTGTGCGGGCCCCC
GTCAATTCCTTTGAGTTTTAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGGGA
ACTTAATGCGTTAGCTGCGGCACCGACGACGTGGAATGTCGCCAACAC
CTAGTTCCCAACGTTTACGGCGTGGGACTACCAGGGTATCTAATCCTG
TTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTAATGGCCCAGAGATC
CGCCTTCGCCACCGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATTTCACCGCTAC
ACCAGGAATTCCGATCTCCCCTACCACACTCTAGCTAGCCCGTATCGA
ATGCAGACCCGGGGTTAAGCCCCGGGGCTTTCACATCCGACGTGACAA
GCCGCCTACGAGCTCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCCTTGCG
CCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGCGCTTCTTC
TGCAGGTACCGTCCCTTTCGCTTTCTTCCCTGCTGAAAGAGGTTACACC
CGAAGGCCGTCATCCCCTCACGCGCGTCGCTGCATCAGGCTTTCGCCC
ATTGGTGCATAT

03-SM-004 27F

GCGGCTGCGGCGTGCTTACCATGCAGTCGAACGATGAACCACTTCGGT
GGGGATTAGTGGCGAACGTGTGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCT
GCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATACTGAT
CGCCTTGGGCATCCTTGGTGATCGAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAG
CCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGAC
GACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGA
CACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAA
TGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTT
CGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTAC
CTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA
CGTAGGGCGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTA
GGCGGCTTGTCGCGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTC
TGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATT
CCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGG
CGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGT
GGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGG
TGGGCACTAGGTGTGGGCGACATTCCACGTCGTCCGTGCCGCAGCTAA
CGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCA
AAGGGAATTGACGGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTA
ATTCGACGCACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACAC
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03-SM-004 1492R

GAAGCTCATCGCAGTCCACCTTCGAAGCTCCCTCCCCACAAGGGGGTT
GGGCCACCGGCTTCGGGTGTTACCGACTTTCGTGACGTGACGGGCGGT
GTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCAGCAATGCTGATCTGCGA
TTACTAGCGACTCCGACTTCATGGGGTCGAGTTGCAGACCCCAATCCG
AACTGAGACCGGCTTTTTGAGATTCGCTCCACCTCGCGGTATCGCAGC
TCATTGTACCGGCCATTGTAGCACGTGTGCAGCCCAAGACATAAGGGG
CATGATGACTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGAGTTGACCCCGGCG
GTCTCCCGTGAGTCCCCAGCACCACAAGGGCCTGCTGGCAACACGGGA
CAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGA
GCTGACGACAGCCATGCACCACCTGTACACCGACCACAAGGGGGACC
CTGTCTCCAGGGTTTTCCGGTGTATGTCAAGCCTTGGTAAGGTTCTTCG
CGTTGCGTCGAATTAAGCCACATGCTCCGCCGCTTGTGCGGGCCCCCG
TCAATTCCTTTGAGTTTTAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGGGCA
CTTAATGCGTTAGCTGCGGCACGGACGACGTGGAATGTCGCCCACACC
TAGTGCCCACCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTC
GCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTATCGGCCCAGAGATCCG
CCTTCGCCACCGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATTTCACCGCTACAC
CAGGAATTCCGATCTCCCCTACCGAACTCTAGCCTGCCCGATCGACTG
CAGACCCGGGGTTTAAGCCCCGGGCTTTTCACACCGACGCGACAGCCG
CCTACGAGCTCTTTTACGCCCAATATTCCGGGACACGCTCGCGCCCTA
GTATTACCGCGCTGCTGGCCGATTAGCCGGGGCTTCTTCTGCAGGTCC
GTCCTTTCCTTCTTCCTGCTGAAGAGTTACAACCCGAAGCCCATCCCTA
CGCGGTCCCCGCTCAGGT

03-SM-010 27F

CCGGCATGAACGACGTGCTTACCATGCAGTCGAACGATGAGCCCTTCG
GGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCT
GCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATATGACC
GTCCATCGCATGGTGGATGGTGTAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGC
CCGCGGCCTATCAGCTAGTTGGTGAGGTAGTGGCTCACCAAGGCGACG
ACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGAC
ACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAAT
GGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTC
GGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCT
GCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACG
TAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGG
CGGCTTGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTG
CAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCT
GGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGGAGGAACACCGGTGGCG
AAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGG
GGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGGTAGTCCACGCCGTAAACGGT
GGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCACTAAA
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CGCATTTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTC
AAAGGAATTGACGGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGGGGCTTT
AATTCGACGCAACGCGAAAACCTTACCCAAGGCTTGACATACACCGGA
AAGCATCAAATGGGTGCCCCCCCTTGTGGTCGGTGTTACAGGTGGTGG
CATGGCTGTCCTCAGCTCGTGTCCTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCA
ACCGAGCGCAACCCTTTGTCCCGGGTTGCCCAGCAGGCCTTTGTGGGG
CTGGGGGAACTCCGGGGGAAACCCCCCG

03-SM-010 1492R

GGCCAACGCGGTCCACCTTCGAAGCTCCCTCCCCACAGGGGGTTGGGC
CACCGGCTTCGGGTGTTACCGACTTTCGTGACGTGACGGGCGGTGTGT
ACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCAGCAATGCTGATCTGCGATTAC
TAGCGACTCCGACTTCATGGGGTCGAGTTGCAGACCCCAATCCGAACT
GAGACCGGCTTTTTGAGATTCGCTCCACCTCACGGTATCGCAGCTCATT
GTACCGGCCATTGTAGCACGTGTGCAGCCCAAGACATAAGGGGCATG
ATGACTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGAGTTGACCCCGGCGGTCTC
CCGTGAGTCCCCAGCACCACAAGGGCCTGCTGGCAACACGGGACAAG
GGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTG
ACGACAGCCATGCACCACCTGTACACCGACCACAAGGGGGGCACCAT
CTCTGATGCTTTCCGGTGTATGTCAAGCCTTGGTAAGGTTCTTCGCGTT
GCGTCGAATTAAGCCACATGCTCCGCCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAA
TTCCTTTGAGTTTTAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGGGCACTTA
ATGCGTTAGCTGCGGCACGGACAACGTGGAATGTTGCCCACACCTAGT
GCCCACCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTC
CCCACGCTTTCGCTCCTCACGTCAGTATCGGCCCAAGATCCGCCTTCCG
CCACCGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATTTTCACCGCTACACCAGGA
ATTTCCGATCTCCCCTACCGAACTCTACCTGCCCGTATCGACTGCAACC
CGGGGTTTAAGCCCCCGGGTTTTCAAACCGACGTGACAGCCGCCTACA
ACTCTTTACGCCCAATAATTCCGGAAAACGCTTGCGCCCTACTTATTAA
CCGCGGCTGCTGGCACGAAAGTTAGCCGGGGCTTCTTCTGAAGGTACC
GCCCTTTTCGCTTCTTCCCTGCTGAAAAAGGTTAAACCCGAAAGGCCG
ATTTCCCTCAGGCGGGGCCGCTGCATAAGGTTTCGCCCAT

06-SM-074 27F

GCGGGCGGGGGCGGCGTGCTTACCATGCAGTCGACGATGAAGCCGCTT
CGGTGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTG
CCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATAA
CACTCTGTCCCGCATGGGACGGGGTTAAAAGCTCCGGCGGTGAAGGAT
GAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGC
GACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTG
AGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCA
CAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGC
CTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGT



77

ACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAA
TACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCG
TAGGCGGCTTGTCACGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGG
TCTGCATTCGATACGGGCTAGCTAGAGTGTGGTAGGGGAGATCGGAAT
TCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTG
GCGAAGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCG
TGGGGAGCGAACAGGATTAATACCCTGGGTAGTCCACGCCGTAAACGT
TGGGAACTAGGTGTTGGCGACATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAACTAA
CGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCA
AAGGAATTGACGGGGGGCCCGCACAACAGCGGGACATGTGGTTAATT
CGACGCAACGCGAAAACCTTACCAAGGCTTGACATATACGGAAAGCA
TCCAAGATGGTGCCCCCCCTTGGGGTCGGGATTCAGGTGGTGGCATGG
TTGTCGTCAGCCTCGTGTCCTGAAAAGA

06-SM-074 1492R

GCCCACTACGCACGGTCCACCTATACGACAGCTCCCTCCCACAAGGGG
TTGGGCCACCGGCTTCGGGTGTTACCGACTTTCGTGACGTGACGGGCG
GTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCAGCAATGCTGATCTGC
GATTACTAGCAACTCCGACTTCATGGGGTCGAGTTGCAGACCCCAATC
CGAACTGAGACCGGCTTTTTGAGATTCGCTCCGCCTCGCGGCATCGCA
GCTCATTGTACCGGCCATTGTAGCACGTGTGCAGCCCAAGACATAAGG
GGCATGATGACTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGAGTTGACCCCGG
CAGTCTCCTGTGAGTCCCCATCACCCCGAAGGGCATGCTGGCAACACA
GAACAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACA
CGAGCTGACGACAGCCATGCACCACCTGTATACCGACCACAAGGGGG
GCACCATCTCTGATGCTTTCCGGTATATGTCAAGCCTTGGTAAGGTTCT
TCGCGTTGCGTCGAATTAAGCCACATGCTCCGCTGCTTGTGCGGGCCC
CCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGG
GAACTTAATGCGTTAGCTGCGGCACCGACGACGTGGAATGTCGCCAAC
ACCTAGTTCCCAACGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCT
GTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTAATGGCCCAGAGAT
CCGCCTTCGCCACCGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATTTCACCGCTA
CACCAGGAATTCCGATCTCCCCTACCACACTCTAGCTAGCCCGTATCG
AATGCAGACCCGGGGTTAAGCCCCGGGCTTTCACATCCGACGTGACAG
CCGCCTACGAGCTCTTTACGCCCAATAATTCCGGACACGCTTGCGCCCT
ACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGCGCTTCTTCTGC
AGGTACCGTCACTTTCGCTTCTTCCCTGCTGAAGAGGTTTAAACCCGAA
GCCGTCATCCCCTCACGCGGCGTCGCTGCATCAGGCTTTCG

07-SM-022 27F

GGGGCTGGGCGGCGTGCTTACCATGCAGTCGACGATGAAGCCCTTCGG
GGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTT
CACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATAACACTC
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TGTCCCGCATGGGACGGGGTTGAAAGCTCCGGCGGTGAAGGATGAGC
CCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACG
ACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGAC
ACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAAT
GGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTC
GGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCT
GCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACG
TAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGG
CGGCTTGTCACGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTG
CATTCGATACGGGCTAGCTAGAGTGTGGTAGGGGAGATCGGAATTCCT
GGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGA
AGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGG
GAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTTGGG
AACTAGGTGTTGGCGACATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCA
TTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGG
AATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGA
CGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATATACCGGAAAGCAT
CAGAGATGGTGCCCCCCTTGTGGTCGGTATACAGGTGGTGCATGGCTG
TCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCGCAACGAGCGCA
ACCTTGTTCTGTGTTGCAGCATGCCTTCGGGGTGATGGGGGACTCAAA
GGAAACTGCCGGGG

07-SM-022 1492R

GGGCGGCGCAGTCCACCTTCGAAGCTCCCTCCCACAAGGGGTTGGGCC
ACCGGCTTCGGGTGTTACCGACTTTCGTGACGTGACGGGCGGTGTGTA
CAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCAGCAATGCTGATCTGCGATTACT
AGCAACTCCGACTTCATGGGGTCGAGTTGCAGACCCCAATCCGAACTG
AGACCGGCTTTTTGAGATTCGCTCCGCCTCGCGGCATCGCAGCTCATTG
TACCGGCCATTGTAGCACGTGTGCAGCCCAAGACATAAGGGGCATGAT
GACTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGAGTTGACCCCGGCAGTCTCCT
GTGAGTCCCCATCACCCCGAAGGGCATGCTGGCAACACAGAACAAGG
GTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGA
CGACAGCCATGCACCACCTGTATACCGACCACAAGGGGGGCACCATCT
CTGATGCTTTCCGGTATATGTCAAGCCTTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGC
GTCGAATTAAGCCACATGCTCCGCTGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATT
CCTTTGAGTTTTAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGGGAACTTAAT
GCGTTAGCTGCGGCACCGACGACGTGGAATGTCGCCAACACCTAGTTC
CCAAAGGTTTACGGGGTGGACTACCAGGGGATCTAATCCTGTTCGCTC
CCCAGGCTTTCGCTCCTCAGCGCAGAATGGCCCAGAGATCCCGCCTTC
GCCACCGGTGTTCCCTCCTGATATCTGCGCATTTCACCGGTACACCAGG
GAATTCCGATCTCCCTACCAAAATCTAAGTTAGCCCGGATC
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02-SM-027 27F

GCGTCATCGCCGTCCACCTTCGACAGCTCCCTCCCACAGGGGTTGGGC
CACCGGCTTCGGGTGTTACCGACTTTCGTGACGTGACGGGCGGTGTGT
ACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCAGCAATGCTGATCTGCGATTAC
TAGCGACTCCGACTTCATGGGGTCGAGTTGCAGACCCCAATCCGAACT
GAGACCGGCTTTTTGAGATTCGCTCCACCTCGCGGTATCGCAGCTCATT
GTACCGGCCATTGTAGCACGTGTGCAGCCCAAGACATAAGGGGCATG
ATGACTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGAGTTGACCCCGGCGGTCTC
CCGTGAGTCCCCAGCACCACAAGGGCCTGCTGGCAACACGGGACAAG
GGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTG
ACGACAGCCATGCACCACCTGTACACCGACCACAAGGGGGACCCTGTC
TCCAGGGTTTTCCGGTGTATGTCAAGCCTTGGTAAGGTTCTTCGCGTTG
CGTCGAATTAAGCCACATGCTCCGCCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAAT
TCCTTTGAGTTTTAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGGGCACTTAA
TGCGTTAGCTGCGGCACGGACAACGTGGAATGTTGCCCACACCTAGTG
CCCACCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCC
CCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTATCGGCCCAGAGATCCGCCTTCG
CCACCGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATTTCACCGCTACACCAGGAA
TTCCGATCTCCCCTACCGAACTCTAGCCTGCCCGTATCGACTGCAGACC
CGGGGTTAAGCCCCGGGCTTTCACAACCGACGTGACAAGCCGCCTACG
AGCTCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCGCCTACGTATTAC
CGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGCGCTTCTTCTGCAGGTACCGT
CACTTTCGCTTCTTCCCTGCTGAAAGAGGTTAAACCCGAAGGCCGTCA
TC

02-SM-027 1492R

GCAACCTGGGCGGCGTGCTTACCATGCAGTCGAACGATGACCACTTCG
GTGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCT
GCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATACTGAT
CCTCGCAGGCATCTGCGAGGTTCGAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAG
CCCGCGGCCTATCAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGAC
GACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGA
CACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAA
TGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTT
CGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTAC
CTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA
CGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTA
GGCGGCTTGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTC
TGCAGTCGATACCGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTC
CTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGC
GAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTG
GGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGGTAGTCCACGCCGTAAACGG
TGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTTCCACGTTTGTCCGTGCCGCAGCT
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AACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAAC
TCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGAGCATGTGGCTTA
ATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGAAATACACCGGA
AAACCCTGGAGACAGGTCCCCCTTGTGTCGGTGTAAAGGTGTGCATGC
TGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAATGTTGGGTTAAGTCCGCAACAACGCA
ACCTTGTCCCGGTGCCAGCAAGCCCTGTGGTGCTGGGGACCTCAGGGA
AACCGCCGGGGTCAACTCGAAGAAAGGGTGGGGACGAATCTCAGTC

03-SM-017 27F

GCTCCATCGGCCGTCCACCTTCGAAGCTCCCTCCCACAAGGGGTTGGG
CCACCGGCTTCGGGTCGTTACCGACTTTCGTGACGTGACGGGCGGTGT
GTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCAGCAATGCTGATCTGCGATT
ACTAGCGACTCCGACTTCATGGGGTCGAGTTGCAGACCCCAATCCGAA
CTGAGACCGGCTTTTTGAGATTCGCTCCACCTTGCGGTATCGCAGCTCA
TTGTACCGGCCATTGTAGCACGTGTGCAGCCCAAGACATAAGGGGCAT
GATGACTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGAGTTGACCCCGGCGGTCT
CCCGTGAGTCCCCAACACCCCGAAGGGCTTGCTGGCAACACGGGACA
AGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGC
TGACGACAGCCATGCACCACCTGTACACCGACCACAAGGGGGGCACC
ATCTCTGATGCTTTCCGGTGTATGTCAAGCCTTGGTAAGGTTCTTCGCG
TTGCGTCGAATTAAGCCACATGCTCCGCCGCTTGTGCGGGCCCCCGTC
AATTCCTTTGAGTTTTAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGGGCACT
TAATGCGTTAGCTGCGGCACGGACAACGTGGAATGTTGCCCACACCTA
GTGCCCACCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCG
CTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTATCGGCCCAGAGATCCGCC
TTCGCCACCGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATTTCACCGCTACACCA
GGAATTCCGATCTCCCCTACCGAACTCTAGCCTGCCCGTATCGACTGC
AGACCCGGGGTTAAGCCCCGGGCTTTCACAACCGACGTGACAAGCCGC
CTACGAGCTCTTTACGCCCAATAATTCCGGACACGCTTGCGCCCTACGT
ATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCGGCGCTTCTTCTGCAGGTA
CCGTCACTTTCGCTTCTTCCCTGCTGAAAGAGGTTTACAACCCGGAAG
GCCGTCATCTTG

03-SM-017 1492R

AAAACTGGGCGGGCGTGCTTACCATGCAGTCGAACGATGAACCACTTC
GGTGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCC
CTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATACTG
ATCCGCCTGGGCATCCAGGCGGTTCGAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATG
AGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAGTGGCTCACCAAGGCG
ACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGA
GACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCAC
AATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCC
TTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTA
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CCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
ACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGT
AGGCGGCTTGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGT
CTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAAT
TCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTG
GCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCG
TGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACG
GTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTA
ACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTC
AAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAA
TTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGGCTTGACATACACCGGG
AAAGCATCAGAGATGGTGCCCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTG
CATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA
ACGAGCGCAACCCTTGTCCGTGTTGCCAGCAAGCCCTTCGGT

06-SM-011 27F

GGCACTCCGCCCGTCCACCCTTCGACAGCTCCCTCCCACAAGGGGTTG
GGCCACCGGCTTCGGGTGCTACCGACTTTCGTGACGTGACGGGCGGTG
TGTACAAGGTCCGGGAACGTATTCACCGCAGCAATGCTGATCTGCGAT
TACTAGCAACTCCGACTTCATGGGGTCGAGTTGCAGACCCCAATCCGA
ACTGAGACCGGCTTTTTGAGATTCGCTCCGCCTCGCGGCATCGCAGCT
CATTGTACCGGCCATTGTAGCACGTGTGCAGCCCAAGACATAAGGGGC
ATGATGACTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGAGTTGACCCCGGCAGT
CTCCTGTGAGTCCCCATCACCCCGAAGGGCATGCTGGCAACACAGAAC
AAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAG
CTGACGACAGCCATGCACCACCTGTATACCGACCACAAGGGGGGCAC
CATCTCTGATGCTTTCCGGTATATGTCAAGCCTTGGTAAGGTTCTTCGC
GTTGCGTCGAATTAAGCCACATGCTCCGCTGCTTGTGCGGGCCCCCGT
CAATTCCTTTGAGTTTTAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGGGAA
CTTAATGCGTTAGCTGCGGCACCGACGACGTGAATGTCGCCAACACCT
AGTTCCCAACGTTTACGGCGTGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGC
TCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTAATGGCCCAGAGATCCGCTT
CGCCCCGGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATTTCACCGCTACACCAGG
AATTCCGATCTCCCTACCCCCTCTAGCTAGGCCGGTATCGAATGCAGA
CCGGGGTTAAGCCCGGGCTTCAAATCCGACGTGACAAGGCGGCTACG
AGCTCTTTACGCCAATAATTCCGGACACGCTTGGCCCCTACGTAATAC
GGGGTGGTGGCAGGAAGTTAGCCGGGGCTTCTTCTGAGGTACGGCACT
TCCCTTCTCCTGCGAAAGAGGTTTAAAACCGGGAGGCGGTCATCCCTC
AGGGGGGGTCCGTGATATGGGTTTTCGCCAATGGGAAAATTCCCACTG
GGTGCTCCCCGGAAGAATTGGGCCTG
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06-SM-011 1492R

TGCAACTGGGCGGGGTGCTTACCATGCAGTCGACGATGAAGCCGCTTC
GGTGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGC
CCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATAAC
ACTCTGTCCCGCATGGGACGGGGTTAAAAGCTCCGGCGGTGAAGGATG
AGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCG
ACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGA
GACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCAC
AATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCC
TTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTA
CCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
ACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGT
AGGCGGCTTGTCACGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGT
CTGCATTCGATACGGGCTAGCTAGAGTGTGGTAGGGGAGATCGGAATT
CCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGG
CGAAGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGT
GGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTT
GGGAACTAGGTGTTGGCGACATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAAC
GCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAA
AGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGCGGAGCATGTGCTTAATTC
GACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATATACCGGAAAGC
ATCAGAGATGGTGCCCCCCTTGTGGTCGGTATACAGGTGGTGCATGCT
GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCG
CAACCCTTGTTTCTGGGTTGCCAGCATGCCCTTC

06-SM-099 27F

CGCCATCGCAGTCCACCTTCGAAGCTCCCTCCCACAAGGGGTTGGGCC
ACCGGCTTCGGGTGTTACCGACTTTCGTGACGTGACGGGCGGTGTGTA
CAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCAGCAATGCTGATCTGCGATTACT
AGCAACTCCGACTTCATGGGGTCGAGTTGCAGACCCCAATCCGAACTG
AGACCGGCTTTTTGAGATTCGCTCCGCCTCGCGGCATCGCAGCTCATTG
TACCGGCCATTGTAGCACGTGTGCAGCCCAAGACATAAGGGGCATGAT
GACTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGAGTTGACCCCGGCAGTCTCCT
GTGAGTCCCCATCACCCCGAAGGGCATGCTGGCAACACAGAACAAGG
GTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGA
CGACAGCCATGCACCACCTGTATACCGACCACAAGGGGGGCACCATCT
CTGATGCTTTCCGGTATATGTCAAGCCTTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGC
GTCGAATTAAGCCACATGCTCCGCTGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATT
CCTTTGAGTTTTAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGGGAACTTAAT
GCGTTAGCTGCGGCACCGACGACGTGGAATGTCGCCAACACCTAGTTC
CCAACGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCC
CACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTAATGGCCCAGAGATCCGCCTTCG
CCACCGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATTTCACCGCTACACCAGGAA



83

TTCCGATCTCCCCTACCACACTCTAGCTAGCCCGTATCGAATGCAGACC
CGGGGTTAAGCCCCGGGCTTTCACATCCGACGTGACAAGCCGCCTACG
AGCTCTTTACGCCCAATAATTCCGGACACGCTTGCGCCCTACGTATTAC
CGCGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGCGCTTCTCTGCAGGTACCGTCA
CTTTCGCTTCTTCCCTGCTGAAAGAGGTTTACAACCCGAAGGCCGTA

06-SM-099 1492R

ACAAATTGGGGCCGGCGTGCTTACCATGCAGTCGAACGATGAAGCCTT
TCGGGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTG
CCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATAA
CACTCTGTCCCGCATGGGACGGGGTTAAAAGCTCCGGCGGTGAAGGAT
GAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGC
GACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTG
AGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCA
CAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGC
CTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGT
ACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAA
TACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCG
TAGGCGGCTTGTCACGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGG
TCTGCATTCGATACGGGCTAGCTAGAGTGTGGTAGGGGAGATCGGAAT
TCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTG
GCGAAGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCG
TGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGT
TGGGAACTAGGTGTTGGCGACATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAA
CGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCA
AAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGCGGAGCATGTGGCTTAAT
TCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATATACCGGAAA
GCATCAGAGATGGTGCCCCCCTTGTGGTCGGTATACAGGTGGTGCATG
GCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGA
GCGCAACCCTTGTTTCTGGTGTTGCCAGCATGCCCTTCCGGTGA

06-SM-108 27F

CGCCAATCGAAGTCCACCTTCGAAGCTCCCTCCCACAAGGGGTTGGGC
CACCGGCTTCGGGTGTTACCGACTTTCGTGACGTGACGGGCGGTGTGT
ACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCAGCAATGCTGATCTGCGATTAC
TAGCGACTCCGACTTCATGGGGTCGAGTTGCAGACCCCAATCCGAACT
GAGACCGGCTTTTTGAGATTCGCTCCACCTCACGGTATCGCAGCTCATT
GTACCGGCCATTGTAGCACGTGTGCAGCCCAAGACATAAGGGGCATG
ATGACTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGAGTTGACCCCGGCGGTCTC
CCGTGAGTCCCCAGCACCACAAGGGCCTGCTGGCAACACGGGACAAG
GGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTG
ACGACAGCCATGCACCACCTGTACACCGACCACAAGGGGGCGCCTGTC
TCCAGACGTTTCCGGTGTATGTCAAGCCTTGGTAAGGTTCTTCGCGTTG
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CGTCGAATTAAGCCACATGCTCCGCCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAAT

TCCTTTGAGTTTTAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGGGCACTTAA
TGCGTTAGCTGCGGCACGGACAACGTGGAATGTTGCCCACACCTAGTG
CCCACCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCC
CCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTATCGGCCCAGAGATCCGCCTTCG
CCACCGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATTTCACCGCTACACCAGGAA
TTCCGATCTCCCCTACCGAACTCTAGCCTGCCCGTATCGACTGCAGACC
CGGGGTTAAGCCCCGGGCTTTCACAACCGACGTGACAAGCCGCCTACG
AGCTCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCGCCCTACGTATTA
CCGCGGCTGCTGGCACGTAGTAGCCGGCGCTTCTTCTGCAGTACCGTC

ACTTTCGCTTCTTCCCTGCTGAAAGAGGTTAAACCCGAAGGCCGTCAT

06-SM-108 1492R

CCACCTGGGCGGGCGTGCTTACCATGCAGTCGAACGATGAACCGCTTT
CGGGCGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTG
CCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATAT
GACCGTCTGCCGCATGGTGGATGGTGTAAAGCTCCGGCGGTGCAGGAT
GAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAGTGGCTCACCAAGGC
GACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTG
AGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCA
CAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGC
CTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGT
ACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAA
TACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCG
TAGGCGGCTTGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGG
TCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAA
TTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTG
GCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCG
TGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACG
GTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTA
ACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTC
AAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAA
TTCGACGCAACGCGAAGAAGCCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGA
AACGTCTGGAGACAGGCGCCCCCTTGTGGTCGTGTACAGGTGGTGCAT
GGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACG
AGCGCAACCCTTGTCCGTGTTGCCAGCAGGCCCTTGTGTA

06-SM-126 27F

GCCTTCAATCGCAGTCCACCTTCGAAGCTCCCTCCCACAAGGGGTTGG
GCCACCGGCTTCGGGTGTTACCGACTTTCGTGACGTGACGGGCGGTGT
GTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCAGCAATGCTGATCTGCGATT
ACTAGCGACTCCGACTTCATGGGGTCGAGTTGCAGACCCCAATCCGAA
CTGAGACCGGCTTTTTGAGATTCGCTCCACCTCGCGGTATCGCAGCTCA
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TTGTACCGGCCATTGTAGCACGTGTGCAGCCCAAGACATAAGGGGCAT
GATGACTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGAGTTGACCCCGGCGGTCT
CCCGTGAGTCCCCAACACCCCGAAGGGCTTGCTGGCAACACGGGACA
AGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGC
TGACGACAGCCATGCACCACCTGTACACCGACCACAAGGGGGGCACC
ATCTCTGATGCTTTCCGGTGTATGTCAAGCCTTGGTAAGGTTCTTCGCG
TTGCGTCGAATTAAGCCACATGCTCCGCCGCTTGTGCGGGCCCCCGTC
AATTCCTTTGAGTTTTAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGGGCACT
TAATGCGTTAGCTGCGGCACGGACAACGTGGAATGTTGCCCACACCTA
GTGCCCACCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCG
CTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTATCGGCCCAGAGATCCGCC
TTCGCCACCGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATTTCACCGCTACACCA
GGAATTCCGATCTCCCCTACCGAACTCTAGCCTGCCCGTATCGACTGC
AGACCCGGGGTTAAGCCCCGGGCTTTCACAACCGACGTGACAAGCCGC
CTACGAGCTCTTTACGCCCAATAATTTCCGGACACGCTTGCGCCCTACG
TATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGCGCTTCTTCTGCAGGT
ACCGTCACTTTCGCTTCTTCCCTGCTGAAAGAGGTTTACAACCCGAAG
GCCGTCATCCCTCCCGC

06-SM-126 1492R

AGAAAGGTTGGGCGGGGGTGCTTACCATGCAGTCGAACGATGAACCA
CTTCGGTGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCT
GCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATA
CTGACCCGCTTGGGCATCCTAGCGGTTCGAAAGCTCCGGCGGTGCAGG
ATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAG
GCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGAC
TGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTG
CACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACG
GCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACG
GTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGT
AATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCT
CGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCG
GGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGG
AATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCG
GTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAA
GCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAA
ACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAG
CTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAA
ACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGC
TTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACCG
GAAAGCATCAGAGATGGTGCCCCCTTGTGTCGTGTACAGGTGGTGCAT
GCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGA
GCGCAACCCTTGTCCCGGTGTTGCCAGCAAGG
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06-SM-141 27F

CGACATCGACAGTCCACCTTCGAAGCTCCCTCCCACAAGGGGTTGGGC
CACCGGCTTCGGGTGTTACCGACTTTCGTGACGTGACGGGCGGTGTGT
ACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCAGCAATGCTGATCTGCGATTAC
TAGCGACTCCGACTTCATGGGGTCGAGTTGCAGACCCCAATCCGAACT
GAGACCGGCTTTTTGAGATTCGCTCCACCTCACGGTATCGCAGCTCATT
GTACCGGCCATTGTAGCACGTGTGCAGCCCAAGACATAAGGGGCATG
ATGACTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGAGTTGACCCCGGCGGTCTC
CCGTGAGTCCCCAGCACCACAAGGGCCTGCTGGCAACACGGGACAAG
GGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTG
ACGACAGCCATGCACCACCTGTACACCGACCACAAGGGGGCGCCTGTC
TCCAGACGTTTCCGGTGTATGTCAAGCCTTGGTAAGGTTCTTCGCGTTG
CGTCGAATTAAGCCACATGCTCCGCCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAAT
TCCTTTGAGTTTTAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGGGCACTTAA
TGCGTTAGCTGCGGCACGGACAACGTGGAATGTTGCCCACACCTAGTG
CCCACCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCC
CCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTATCGGCCCAGAGATCCGCCTTCG
CCACCGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATTTCACCGCTACACCAGGAA
TTCCGATCTCCCCTACCGAACTCTAGCCTGCCCGTATCGACTGCAGACC
CGGGGTTAAGCCCCGGGCTTTCAAACCGACGTGAAAGCCGCCTACGAG
CTCTTTACGCCCAATAATTCCGGACACGCTTGCGCCCTACGTATTACCG
CGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGCGCTTCTTCTGCAGGTACCGTCA
CTTTCGCTTCTTCCCTGCTGAAAGAGGTTTACAACCCGGAAGGCCGTC
ATTC

06-SM-141 1492R

GGGGCAAGTGTGCGGGCGTGCTTACCATGCAGTCGAACGATGAACCG
CTTTCGGGCGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAA
TCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGG
ATATGACCGTCTGCCGCATGGTGGATGGTGTAAAGCTCCGGCGGTGCA
GGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAGTGGCTCACCA
AGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGG
ACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATAT
TGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGA
CGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGA
CGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCG
GTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAG
CTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCC
CGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATC
GGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACAC
CGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGA
AAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGT
AAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCGC
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AGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGGCCGCAAGGCT
AAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGT
GGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACA
CCGGAAACGTCTGGAGACAGGCGCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTG
GTGCATGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCG
CAACGAGCGCAACCTTGTCCGTGTTGCCAGCAGGCCCTG

06-SM-144 27F

GCCCGACAAACGCGCCTTCTTGGCTCCCTCCCGCAAGGGGTTGGGCCA
CCGGCTTCGGGTGTTACCGACTTTCGTGACGTGACGGGCGGTGTGTAC
AAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCAGCAATGCTGATCTGCGATTACTA
GCGACTCCGACTTCATGGGGTCGAGTTGCAGACCCCAATCCGAACTGA
GACCGGCTTTTTGAGATTCGCTCCACCTCACGGTATCGCAGCTCATTGT
ACCGGCCATTGTAGCACGTGTGCAGCCCAAGACATAAGGGGCATGAT
GACTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGAGTTGACCCCGGCGGTCTCCC
GTGAGTCCCCAGCACCACAAGGGCCTGCTGGCAACACGGGACAAGGG
TTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGAC
GACAGCCATGCACCACCTGTACACCGACCACAAGGGGGCGCCTGTCTC
CAGACGTTTCCGGTGTATGTCAAGCCTTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCG
TCGAATTAAGCCACATGCTCCGCCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTC
CTTTGAGTTTTAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGGGCACTTAATG
CGTTAGCTGCGGCACGGACAACGTGGAATGTTGCCCACACCTAGTGCC
CACCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCC
ACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTATCGGCCCAGAGATCCGCCTTCGCC
ACCGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATTTCACCGCTACACCAGGAATT
CCGATCTCCCCTACCGAACTCTAGCCTGCCCGTATCGACTGCAGACCC
GGGGTTAAGCCCCGGGCTTTCACACCGACGTGACAAGCCGCCTACGAG
CTCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCGCCCTACGTATTACC
GCGGCTGCTGCACGTAGTTAGCCGGCGCTTCTTCTGCAGGTACCGTCA
CTTTCGCTTCTTCCCTGCTGAAAGAGGTTTACAACCCGGAAGGCGC

06-SM-144 1492R

GCGTCACTTAGCCGGTGCTTTCAATGCTAGTCGTCGATGGACCGCTTTC
GGGCGGGGATTAGTGCCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGC
CCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATATG
ACCGTCTGCCGCATGGTGGATGGTGTAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATG
AGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAGTGGCTCACCAAGGCG
ACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGA
GACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCAC
AATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCC
TTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTA
CCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
ACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGT
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AGGCGGCTTGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGT
CTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAAT
TCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTG
GCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCG
TGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGGTAGTCCACGCCGTAAAC
GGTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCT
AACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAAC
TCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAGCGGCGGAGCATGTGGCTTA
ATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGA
AACGTCTGGAGACAGGCGCCCCCCTTGTGGTCGTGTACAGGTGGTGCA
TGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAAC
GAGCGCACCCTTGTTCCCGTGTTGCCAGCAGGCCCTTGGTGGTGCG

7SM40-27F-A06

GCCAATCGAAGTCCACCTTCGAAGCTCCCTCCCACAAGGGGTTGGGCC
ACCGGCTTCGGGTGTTACCGACTTTCGTGACGTGACGGGCGGTGTGTA
CAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCAGCAATGCTGATCTGCGATTACT
AGCGACTCCGACTTCATGGGGTCGAGTTGCAGACCCCAATCCGAACTG
AGACCGGCTTTTTGAGATTCGCTCCACCTCACGGTATCGCAGCTCATTG
TACCGGCCATTGTAGCACGTGTGCAGCCCAAGACATAAGGGGCATGAT
GACTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGAGTTGACCCCGGCGGTCTCCC
GTGAGTCCCCAGCACCACAAGGGCCTGCTGGCAACACGGGACAAGGG
TTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGAC
GACAGCCATGCACCACCTGTACACCGACCACAAGGGGGCGCCTGTCTC
CAGACGTTTCCGGTGTATGTCAAGCCTTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCG
TCGAATTAAGCCACATGCTCCGCCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTC
CTTTGAGTTTTAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGGGCACTTAATG
CGTTAGCTGCGGCACGGACAACGTGGAATGTTGCCCACACCTAGTGCC
CACCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCC
ACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTATCGGCCCAGAGATCCGCCTTCGCC
ACCGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATTTCACCGCTACACCAGGAATT
CCGATCTCCCCTACCGAACTCTAGCCTGCCCGTATCGACTGCAGACCC
GGGGTTAAGCCCCGGGCTTTCACAACCGACGTGACAGCCGCCTACGAG
CTCTTTACGCCCAATAATTCCGGACACGCTTGCGCCCTACGTATTACCG
CGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGCGCTTCTTCTGCAGGTACCGTCA
CTTTCGCTTCTTCCCTGCTGAAAGAGGTTTACAACCCGAAGGCCGTCAT
CTCAG
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07-SM-040 1492R

CGGGAGGTGTGCCGGTGCTTACCATGCAGTCGTCGATGAACCGCTTTC
GGGCGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGC
CCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATATG
ACCGTCTGCCGCATGGTGGATGGTGTAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATG
AGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAGTGGCTCACCAAGGCG
ACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGA
GACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCAC
AATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCC
TTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTA
CCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
ACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGT
AGGCGGCTTGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGT
CTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAAT
TCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTG
GCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCG
TGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACG
GTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTA
ACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTC
AAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAA
TTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGAA
AACGTCTTGGAGACAGGCGCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGTGCA
TGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCGCAACGA
GCGCAACCCTTGTCCGTGTTGCCAGCAGGCCCTTGTGGTGCTG

07-SM-42 27F

GGTGCGGTTCGACACGCGCCTTCTTGGCTCCCTCCCGCAAGGGGTTGG
ACCACCGGCTTCGGGTGTTACCGACTTTCGTGACGTGACGGGCGGTGT
GTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCAGCAATGCTGATCTGCGATT
ACTAGCAACTCCGACTTCATGGGGTCGAGTTGCAGACCCCAATCCGAA
CTGAGACCGGCTTTTTGAGATTCGCTCCGCCTCGCGGCATCGCAGCTC
ATTGTACCGGCCATTGTAGCACGTGTGCAGCCCAAGACATAAGGGGCA
TGATGACTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGAGTTGACCCCGGCAGTC
TCCTGTGAGTCCCCATCACCCCGAAGGGCATGCTGGCAACACAGAACA
AGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGC
TGACGACAGCCATGCACCACCTGTATACCGACCACAAGGGGGGCACC
ATCTCTGATGCTTTCCGGTATATGTCAAGCCTTGGTAAGGTTCTTCGCG
TTGCGTCGAATTAAGCCACATGCTCCGCTGCTTGTGCGGGCCCCCGTC
AATTCCTTTGAGTTTTAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGGGAACT
TAATGCGTTAGCTGCGGCACCGACGACGTGGAATGTCGCCAACACCTA
GTTCCCAACGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGC
TCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTAATGGCCCAGAGATCCGCCT
TCGCCACCGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATTTCACCGCTACACCAG



90

GAATTCCGATCTCCCCTACCACACTCTAGCTAGCCCGTATCGAATGCA
GACCCGGGGTTAAGCCCCGGGCTTTCACATCCGACGTGACAAGCCGCC
TACGAGCTCTTTACGCCCAAAATTCCGGACACGCTTGCGCCTACGTATT
ACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGCGCTTCTTCTGCAGGTACC
GTCACTTTCGCTTCTTCCCTGCTGAAGAGGTTACAACCCGAGGGCCGTC
ATTCTTCA

07-SM-42 1492R

GGCAAGGGTGCCGGTGCTTTCCATGCTAGTCGTCGATGGTGCCTTTCG
GGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCT
TCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATAACACT
CTGTCCCGCATGGGACGGGGTTAAAAGCTCCGGCGGTGAAGGATGAG
CCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGAC
GACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGA
CACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAA
TGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTT
CGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTAC
CTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA
CGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTA
GGCGGCTTGTCACGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTC
TGCATTCGATACGGGCTAGCTAGAGTGTGGTAGGGGAGATCGGAATTC
CTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGC
GAAGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTG
GGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTTG
GGAACTAGGTGTTGGCGACATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACG
CATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAA
GGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGCGGAGCATGTGGCTTAATTC
GACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATATACCGGAAAGC
ATCAGAGATGGTGCCCCCTTGTGGTCGGTATACAGGTGGTGCATGCTG
TCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC
AACCCTTGTTCTGTGTTGCCAGCATGCCCTTCGGGGTGAT

03-SM-007 27F

CCGCCCTGGGCGGGCGTGCTTACCATGCAGTCGAACGATGAACCGCTT
TCGGGCGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCT
GCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATA
TGACCGTCTGCCGCATGGTGGATGGTGTAAAGCTCCGGCGGTGCAGGA
TGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAGTGGCTCACCAAGG
CGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACT
GAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGC
ACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGG
CCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGG
TACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTA
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ATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTC
GTAGGCGGCTTGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGG
GTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGA
ATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGT
GGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGC
GTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAAC
GGTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCT
AACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAAC
TCAAGGAATTGACGGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTT
AATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGGCTTGACATACACCG
GGAAACGTCTGGAGACAGGCGCCCCCTTGGTGGTCGGTGTACAGGTGG
TGCATGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCGCA
ACGAGCGCAACCCTTGTCCGTGTTGCCAGCAGCCCTTGTGGTGCTGGG
GACTCACGGGAGAACCGCCGGGGTCCACCTCG

03-SM-007 1492R

GCCCCATCGCAGTCCACCTTCGAAGCTCCCTCCCACAAGGGGTTGGGC
CACCGGCTTCGGGTGTTACCGACTTTCGTGACGTGACGGGCGGTGTGT
ACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCAGCAATGCTGATCTGCGATTAC
TAGCGACTCCGACTTCATGGGGTCGAGTTGCAGACCCCAATCCGAACT
GAGACCGGCTTTTTGAGATTCGCTCCACCTCACGGTATCGCAGCTCATT
GTACCGGCCATTGTAGCACGTGTGCAGCCCAAGACATAAGGGGCATG
ATGACTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGAGTTGACCCCGGCGGTCTC
CCGTGAGTCCCCAGCACCACAAGGGCCTGCTGGCAACACGGGACAAG
GGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTG
ACGACAGCCATGCACCACCTGTACACCGACCACAAGGGGGCGCCTGTC
TCCAGACGTTTCCGGTGTATGTCAAGCCTTGGTAAGGTTCTTCGCGTTG
CGTCGAATTAAGCCACATGCTCCGCCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAAT
TCCTTTGAGTTTTAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGGGCACTTAA
TGCGTTAGCTGCGGCACGGACAACGTGGAATGTTGCCCACACCTAGTG
CCCACCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCC
CCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTATCGGCCCAGAGATCCGCCTTCG
CCACCGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATTTCACCGCTACACCAGGAA
TTCCGATCTCCCCTACCGAACTCTAGCCTGCCCGTATCGACTGCAGACC
CGGGGTTAAGCCCCGGGCTTTCACAACCGACGTGACAAGCCGCCTACG
AGCTCTTTACGCCCAATAATTCCGGACACGCTTGCGCCCTACGTATTAC
CGCGGCTGCTGCACGTAGTTAGCCGGCGCTTCTTCTGCAGTACCGTCA
CTTCGCTTCTTCCCTGCTGAAGAGTTTACACCCGAGCGTCATCCCTCAC
GCGCGTCGCTGCATCAGGCTTCGCCATTGTGCATATC
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03-SM-016 27F

GGGAACTGGGCGCGTGCTTACCATGCAGTCGAACGATGAGCCTTTCGG
GGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTT
CACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATAACACTC
TGTCCCGCATGGGACGGGGTTAAAAGCTCCGGCGGTGAAGGATGAGC
CCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACG
ACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGAC
ACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAAT
GGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTC
GGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCT
GCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACG
TAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGG
CGGCTTGTCACGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTG
CATTCGATACGGGCTAGCTAGAGTGTGGTAGGGGAGATCGGAATTCCT
GGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGA
AGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGG
GAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTTGGG
AACTAGGTGTTGGCGACATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCA
TTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGG
AATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGA
CGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATATACCGGAAAGCAT
CAGAGATGGTGCCCCCTTGTGGTCGGTATACAGGTGCTGCATGGCTGT
CGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTACGTCCCGCAACGAGCGCA
ACCCATTGTTTCTGTGTTGCCAGCATGCCTTCGGGGTGATGGGGACTCA
CAGGAGACTGGCCGGGATCACCTCG

03-SM-16 1492R

CCCCTCCGCCGGTCCACCTTCGACAGCTCCCTCCCACAAGGGGTTGGG
CCACCGGCTTCGGGTGTTACCGACTTTCGTGACGTGACGGGCGGTGTG
TACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCAGCAATGCTGATCTGCGATTA
CTAGCAACTCCGACTTCATGGGGTCGAGTTGCAGACCCCAATCCGAAC
TGAGACCGGCTTTTTGAGATTCGCTCCGCCTCGCGGCATCGCAGCTCAT
TGTACCGGCCATTGTAGCACGTGTGCAGCCCAAGACATAAGGGGCATG
ATGACTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGAGTTGACCCCGGCAGTCTC
CTGTGAGTCCCCATCACCCCGAAGGGCATGCTGGCAACACAGAACAA
GGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCT
GACGACAGCCATGCACCACCTGTATACCGACCACAAGGGGGGCACCA
TCTCTGATGCTTTCCGGTATATGTCAAGCCTTGGTAAGGTTCTTCGCGT
TGCGTCGAATTAAGCCACATGCTCCGCTGCTTGTGCGGGCCCCCGTCA
ATTCCTTTGAGTTTTAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGGGAACTT
AATGCGTTAGCTGCGGCACCGACGACGTGGAATGTCGCCAACACCTAG
TTCCCAACGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCT
CCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTAATGGCCCAGAGATCCGCCTT
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CGCCACCGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATTTCACCGCTACACCAGG
AATTCCGATCTCCCCTACCACACTCTAGCTAGCCCGTATCGAATGCAG
ACCCGGGGTTAAGCCCCGGGCTTTCACATCCGACGTGACAAGCCGCCT
ACGAGCTCTTTACGCCCAATAATTCCGGACACGCTTGCGCCCTACGTA
TTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGCGCTTCTTCTGCAGGTA
CCGTCACTTTCGCTTCTTCCCTGCTGAAAGAGTTTACACCCGAAGCCGT
CATCCCTCACGCGGGCGTCGCTGCATCAGGCTTTCGCCCATTGTGCC

07-SM-007 27F

ACCCCTGGGCGGCGTGCTTACCATGCAGTCGAACGATGAAGCCCTTCG
GGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCT
TCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATAACACT
CTGTCCCGCATGGGACGGGGTTGAAAGCTCCGGCGGTGAAGGATGAG
CCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGAC
GACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGA
CACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAA
TGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTT
CGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTAC
CTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA
CGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTA
GGCGGCTTGTCACGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTC
TGCATTCGATACGGGCTAGCTAGAGTGTGGTAGGGGAGATCGGAATTC
CTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGC
GAAGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTG
GGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTTG
GGAACTAGGTGTTGGCGACATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACG
CATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGGCCGCAAGGCTAAAACTCAA
AGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGCGGAGCATGTGGCTTAATT
CGACGCAACGCGAAGAATCTTACCAAGGCTTGACATATACCGGAAAG
CATCAGAGATGGTGCCCCCCTTGTGGTCGGTATACAGGGGTGCATGCC
TGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTAGTCCCGCAACGAGCGC
ATCCTTGTTCTGTGTTGCAGCATGCCCTTCGGGGTGATGGGGACTCACA
GGAGACTGCCGGGTCCACCTCGAG

07-SM-007 1492R

CGCACCATCGCAGTCCACCTTCGACAGCTCCCTCCCACAAGGGGTTGG
GCCACCGGCTTCGGGTGTTCACCGACTTTCGTGACGTGACGGGCGGTG
TGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCAGCAATGCTGATCTGCGAT
TACTAGCAACTCCGACTTCATGGGGTCGAGTTGCAGACCCCAATCCGA
ACTGAGACCGGCTTTTTGAGATTCGCTCCGCCTCGCGGCATCGCAGCT
CATTGTACCAGCCATTGTAGCACGTGTGCAGCCCAAGACATAAGGGGC
ATGATGACTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGAGTTGACCCCGGCAGT
CTCCTGTGAGTCCCCATCACCCCGAAGGGCATGCTGGCAACACAGAAC
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AAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAG
CTGACGACAGCCATGCACCACCTGTATACCGACCACAAGGGGGGCAC
CATCTCTGATGCTTTCCGGTATATGTCAAGCCTTGGTAAGGTTCTTCGC
GTTGCGTCGAATTAAGCCACATGCTCCGCTGCTTGTGCGGGCCCCCGT
CAATTCCTTTGAGTTTTAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGGGAA
CTTAATGCGTTAGCTGCGGCACCGACGACGTGGAATGTCGCCAACACC
TAGTTCCCAACGTTTACGGCGTGAACAACCAGGGTATCTAATCCTGTT
CGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCACCGTCAGGAAATGAGCCAGAGATC
CGCCTTCGCCACCGGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATTTCACCGCTA
CACCAGGAAATTCCGATCTCCCCTACAACACTCTAGCTAGCCCGTAGC
GAAGCGGACCGGGGGTTAAGCCCCGGGCTTTCACATCCGACGTGACA
AGCCGCCAACGAGCTCTTTAGACCAAAAATTCAGGAAACGCTTGGCGC
CCTACCGATTACCGGGGGCGGCGGAAGGAATTAGCCCGCCCCTTCTTC
GGCAGGAACTTCCTTTTCCCCTCCTTCCCAGTGAAAGAAGTTTCCAACC
CGAAGGCCCCCTCCCCGAGGGCGGGGGCCCGGAACAGGCTTTGCCCAT
TGGCCAA
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6. SONUC VE TARTISMA

Denizel aktinomisetlerden yeni antimikrobiyal bilesiklerin kesfi amaciyla
baslatilan TUBITAK SBAG 109S361 No’lu projemiz kapsaminda Ege ve
Akdeniz Bolgesi'nde 7 lokasyondan toplanan 62 siinger Orneginden 267
aktinomiset izole edilmistir. Bu izolatlar antimikrobiyal aktivitelerine gore
taranmig, yiiksek aktivite gosteren 19 izolat, biyoaktivite rehberli izolasyon

calismalarina gegmeden once tezimiz kapsaminda incelenmistir.

Denizel ortamlardan izole edilen aktinomisetler yasadiklari ekstrem
kosullara sentezledikleri farkli sekonder metabolitleriyle adapte olabildikleri icin
yeni metabolitlerin eldesi amaciyla onemli bir kaynak olarak diigiiniilmektedir
(Lam, 2006). Bu amagcla aktinomiset izolasyonu caligmalarimizi baslattigimiz
stinger Ornekleri SCUBA dalist yapilarak en fazla 34 metre derinlikten
toplanmistir. Denizel aktinomiset tiirlerinin varligin1 gosteren bir¢ok caligmada
ileri tekniklerle daha derin lokasyonlardan Ornekleme yapildigi goriilmiistiir.
Dietzia maris, Rhodococcus erytropolis ve Kocuria erythromyxa Hokkaido’da
denizin 1.225 metre derinliginden izole edilmistir. Ayrica Jensen ve arkadaslari
Guam Adast’nda 10.923 metreden elde ettii sediment orneklerinden bes yeni
aktinomiset filotipi izole etmistir (Lam, 2006). 2006 yilinda Pasifik Okyanusu’nda
bulunulan Mariana Cukuru’nun 10.898 metre derinliginden Dermacoccus sp.

izole edilmistir (Goodfellow and Fiedler, 2010).

Calismalarimiz  sirasinda  besiyerlerine fungal biliylimeyi baskilamak
amaciyla nistatin ve hizli biiyliyen Gram negatif bakterileri baskilamak i¢in de
nalidiksik asit eklenmistir (Ensign, 1992; Song et al., 2001). Toplanan ilk siinger
orneklerine bazi 6n islemler uygulanarak ve uygulanmayarak izolasyon
ortamlarina inokulasyon yapilmis ve sonuglar karsilagtirilmistir. Bolim 4.1°de
anlatilan yontemden once siinger ornegindeki yiizeysel bakterileri uzaklastirmak
amaciyla SDS (sodyum dodesil siilfat) ile yikama islemi gergeklestirilmistir. SDS
uygulamanin aktinomiset izolasyon oranina belirgin bir etkisi olmadig1 goriilmiis,
sonraki denemelerde bu 6n islem uygulanmamistir. Izolasyon calismalarinda
istenmeyen grup mikroorganizmalarin bir sekilde elimine edilmesi biiyiik 6nem

arz etmektedir. Cilinkii bu mikroorganizmalar hizli biiyliyerek digerlerinin
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Ozellikle gec gelisen aktinomisetlerin izole edilmesini engellemektedir. Bu amagla
temelde bircok calismada da kullanilan cesitli antimikrobiyal maddelerin
(nalidiksik asit, siklohekzimid) kullanimi, slingerlerin 6n yikama ve seyreltme

islemleri ¢alismamiz kapsaminda gergeklestirilmistir.

Bolim 4.1’de anlatilan sekilde orneklemeye hazirlanan siingerler 6n
denemeler sonucu se¢ilmis olan dort farkli besiyerine inokiile edilmistir (1, 3, 4 ve
6 No’lu besiyerleri). Jensen ve arkadaglarinin denizel aktinomisetlerin
izolasyonunda denedikleri 8 farkli besiyeri icinde NPS ve NRS (saf agar,
rifamisin, siklohekzimid, nistatin, deniz suyuyla ekstre edilmis deniz kumu) ile
alinan sonuglar ilgi cekicidir. Biiylimek i¢in deniz suyuna ihtiya¢ duyan
aktinomisetler en biiylik oranda bu ortamlardan izole edilmisken, aktinomiset
izolasyonunda en diisiik oran yine bu iki ortamda tespit edilmistir (Jensen et al.,
2005). Gelecekte denizel aktinomisetlerle yapilacak olan ¢aligmalarda basarinin
kiiltiire etme ve izolasyon prosediirlerine bagli oldugu bilinmekte ve bu alanda

yapilan ¢aligmalarda yeni secici besiyerlerine ve yontemlere 6nem verilmektedir.

Dogadan elde edilen bir o6rnekte var olan mikroorganizmalarin ¢ok kiigiik
bir orani izole edilebilmektedir. Siingerlerden aktinomiset izolasyonu i¢in bir¢ok
arastirmaci farkli yontemler kullanmistir. Sediment ve siinger 6rnekleriyle yapilan
molekiiler ¢aligmalarda ribozomal RNA analizleri kiiltiire edilemeyen denizel
aktinomisetlerin varligin1 gostermistir. Alg, siinger ve sediment orneklerinden
izole edilebilen aktinomisetler kiyaslandiginda en diisiik oranin siingerlerden elde
edildigi goriilmiistiir. Olson ve arkadaslar1 izolasyon besiyerine degisik oranlarda
katalaz ve sodyum piruvat ekleyerek siingerlerde izolasyon oranini arttirmayi

basarmislardir (Olson et al., 2006).

Calismamizda aktinomiset kolonilerinin olugmasi i¢in izolasyon besiyerleri
21 giin inkiibasyona birakilmig ve 7 gilinde bir koloniler incelenmistir.
Aktinomisetler kendilerine 6zgli genellikle beyaz, derimsi, rijit, sporlu koloni
morfolojileri ve substrat miseli olusturmalari ile ayirt edilmis ve saflagtirma
islemlerine gecilmistir. Jensen ve arkadaslari bazi kolonilerin ¢iplak gozle
gorlilemedigini, stereo mikroskop yardimi ile inkiibasyonun 2-3. haftalarinda

tespit edilebildiklerini rapor etmistir (Jensen et al., 2005).
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Jensen ve arkadaslari deniz suyu olmadan biiyliyemeyen Salinispora
suslarim1 diger izolatlar arasindan elemek i¢in deniz suyuyla ve distile su ile
hazirlanan besiyerlerinde iiremelerini aragtirmistir (Jensen et al., 2005).
Calismamizda 267 izolat iizerinde yapilan denemelerde 267 izolatin da biiylime
igin deniz suyuna ihtiya¢ duymadiklar1 belirlenmistir. Bu da son zamanlarda
denizel aktinomisetlerin siniflandirilmasinda belirlenmis ve MAR I grubu olarak
adlandirilan Salinispora grubu mikroorganizmalarin se¢ilmis bu 19 izolat arasinda

bulunmadigini1 gostermistir.

Saflastirilan izolatlarin Boliim 4.2°de anlatilan yontemle yapilan spor
siispansiyonlart  -20°C  ve -86°C’de saklanmustir. Izolatlarin, -20°C’de
stoklandiktan sonra bu spor siispansiyonlar1 kullanilarak tekrarlanan kiiglik ¢apta
fermantasyon denemelerinde stoklamadan oOnce aktivite gosteren suslarin
aktivitelerini kaybettikleri gozlenmistir. Dondurma isleminin izolatlar1 etkiledigi
diistiniilerek sonraki stoklama igleminde yatik agar seklinde hazirlanan tiiplere
ekim yapilmis ve bu tiipler +4°C’de saklanmgtir. Fakat bu izolatlarda da aktivite
kayb1 gozlenmistir. Dogal ortamlarindan alinip laboratuar ortaminda firetilen
mikroorganizmalarin sekonder metabolitlerini sentezleyemedigi diistintilmiis,
dogal ortamlarinda birgok mikroorganizma ile ayni habitati paylastiklar
diisiiniilerek bazi izolatlar yine siingerlerden izole edilmis denizel bakterilerle
kontamine edilip, tekrar saflastirilmistir. Bir grup dondurularak saklanmis izolatin
da spor siispansiyonlarindan besiyerlerine 3-4 pasaj ekim yapilarak aktiviteleri
tekrar kontrol edilmistir. Bu yontemlerle bazi izolatlarin aktivitesi geri kazanilmis
goziikse de, ilerleyen zamanlarda tekrarlanan fermantasyon ¢aligmalari sonucunda
oranin gittik¢e diistiigli, stabil aktivite gdsteren izolat sayisinin olduk¢a az oldugu

saptanmigtir.

Laboratuarimizda bir diger grup arastiricinin aymi izolatlara uyguladiklari
kat1 ve s1v1 fermantasyon islemleri sonucunda siv1 kiiltiirde aktivitesini kaybeden
izolatlarin kati kiiltiirde aktivite gosterdigi belirlenmistir. Bunun Streptomyces
tiirii bakterilerde sekonder metabolit iiretimi ve sporulasyon siirecinin pleiotropik
genler tarafindan kontrol edilmesiyle biiyiik oranda ilgili oldugu diisiiniilmektedir.
Streptomyces cinsi iiyelerinin sporulasyon siirecini baslatan genler ayn1 zamanda
sekonder metabolizma yolaklarmi da baglatmaktadir. izolatlarin kat: kiiltiirde

gergek anlamda sporulasyon siirecleri baslatilarak sekonder metabolit yolaklarinin
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da es zamanli olarak aktive edildigi diisiiniilmektedir. Ancak endiistriyel
siireclerde sivi kiiltirde de aktif metabolitleri stabil olarak {iretebilen suslarin
belirlenmesi onemlidir. Denizel izolatlardaki aktivite kaybiyla ilgili yapilmis
caligmalar bulunamamasi {izerine, yurtdisinda benzer ¢alismalar1 yapan gruplarla

irtibata gecilmis, aktivite kaybinin ortak sorun oldugu goériilmiistiir.

Izolatlarin E.coli 0157:H7 RSSK 234 ve S. aureus (metisilin direngli) RSSK
95047’a kars1 antimikrobiyal aktiviteleri disk difiizyon yontemi ile belirlenmis,
yuksek aktivite gosteren 19 izolat ileri c¢alismalar icin secilmistir. Proje
kapsaminda biiyiik capta iiretimlerine gegip, biyoaktif molekiillerin izolasyonu

yapilmadan izolatlarin bazi 6zellikleri aragtirtlmigtir.

Besiyerlerine belirli oranlarda NaCl ilave edilmis (Bkz. Bolim 4.6) ve
tireyebildikleri tuz konsantrasyon araliklari belirlenmistir. Tiim izolatlar % 7.5
NaCl igeren ortamda iiremeyi basarmigken, bir kismi %10’luk ortamda
ireyebilmis, bir izolat da (07-SM-040) %12.5’luk ortamda az da olsa lireme
gostermistir. Tlim izolatlarin tuz igermeyen ortamda iyi lireme gostermeleri lireme
icin tuza ihtiya¢ duymadiklarimi gostermektedir. Ancak %2.5 tuz oraninin
varligindaki tireme ve sporulasyon, hi¢ tuz olmayan ayni besiyerindeki iiremeye
gore daha 1yi olarak tespit edilmistir (Sekil 5.4). Benzer sekilde izolatlarin
iireyebildikleri pH araliklarinin belirlenmesinde pH 2 ile 12 arasinda iiremeleri
gozlenmistir. pH 2 ve 3’te hi¢ iireme gozlenmezken, birkac izolat pH 4’te
tremistir. Tim izolatlarin pH 12’de iireme gostermesi izolatlarin alkalifilik
ozellikte oldugunu gostermektedir (Bkz. Cizelge 5.4). 45°C’de biiyiiyen
aktinomisetler termotolerant, 55°C’de biiyiiyebilen aktinomisetler termofil olarak
bilinmektedir ~ (Korn-Wenish and Kutzner, 1992). Izolatlar i¢inde birkac
termotolerant sus oldugu, geri kalan hepsinin 10°C sicaklikta bile iireyebildigi
goriilmiistiir (Bkz. Cizelge 5.5). izolatlarin seker kaynagi olarak kullandiklari
substratin belirlenmesi amaciyla i¢inde yalniz glukoz, fruktoz, mannitol, sukroz,
seliiloz veya rafinoz bulunan ortamlarda biiylimeleri kiyaslanmistir. Seker kaynagi
olmadan hazirlanan besiyeri de kontrol olarak kullanilmistir. Inkiibasyon siiresi
sonunda petrilerde olusan koloniler incelendiginde tiim izolatlarin glukoz, fruktoz

ve mannitolu seker kaynagi olarak kullandig1 goriilmiistiir (Bkz. Cizelge 5.6)
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Giliniimiizde 16S rDNA dizi analizi yontemi 6zellikle cins diizeyinde ve az
sayida tiir igeren cinslere ait izolatlarin tanilanmasinda degerli bilgiler
vermektedir. Tez kapsaminda secilen 19 izolatin da Streptomyces cinsine ait
oldugu belirlenmistir.  Streptomyces  griseus,  Streptomyces  coelicolor,
Streptomyces avermitilis, Streptomyces roseosporus ve Streptomyces clavuligerus
benzer tiirler olarak gosterilmistir (Bkz. Sekil 5.6). Karasal ortamlarda genis bir
yasama alani bulmus olan Streptomyces genusu lyelerine denizel ortamlarda da
siklikla rastlanmaktadir. Denizel Streptomyces genusu iyelerinin  karasal
olanlardan farkli tiirler icerdigi yapilan ¢alismalarda gdsterilmistir (Dharmaraj,

2010; Goodfellow and Fiedler, 2010; Hanse et al., 2010; Hughes et al., 2007).

16S rDNA dizi analizi sonuglarinin degerlendirilmesinde aymni tiire ait
izolatlarin %97 ve lizeri benzerlik gostermesi beklenmektedir. Ancak giiniimiizde
500’lin tlizerinde tiire sahip olan Streptomyces cinsi lyelerinin tiir diizeyinde
tanimlanmalar1 kesin sonuglar vermemektedir. Bu durum Bacillus gibi ¢ok fazla
tiir iceren bagka cinsler i¢in de gecerlidir. Ayrica taksonomik siniflandirmada
kullanilan sinonimler ve siirekli gelisen sistematik nedeniyle ileri tanilama

caligsmalarinin yapilmasi gerekmektedir.

Okyanusun  biyosentetik  potansiyellerini  anlamak i¢in  Ornegin
omurgasizlarla simbiyoz yasayan bakterilerin gelismis kiiltiire edilme ve
izolasyon yontemlerinin ¢alisilmas1  gerekmektedir. Bilinen yontemlerle
biyogesitliligin ancak %5’1 veya daha azi kiiltiire edilebilmektedir (Hughes and
Fenical, 2010).

Yapilan genomik c¢aligmalar ve metabolik yol izlerinin arastirilmasiyla fazla
sayida gizli yolaklarin varligir tespit edilmistir. Bu yolaklarin uyarilmasiyla

sentezlenecek yeni bilesikler oldugu diisiiniilmektedir.

Tek bir mikroorganizma farkli fermantasyon kosullariyla bircok farkli
metabolit sentezleyebilir. izolatlarin farkli yolaklara ydnlendirilmesi disinda
kiiltire edilemeyen mikroorganizmalarin kiiltiire edilebilmesi i¢in farkl
yaklagimlar uygulanabilmektedir (Hill and Fenical, 2010). Ancak uygulanacak 6n
islem, farkli besiyerleri gibi yontemlerin disinda farkli yer (okyanus, mangrov,
resif, mercan kayaliklar1 gibi) ve derinliklerden alinan 6rneklerde farkli sonuglar

elde edildigine dair birgok ¢alisma mevcuttur (Goodfellow and Fiedler, 2010;
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Jensen and Fenical, 2005; Asolkar et al., 2009; Hughes et al., 2007). Analitik
tekniklerin ilerlemesiyle bilinen molekiillerle karsilasildiginda ileri c¢aligsmalar
yapilmaksizin diisiik konsantrasyonlarda molekiilii tanimak ve molekiil yapisi
hakkinda bilgi sahibi olmak miimkiin olacaktir. Analitik tarama, kiiltiire etme ve
genomiks alaninda gelistirilecek yontemlere ve sekonder metabolitlerin molekiiler
diizeyde tiretimi hakkinda kesin bilgilere sahip olundugunda dogal kaynaklardan

biyoaktif molekiillerin kesfinde altin ¢cagin baslayacagi 6ngoriilmektedir.

Giliniimiizde denizel g¢evrelerden aktinomisetler izole edilebiliyor olsa da
uygun secici molekiiler tekniklerle calisildiginda denizel biyogesitliligin gergek
taksonomik ozellikleri ortaya g¢ikacaktir. Yeni tiirlerin bulunmasiyla dogal {iriin

kesfi i¢in yeni kaynaklar olusacaktir (Jensen and Fenical, 2005).
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