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AKTINOMISET GENOMLARINDA YENI GLIKOPEPTID BIiLESIKLERIN
GENETIK OLARAK TARANMASI

YUKSEK LISANS TEZI

Mehmet Ali OZCAN

DICLE UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BIYOLOJi ANABILIM DALI

2019

Aktinomisetler basta olmak iizere mikroplardan elde edilen dogal {irtinler, -
laktamlar, tetrasiklinler, makrolitler, aminoglikozitler, rifamisinler ve glikopeptidler gibi
Oonemli antimikrobiyal ila¢ cesitlerinin kaynagi olmustur. Yeni antibiyotik kesif
caligmalar1 yiliksek iiretim kapasitesine sahip organizmalardan kimyasal ve genetik
tarama teknikleri kullanilarak yapilmaktadir. Bunlar igerisinde en giincel metotlardan
biri mikroorganizmalarin genomlarinda yer alan antibiyotik biyosentetik gen
kiimelerine ait korunmus genlerin taranmasidir. Glikopeptid antibiyotikler (GPA),
Gram-pozitif bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde uzun siiredir ilag¢ olarak kullanilan
ve sadece aktinomisetlerden elde edilen nadir dogal tiriinlerdir. Biyosentezleri sirasinda;
glikozilasyon, halojenasyon, metilasyon gibi modifikasyonlar bu antibiyotik sinifinin
kimyasal ¢esitliliginde ve aktivitelerinde 6nemli rollere sahiptir. Aromatik yan gruplarin
carpraz baglanmasindan sorumlu monoksijenaz genleri, glikopeptid biyosentezinde
goriilen bir diger dnemli modifikasyondur. Bu ¢alismada, GPA biyosentezinde gorev
alan monooksijenaz genlerinden oxyC geni, 8 farkl rizosferik Streptomyces izolatinda

dejenere primerler kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu ile tarandi. Elde edilen

\'



amplikon dizileri NCBI (Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi, ABD) veri tabaninda
Blastx programinda homoloji incelemelerine tabi tutuldu. Daha sonra bu MEGA 6.0
programi kullanilarak filogenetik analizleri yapildi. Yapilan biyoinformatik analizler
sonucunda elde edilen monooksijenaz genlerinin gerek GPA gerekse diger antibiyotik
gen kiimelerinde bulunan diger monooksijenazlarla yakin iligkili oldugu gozlendi. Elde
edilen genlerden CA19, CA17, AS36, CA18 ve CS38 izolatlarina ait olanlarin,
Streptomyces lavendulae’ya ait komplestatin gen kiimesinde bulunan genlerin
homologu olan, sirasiyla oxyA ve oxyB genleri ile yakin akraba olduklar1 goriildii. Bu
calismada elde edilen genlerin tipik GPA bilesiklerinin biyosentezleri ile iligkili fakat
filogenetik olarak ayri konumlanmasi, kullanilan izolatlarin yeni olmaya aday GPA

bilesikleri iiretebilme potansiyeline sahip olduklarini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Streptomyces, Glikopeptid antibiyotikleri, Genetik tarama,

Monooksijenaz genleri, oxyC
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ABSTRACT

SCREENING OF NOVEL GLYCOPEPTIDE COMPOUNDS IN ACTINOMYCETES
GENOMES BY USING GENETIC TOOLS

MASTER THESIS

Mehmet Ali OZCAN

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

2019

Microbial natural products, from actinomycetes in particular, have been the
sources of the most important antimicrobial drug classes, including the B-lactams,
tetracyclines, macrolides, aminoglycosides, rifamycins and glycopeptides. The
discovery of new antibiotics has been accomplished by chemically or genetically
screening methods from organisms that have potential for production. One of the most
current methods used in novel antibiotic screening studies is to search the conserved
biosynthetic genes in the antibiotic biosynthetic gene clusters of microorganisms.

Glycopeptide antibiotics (GPA) are natural products from the actinomycetes
have long served as drugs of last resort for the treatment of antibiotic-resistant Gram-
positive bacterial infections. The chemical diversity of the GPA class is achieved
through glycosylation, halogenation, methylation, and acylation of the core. These

modifications are improved the solubility, stability and activity of the molecule. Cross-
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linking of aromatic side chains by monooxygenases is another necessary modification in
GPA biosynthesis. In order to assess the presence of the GPA biosynthetic systems in 8
local Streptomyces strains, it was used the degenerate primers for amplification of a
monooxygenase gene, oxyC. PCR products were cloned and sequenced. Translated
protein sequences were compared with those in databases through the NCBI (National
Center for Biotechnology Information, US) using BLASTx program. Sequences were
aligned using multiple sequence alignment tools from Clustal W in MEGA 6.0 package.
According to the bioinformatic analysis, different monooxygenase genes belong to both
glycopeptide or other antibiotics were determined. The phylogenetic analysis showed
that the genes obtained in this study were most closely related to oxyA (CA19, CA17,
AS36 and CA18) and oxyB (CS38) genes of the GPA complestatin from Streptomyces
lavendulae. The Streptomyces isolates used in this study are promising candidates to

look for novel GPA and other natural products.

Keywords: Streptomyces, glycopeptide antibiotics, genetic screening, monooxygenase

genes, oxyC
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1. GIRIS

Dogal iirtinler bitki, mantar ve bakteriler tarafindan iretilen farkli kimyasal
cesitlilige ve genis yelpazede biyolojik aktivitelere sahip, bu 6zelliklerinden dolay1 da
insan ve hayvan hastaliklarinda ve ayni zamanda tarimda ilag olarak kullanilan
bilesiklerdir. Bunlar, karasal bitkiler, mikroorganizmalar, omurgali ve omurgasiz
canlilar ve deniz organizmalar1 da dahil olmak iizere ¢esitli kaynaklardan koken alirlar.
Tarihsel olarak, bir¢ok ilacin aktif bilesenini meydana getiren, hem yapisal hem de
islevsel olarak birbirinden olduk¢a farkli bu biyoaktif bilesikler, gliniimiizde, kanser,
hipertansiyon, mikrobiyal kaynakli enfeksiyonlar ve nérolojik hastaliklarin tedavisi i¢in
onemli ila¢ kaynaklar1 olusturmaktadirlar (Lahlou 2013, Chen ve ark. 2015, Katz ve
Baltz 2016). Antibiyotikler (Vankomisin, Rifamisin Sekil 1.1), antitiimor ajanlar
(Aktinomisin D, Daunorobisin Sekil 1.1) , toksinler, immiin baskilayicilar ve
sideroforlar1 igeren dogal iirlinlerin essiz yapilari ¢esitli kimyasal tepkimeler sonucu
olusan karmasik karbon iskeletlerinden kaynaklanmaktadir (Sekil 1.1). Cesitli enzimler
tarafindan biyosentezi gerceklestirilen bu dogal bilesikler genellikle yiiksek molekiil
agirliklara sahip olup fazlaca oksijen atomu ve besten fazla H-bagi donorii igerirler. Bu,

istenen etkinlige ulagsmak i¢in yiiksek diizeyde biyo-yararlanima yol agar (John 2009).

W N
Aktinomisin D ﬁ )\)NW)D
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Sekil 1.1. Dogal kaynaklardan elde edilen bazi biyoaktif bilesiklerin kimyasal yapilar1 (Katz ve Baltz
2016).

Mikroorganizmalarin {rettigi dogal {irlinler, ilag kesifinde ve hastaliklarin
tedavisinde onemli bir rol oynamistir. 1940'larin baslarinda penisilinin gelismesine
kadar, cogu dogal iriin tiirevi ilaclar karasal bitkilerden elde edilirdi. Ancak, penisilinin
enfeksiyon tedavilerindeki basaris1 ve mikrobiyal sekonder metabolitlerin kimyasal
yapilarmin  daha kompleks ve ¢esitli olmasi, mikroorganizmalardan ilag kesfi
caligmalarinda 6nemli atilimlara neden olmustur. 1981 ile 2006 yillar1 arasindaki bilesik
kesiflerinde biyo-yararlanimi yiiksek ilaglarin ¢ogu mikrobiyal dogal iirlinlerden elde
edilmistir (Sung ve ark. 2017).

Bakterilerin ve mantarlarin sekonder metabolizmasi, farmasotik, tarimsal ve
beslenme uygulamalar1 ic¢in biiylikk potansiyele sahip zengin biyoaktif kimyasal
bilesiklerin kaynagidir. Giliniimiizde, anti-enfektifler alaninda, halihazirda medikal
kullanimda olan ilaclarin yaklasik % 701 sekonder metabolit kaynakli veya bunlarin
tirevleridir (Newman ve Cragg 2012). Yapisal olarak farkli biyoaktif madde kaynagi
olan karasal mikroorganizmalar; glikopeptidler, B-laktamlar, alkaloidler, makrolidler,
sefalosporinler, aminoglikozitler, tetrasiklinler ve diger bilesikler dahil olmak iizere

bir¢ok antibakteriyel ajanin kesfine 6nemli katkilar saglamistir.

Dogal bir iiriin olarak antibiyotikler gectigimiz ylizyillda kesfedilen ve
gelistirilen en basarili ilaglardir. Antibiyotiklerin tedavide ilk kez kullanimi Alexander
Fleming’in 1928 de penisilini tesadiifen kesfetmesinden sonraki yillara dayanir. 1940’11
yillarda {retilen penisilin, stafilokok ve streptokok enfeksiyonlarmin tedavisinde
kullanilmistir. Antibiyotik arastirmalar1 1943°de Selman Waksman ve arkadaglari
tarafindan, streptomisinin bulunmasiyla (Schatz ve Waksman 1944) hiz kazanmistir. O
yillarda streptomisin, tiiberkiiloz tedavisinde kullanilan etkili ilk antibiyotik olmus ve

Streptomyces cinsinin tipik bir tiirli olan Streptomyces griseus’dan elde edilmistir.
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Antibiyotikler, mikroorganizmalar tarafindan iiretilen ve diger organizmalarin
bliylimesini engellemek veya oldiirmek i¢in kullanilan dogal antimikrobiyal maddeler
olarak tanimlanir (Lancini ve ark. 1995). Antibiyotikler, esas olarak dogada toprak
bakterileri ve mantarlar tarafindan {iretilen sekonder metabolitler olup bu, organizmalara
habitatlarinda besin, su ve diger sinirlhi kaynaklar i¢in rekabet ettiklerinde avantaj saglar
(Williams ve ark. 1989, Angell ve ark. 2006). Antibiyotikler bakteriyostatik veya

bakterisidal olarak siniflandirilir.

Penisilinin kesfinden bu yana, 23.000’den fazla dogal {irlin karakterize
edilmistir. Dogal kaynaklardan elde edilen bu biyoaktif bilesiklerin, 16.500' antibiyotik
aktivitesine sahip olup, bunlarin 10.100 tanesi aktinomiset kokenlidir (Chin ve ark.
2006, Selvameenal ve ark. 2009). Bunlardan bazilar1 Cizelge 1.1°de gosterilmistir.
Aktinomisetlerin iirettigi bu genis spekturumlu bilesikler, giiniimiizde biyoteknoloji
alaninda, klinik ve endiistriyel uygulamalarda basarili bir sekilde kullanilmaktadirlar.
Diger taraftan, aktinomisetler, insanlar i¢in yeni antibiyotikler, antifungaller, antikanser
ajanlar veya bitki biiylimesini uyaran ve bitki hastaliklarina karsi direncin artirilmasi
icin kullanilan bazi sekonder metabolitlerin iiretimi i¢in biiylik potansiyele sahiptir

(Barka ve ark. 2016, Behie ve ark. 2017).

Cizelge 1.1. Aktinomisetler tarafindan tiretilen bazi biyoaktif ajanlar.

Organizma Biyoaktif Ajan Referans

Antimikrobiyal
Amycolatopsis orientalis Vankomisin (Brigham ve Pittenger 1956)
Streptomyces griseus Streptomisin (Schatz ve Waksman 1944)
Streptomyces mediterranei Rifamisin (Margalith ve Beretta 1960)
Streptomyces fradiae Neomisin (Dulmage 1951)
Streptomyces venezuelae Kloramfenikol (Omura ve ark. 1986)
Streptomyces avermitilis Avermektin (Burg ve ark. 1979)
Streptomyces aureofaciens Tetrasiklin (Darken ve ark. 1960)
Streptomyces rimosus Oksitetrasiklin (Rhodes 1984)
Streptomyces kanamyceticus Kanamisin (Umezawa 1957)

Antifungal

Streptomyces anulatus Aktinomisin (Waksman ve Woodruff 1940)
Streptomyces nodosus Amfoterisin B (Linke 1974)
Streptomyces griseus Kandisidin (Acker ve Lechevalier 1954)
Streptomyces spp. Karboksamisin (Hohman ve ark. 2009)
Streptomyces natalensis Natamisin (Struyk ve ark. 1958)
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Streptomyces humidus Fenilasetat (Hwang ve ark. 2001)

Streptomyces canus Rezistomisin (Zhang ve ark. 2013)

Streptomyces hygroscopicus Validamisin (Iwasa ve ark. 1970)

Antitiimor

Streptomyces peucetius Doksorubisin (Arcamone ve ark. 1969)

Streptomyces peucetius Daunorubisin (White ve Stroshane 1984)

Micromonospora spp. Tiokoralin (Baz ve ark. 1997)

Streptomyces spp. Borellidin (Vino ve Lokesh 2008)

Salinispora tropica Salinisporamid (Kwon ve ark. 2006)

Immiinosiipresan

Nocardia brasiliensis Brasilikardin (Komaki ve ark. 1999)

Streptomyces filipinensis Higromisin (Uyeda ve ark. 2001)

Streptomyces filipinensis Pentalenolakton (Uyeda ve ark. 2001)

Terapotik

Streptomyces spp. L_ Asparaginaz (Dejong 1972)

Streptomyces olivochromogenes L_ Glutaminaz (Balagurunathan ve ark. 2010)

Antiviral

Streptomyces antibioticus Arabinofuranosiladin (Farmer ve Suhaldonik 1972)

Streptomyces hygroscopicus Higromisin (Gonzales ve ark. 1978)

Streptomyces spp. Panosialins (Aoyagi ve ark. 1971)

Biyoherbisit

Streptomyces hygroscopicus Herbimisin (Omura ve ark. 1979)

Streptomyces prasinus Prasinons (Box ve ark. 1973)

Saccharopolyspora spinosa Spinosad (Waldron ve ark. 2001)

Klinik olarak diinyadaki insanlarin sagligi ve refahi i¢in olaganiistii katkilar
olan aktinomisetlerin en yetenekli olanlar1 Streptomyces cinsine ait olan tiirlerdir.
Streptomyces’lar hala en 6nemli dogal antibiyotik kaynagi olup tiim aktinobakteriyal
antibiyotiklerin  %80’inden sorumludur. Bu yetenekli mikroorganizma grubu
antibiyotiklerin yani sira, Cizelge 1.1°de de goriildiigii gibi herbisitler, antifungaller,
antitimor veya immiinbaskilayic1 ilaglar ve antihelmintik ajanlar gibi biyolojik
aktiviteleri olan ¢ok sayida sekonder metabolit iiretirler (Ilic ve ark. 2007, Manteca ve
Yagiie 2018 ). Gercekten de, son yillarda klinik kullanim i¢in onaylanan antibiyotik

iskeletlerinin cogu mikrobiyal dogal {irtinler olmustur (Thaker ve ark. 2013).

1940'larin  basinda penisilin, gramisidin, tirozidin ve streptomisin gibi
antibiyotiklerin kesfedilmesi antimikrobiyal tedavinin ihtiyaclarmi onemli derecede
karsilamaktaydi (Thaker ve ark. 2012). Fakat 21. yiizyilin baslarinda, antibiyotik

direncinin ortaya ¢ikmasi ile mikrobik hastaliklarin tedavisi gittikge karmasik bir hal
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ald1. Insan patojenlerinde endise verici bir sekilde artmaya devam eden antibiyotik
direnci, klinigin 6tesine gecerek ekolojik boyutlar1 korkung olan kiiresel bir sorun haline
gelmigtir (Gibson ve ark. 2015). Mevcut antibiyotiklerin cesitli enfeksiyonlarin
tedavilerinde ihtiyaglar1 karsilayamamasindan dolayi, bilinen diren¢ mekanizmalarindan
etkilenmeyen yeni antibiyotiklerin kesif ¢alismalari zorunlu hale gelmistir (Bush ve ark.

2011).

Antibiyotiklerin en belirgin 6zelligi, kimyasal ¢esitlilikte ve karmasik olmasidir.
Bu kimyasal ¢esitlilik, bir¢ok antibiyotikte ana yapi olarak islev goren peptid ve
poliketid omurgalar1 tarafindan saglanmaktadir. Bunu da, sirasiyla ribozomal olmayan
peptid sentetaz (NRPS) ve poliketid sentaz (PKS) enzim sistemleri yapmaktadir.
NRPS'ler ¢ogu tibbi degere sahip biyoaktif peptidlerin tiretimi i¢in olduk¢a Onemli
metabolik yolaklar1 sentezlemektedirler. Ribozom dis1 sentezlenen peptidlerin en
onemli antibiyotik iiyeleri; nokardisin gibi -laktamlar, daptomisin gibi siklik peptidler

ve vankomisin gibi glikopeptid antibiyotiklerdir (GPA) (Felnagle ve ark. 2008).

Aktinomisetler genis yelpazede biyolojik aktiviteye sahip dogal bilesiklerin
onemli kaynaklaridir. Bunlarin igerisinde GPA’lar, sahip olduklar1 kimyasal ¢esitlilikten
dolay1 klinik olarak kullanilan en Onemli antibiyotik siniflarindan biridir. GPA'lar,
NRPS'ler tarafindan sentezlenen ve nadir bulunan heptapeptidlerdir. Biyosentez
stirecinde peptid iskeletlerinin modifikasyonlar: glikopeptid antibiyotiklerine muazzam
bir segicilik ve islev saglar (Pinchman ve ark. 2013). Bu modifikasyonlar; amino asit
yan zincirlerinin hidroksilasyonu, aromatik yan zincirlerin sitokrom P450
monooksijenazlar ile c¢apraz baglanmasi, glikozilasyon, metilasyon, siilfasyon,
asetilasyon ve ayrica amino asit kalintilarinin aromatik yan zincirlerinin halojenasyonu

seklinde meydana gelir.

Farkli kaynaklardan rastgele taranan aktinomisetlerden elde edilen yeni
antibiyotik iskeletlerinin bulunma frekansi 10" ve 107 arasinda derecelendirilmistir.
Dogal fiireticiler tarafindan Streptotirisin 107, streptomisin 107, tetrasiklin ve
aktinomisin 10~ frekanslarinda iiretilmektedir (Baltz 2005). Bunun aksine, daha diisiik
frekanslarda (1.5><10‘6) iiretilen bir GPA iskeletini bulmak i¢in 150.000°den fazla
aktinomiset susunun taranmasi gerektigi ortaya konulmustur (Baltz 2005, Thaker ve

ark. 2013).



1. GIRIS

Yeni dogal triinlerin kesif calismalarinda, geleneksel tarama stratejileri daha
onceden tanimlanmis bilesiklerin tekrar bulunmasina yol actig1 i¢in yeni antibiyotiklerin
kesif siirecini sekteye ugratmistir. Aragtirmacilar, zaman ve verimden kaybettiren bu
yontemler yerine biyosentetik potansiyel ve cesitliligi daha kisa silirede ortaya ¢ikaran
genetik tarama stratejilerini benimsemiglerdir. Aktinomisetlerin biyoaktif dogal {iiriin
iiretme potansiyelleri onlarca yildan beri bilinmekle beraber, genom projelerinden
ortaya c¢ikan sonuclara gére muazzam yapisal gesitlilige sahip ¢ok sayida dogal iiriin
sentezleme yetenegi oldugu anlasilmistir (Bentley ve ark. 2002, Hornung ve ark. 2007).
Antibiyotik biyosentetik genleri genomda tipik olarak; biyosentez, modifikasyon ve
bazen direnclilik genlerini igeren kiimeler halinde bulunmaktadirlar. Bu nedenle, iiretim
potansiyeli yiiksek olan bakteri genomlarinin dogal iiriin biyosentez genlerinin genetik
olarak taranmasi yeni ilag kesfi calismalari i¢in son derece 6nemlidir (Cundliffe ve ark.

2010).

Calismamizda, lokal Streptomyces izolatlarinda yeni glikopeptid antibiyotikler
bulmak amaciyla PCR’a dayali genetik taramalar yapildi. Bunun i¢in GPA da dahil bazi
antibiyotiklerin biyosentez gen kiimelerinde bulunan P450 monooksijenaz genleri
(vankomisin benzeri gen kiimelerinde oxyC adini almaktadir) kullanildi. Bu genler GPA
antibiyotiklerinin smiflandirilmasinda 6nemi olan ve sekonder metabolitlerin evrimi

acisindan degerli genleridir.



Mehmet Ali OZCAN

2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Genel Bilgiler

2.1.1. Aktinomisetler

Aktinomisetler, Bacteria domaininde yer alan 18 ana soy arasinda en biiyiik
taksonomik birimden birini temsil eden Aktinobakteri subesine ait karmasik bir yasam
dongiisti ile karakterize olan filamentli bakterilerdir (Ventura ve ark. 2007).
Aktinobakteriler, toprak ve su ekosistemlerinde yaygin olarak bulunurlar (McCarthy ve
Williams 1992, Stach ve Bull 2005).

Aktinomisetler; tarimsal, endiistriyel ve farmasotik amaglar icin ¢ok degerli
sekonder metabolitleri ve enzimleri iretirler. Mikroorganizmalar tarafindan iiretilen
biyoaktif sekonder metabolitlerin, yaklagik 10.000 tanesinin aktinomisetler tarafindan
tiretildigi ve bu rakamin tiim biyoaktif mikrobiyal metabolitlerin % 4'iinii temsil ettigi

rapor edilmistir (Sekil 2.1, Berdy 2005).

5%

W Aktinobakteriler
B Proteobakteriler
m Siyanobakteriler
B Firmikutlar

m Verrukomikroplar

m Digerleri

Sekil 2.1. Mikroorganizmalardan elde edilen sekonder metabolitlerin oranlar1 (Berdy 2005)

16S rRNA genine dayali verilere gore, aktinomisetlerin 100'in {izerinde cinse
sahip oldugu tahmin edilmektedir. Bunlarin icerisinde tiir sayis1 ve yayilim agisindan en
yaygin olan ise Streptomyces cinsidir. Streptomyces tiirleri, yliksek ticari degeri olan
insan ve hayvan sagliginda ve tarimda onemli uygulamalara sahip biyolojik olarak aktif

bilesiklerin 6nemli bir kaynagini temsil etmektedir (Watve ve ark. 2001, Berdy 2005).
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2.1.2. Streptomyces Tiirlerinin Genel Ozellikleri

Streptomyces cinsi, Actinomycetales takiminin Streptomycetacea ailesine ait
Gram pozitif bakterilerdir. Isimlerini latince streptos (biikiilmiis) ve myces (misel)
olarak, morfolojisini filamentéz mantarlara benzer sekilde yansitan ve spor zincirlerine

ayrilan hava misellerinin burusmus seklinden alirlar.

Streptomyces ’lar, toprak mikrobiyal florasinin yaklasik % 10' unu temsil eden ve
900’den fazla tamimlanmus tiiri olan aerob bakterilerdir (Chater 2001, Janssen 2006).
Bu organizma gurubu hem karasal ortamlarda hem de sucul ortamlarda yaygin olarak
bulunmaktadir ve saprofit olup bir kismi bitki ve hayvanlarla parazitik iliski
icerisindedir (Sembiring ve Goodfellow 2008). Toprak ortaminda saprofitik hayata iyi
uyum saglarlar. Streptomyces’lar, ayn1 zamanda, 6lii veya ciirliyen organik maddelerin
ayrismasi i¢in, hiicre digina hidrolitik enzimler salgilarlar, bunlarin bazilari seliiloz, kitin
veya nisasta gibi karmagik polimerleri pargalarlar. Boylece, karbon dongiisii i¢in biiytlik

onem teskil ederler (Kieser ve ark. 2000).

Bakteriler arasinda Streptromyces tiirleri tipik olarak 8,7 Mbp (megabaz cifti) ile
11,9 Mbp araliginda olup, mikroplar igerisinde en biiyiik genomlara sahiptirler (Zhou ve
ark. 2012). Su ana kadar rapor edilen en kiiclik Streptomyces genomu 5.18 Mbp
uzunlugundaki S. somaliensis DSM 40738 susuna aittir (Kirby ve ark. 2012). Uzun bir
zaman diliminde sadece ii¢ Streptomyces tiirlinlin (S. coelicolor A3 (Bentley ve ark.
2002), S. avermitilis (Ikeda ve ark. 2003 ) ve S. griseus (Ohnishi ve ark. 2008) tam
genom dizisinin yayinlanmasindan sonra yeni nesil dizileme teknolojileriyle beraber
1800 den fazla Streptomyces tiirlinlin tim genom dizilimi yaymlanmigtir

(https://gold.jgi.doe.gov/projects ?setColumns=yes&Organism.Species=streptomyces ).

Streptomyces cinsi onemli bir biyoteknolojik grubu temsil etmekte olup cok
cesitli kimyasal yapilara ait bilesikler tretir. Tibbi ve tarimsal antibiyotiklerin licte
ikisini, ¢esitli antitiimor ajanlari, antifungalleri, apoptozis indiikleyicileri ve
inhibitorlerini ve bagka biyolojik aktiviteye sahip ¢ok sayida bilesik {iiretirler (Worrall
ve Vijgenboom 2010).

2.1.3. Streptomyces Tiirleri Tarafindan Sentezlenen Dogal Uriinler

Biiyiik bir endiistriyel O6neme sahip Streptomyces cinsi, antibiyotik {iireten

mikroorganizmalar arasindaki en biliyiik bakteriyel grup olup, genel mikrobiyal
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dretiminin % 75'inin kaynagidir. Sekil 2.2.°de  S. griseus tarafindan {iretilen
streptomisin, S. rimosus tarafindan iiretilen tetrasiklin, S. lincolnensis taratindan iiretilen
linkomisin ve S. ambofaciens tarafindan iiretilen spiramisin bunlar arasinda yer alan

birka¢ ornektir.
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Sekil 2.2. Streptomyces tarafindan iiretilen ¢esitli sekonder metabolitler

Antibiyotiklerin yaninda antikanser ilaglar, immiinosiipresanlar, herbisitler ve
bitki biiyiime diizenleyicileri de tretirler (Cizelge 1.1). Streptomyces’lar sekonder
metabolitlerin yani sira endiistriyel oneme sahip hidrolitik enzimler de {retirler

(Newman ve ark. 2003, Jimenez ve ark. 2005).

2.1.4. Bir dogal iiriin olarak sekonder metabolitler

[lk mikrobiyal fizyologlar, mikroorganizmalarin {iremelerinin logaritmik
fazinda, biiylime ve hiicre boliinmesi i¢in bir 6n kosul olarak hiicresel bilesenlerini hizla
cogalttiklar1 ve yogun metabolik faaliyete sahip olduklar1 fikrine sahiptiler. Bu
kavramin yanlishgm ilk fark eden dogal fiiriin kimyacilariydi. 1920-1930 yillarn
arasinda, organik kimyacilar, esasinda duragan fazdaki mantar kiiltiirlerinin, neredeyse

hi¢ bitmeyen karmasik organik bilesikler sentezledigini buldular. Bu molekiillerin
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kimyasal yapilar1 aydinlatildiginda, primer metabolizmada rol oynamadiklar1 ortaya
cikmistir. Primer metabolizma sonrasinda metabolik fonksiyonlara sahip olan bu
bilesiklere sekonder metabolit adi verilmistir (Hirano 1996). Savunma, farklilagsma,
diizenlenme, morfogenez, tasima, hiicresel haberlesme gibi olduk¢a genis kapsamda
gorevleri olan sekonder metabolitler, bakterilerin dogrudan liremeleri, ve gelismeleri
icin elzem olmayip, diger organizmalar ile etkilesimlerinde 6nemli ekolojik rol oynarlar

(Cannel 1998).

Okaryotik organizmalar ve bircok deniz ve karasal ortam genellikle farkli
mikrobiyal topluluklara ev sahipligi yapar. Bu topluluklarda cok sayida bakteri, arke,
tek hiicreli, mantar ve hatta viriislerin bulunmasi, farkli mikrobiyal tiirler arasindaki
Ozglin etkilesimlerin ve iletisimin evrilmesine yol acar. Bu c¢oklu organizmalarin
bulundugu ayni ortam etkilesimlerinde iiretilen sekonder metabolitler bu iletisimi
kolaylastirabilir, ayni zamanda mikroorganizmalarin habitatlarin1 rakiplerine karsi
savunmasina yardimci olan savunma molekiilleri olarak da hareket edebilir (Andersson

ve Hughes 2014).

Canli sistemlerdeki birgok biyolojik olayin gerceklesmesini saglayan sekonder
metabolitler diger bakterilere, mantarlara, amiplere, bitkilere ve boceklere karsi
kullanilan rekabetci silahlar olarak, metal tasima maddeleri olarak, mikroplar ve
bitkiler, nematodlar, bocekler ve daha yiiksek hayvanlar arasindaki simbiyoz ajanlari,
cinsel hormonlar ve farklilasma efektorleri olarak islev goriirler (Demain ve Fank

2000).

Sekonder metabolitler i¢cin bir doniim noktas1 olan 1928’deki penisilinin kesfi
ve penisilinin klinikteki basaris1 karasal mikroorganizmalarin sekonder bilesik
potansiyellerinin arastirilmasina zemin hazirlamistir. Penisilinin  kesfini takiben
antimikrobiyal (antibakteriyel, antifungal, antiprotozoal), antitimoér veya antiviral
aktivite gosteren bilesikler, aminoglikozid tetrasiklin ve poliketid igeren bilesikler

kesfedilmistir (Dewick 2002, Berdy 2005).

2.1.5. Dogal Uriin Biyosentezi; mega enzim sistemleri

Modern tibbin 6nemli unsurlarindan olan dogal iirlinler canli organizmalar
tarafindan ¢esitli biyosentez yolaklarindan meydana gelirler. Ribozom dis1 yolla
sentezlenen peptidler (NRP) ve poliketidler (PK), 6nemli biyolojik aktivitelere ve

farmakolojik 6zelliklere sahip dogal iirtinlerin genis iki farkli ailesini olustururlar (Cane

10
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ve ark. 1998). NRP'ler sadece mantarlardan ve bakterilerden sekonder metabolizma
sonucu meydana gelirken, poliketidler bitkiler tarafindan da sentezlenirler. Bu

bilesiklerin kimyasal yapilari ¢esitli ve biyoaktiviteleri genis kapsamlidir.

NRP ve PK’ler, farmakoloji endiistrisinde ¢ok dnemli ekonomik degere sahip
ilag grubunu olusturmaktadirlar (sekil 2.3 ve sekil 2.4) (Walsh 2007, Komaki ve ark.
2009). Dogrusal, halkasal veya dallanmis yapilara sahip NRP ve PK’ler, toksinler,
sideroforlar, pigmentler, antibiyotikler, sitostatikler, immiinbaskilayicilar ve
antifungallerin yani sira biyopestisit olarak da aktivite gosterebilirler (Kopp ve
Marahiel 2007). Bu olaganiistii farmakolojik 6éneme sahip bilesikler sirasiyla ribozomal
olmayan peptid sentetaz (NRPS) ve poliketid sentaz (PKS) adi verilen korunmus bir
tiotemplate mekanizmast ile modiiler enzim kompleksleri iizerinde sentezlenirler
(Walsh 2007). Bu multimodiiler enzim sistemleri lipopeptidler, sideroforlar ve
antimikrobiyal metabolitler dahil olmak tizere bir¢ok dogal bilesigin sentezinden
sorumlu dnemli sayida modiiler genin tanimlanmasina da olanak saglamistir. NRPS ve
PKS genetik mekanizmalar1 simdiye kadar 991 organizmadan 3,339 gen kiimesinin
kesfi ile toplam 2,699 genom {lizerinde incelenmiglerdir (Wang ve ark. 2014, Esmaeel

ve ark. 2018).
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Sekil 2.3. Giiniimiizde klinik uygulamalarda kullanilan NRP bilesikleri; bleomisin A (antitiimdr) ve
siklosporin A (immiinosiipresan) (Walsh 2007)
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Sekil 2.4. Klinik uygulamalarda kullanilan PK bilesikler; eritromisin (antifungal), FK-506(immiino-

supresan) (Rajgarhia ve Strohl 1997)

2.1.5.1. Ribozomal Olmayan Peptid Sentetazlar (NRPS)

NRPS’lar, karmasik biyoaktif makrosiklik peptidlerin sentezine aracilik eden

multimodiiler biyokatalizorlerdir (Finking ve Marahiel 2004, Grunewald ve Marahiel

2006). Ribozomal olmayan peptidler, protein yapisina giren amino asitlere ek olarak,

cogu kez biyoaktivite i¢in de Snemli olan ve proteinlerin yapisina girmeyen amino

asitleri igerirler. Bugiine kadar 422'den fazla monomerin NRPS enzimleri tarafindan

substrat olarak kullanildig1 bilinmektedir (Caboche ve ark. 2008).

12
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NRPS modiilleri, her bir peptidik {riine bir monomerik Onciiniin dahil
edilmesinden sorumlu olan megasentetazlarin tekrarlayan yapi taslaridir. Buna gore,
verilen bir biyosentetik kiime i¢cindeki NRPS modiillerinin siras1 ve 6zgiilligii, NRP’in
dizisini yansitir (Schwarzer ve ark. 2003, Sieber ve Marahiel 2005). Her bir NRPS

modiiliinde peptidik ara bilesiklerin uzamasini katalize eden ii¢ domain bulunur.

Bir modiil Sekil 2.5’te ki gibi adenilasyon (A), peptidil tasiyici protein (PCP),
kondensasyon (C) ve final modiiliinde tiyoesteraz (TE) olmak iizere dort temel
domainden olusur. TE domaini diger tekrar eden NRPS domainlerinin aksine, bir NRPS
iriin sentezinde sadece bir kez gorev alir. NRPS modiilleri, epimerizasyon (E),
metilasyon (M), N-formiilasyon (F) veya heterosiklizasyon (Cy) gibi substrat

modifikasyonlarini katalize eden yardimc1 domainler de igerebilirler (Walsh, 2007).

2.1.6. Glikopeptid Antibiyotikler (GPA)

Aktinobakterilerden elde edilen ilk iki glikopeptid antibiyotik vankomisin ve
ristosetin, 1950’lerin ortalarinda sirasiyla, Amycolatopsis orientalis ve Amycolatopsis
lurida'da kesfedildi (Levine 2006, Butler ve ark. 2014). Vankomisin, 1958'de klinikte
kullanilmak tizere onaylanmis olmasina ragmen kimyasal yapisi, ilk kullanimindan 27
yil sonra aydmlatildi (Harris ve Harris 1982). Bu iki GPA o6zellikle Gram-pozitif
enfeksiyonlar1 tedavi etmek icin klinikte biiylik 6nem arz ettiler. Bununla birlikte,
ristosetin, daha sonra bazi hastalarda kan trombosit sayilarinin azalmasina

(trombositopeni) yol actig1 i¢in piyasadan kaldirildi (Jenkins ve ark. 1974).

Eyliil 2009'da ilk yeni nesil yar1 sentetik glikopeptid olan telavansin piyasaya
stiriilmiistiir. Diger yar1 sentetik GPA’lar olan dalbavansin ve oritavansin ise 2014
yilinda ilag olarak onaylanmistir (Butler ve ark. 2014). Avoparsin kompleksi, 1980'lerde
hayvanlarda bir biliyiime promotoru olarak kullanildi. Ancak, ilag direncinin transferi
endisesi, Ozellikle vankomisine direngli enterokoklarin (VRE) ortaya ¢ikmasiyla

diinyadaki birgok tilkede kullanim1 durdurulmustur (Phillips 2007).

GPA’lar genellikle glikolize olan ve bazen yag asidi yan zincirleri igeren
benzersiz trisiklik veya tetrasiklik heptapeptid cekirdeklerine sahip antibiyotiklerdir
(Rossolini ve 2014).

13
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Sekil 2.5. NRPS enzim sisteminin sematik gosterimi (Walsh 2007).

Vankomisin, 6zellikle metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA) ve
anaerob  Clostridium difficile gibi Gram-pozitif patojenlerin neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde onemli bir role sahiptir (Venugopal ve Johnson 2012,
Anstead ve ark. 2014). GPA'lar, aynm1 zamanda, diger antibiyotik siniflarina dogal
direngliligi olan ve yatay gen transferi veya mutasyon yoluyla kolayca direng
kazanabilen Enterococcus faecalis ve Enterococcus faecium'un neden oldugu
enfeksiyonlar1 tedavi etmek i¢in de kullanilmaktadir. Yakin zamanda bulasici hastalik
Oliimlerinin 6nemli bir nedeni olarak ortaya ¢ikan agir C. difficile enfeksiyonlarinin
tedavisinde de oral yoldan vankomisin kullanimi giderek artmaktadir (Rossolini ve

2014).

Dogal olarak tiretilen bir diger 6nemli glikopeptid antibiyotik teikoplanin, 1978
yilinda Actinoplanes teichomyceticus' tan izole edilmis olup, ristosetine benzer bir
lipoglikopeptid antibiyotiktir (Barna ve ark. 1984). Teikoplanin, 1998'de Avrupa'da
klinikte onaylanmis olup, giiniimiizde bir¢ok iilkede kullanilmaktadir. Ancak, Amerika
Birlesik Devletleri'nde kullanimi i¢in onay verilmemistir. Teikoplanin, Lepitit
Arastirma Merkezi'nde (Milano, Italya) kesfedilmis ve benzer enfeksiyonlar1 tedavi

etmek icin glinimiizde hala kullanilmaktadir. Teikoplanin, glukozamin sekerine bagl

14
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bir yag asidi zincirine sahip bir lipoglikopeptidtir. Hiicre duvarinin D-Ala-D-Ala
parcasina baglanarak (Sekil 2.6) hiicre duvar1 biyosentezini inhibe eder. Teikoplaninin
lipofilik kismi, membrana tutunan 6zellikler kazandirir. Genel olarak, vankomisin ve
teikoplanin antibiyotikleri benzer bir toksisite ve aktivite profiline sahiptirler (Svetitsky

ve ark. 2009).

HONH2
ol Vankomisin
i OH
oS Lo o
c| OH

T
N
\‘A'\\o N-Ac-D-Ala-D-Ala

Sekil 2.6. Vankomisin ve Lipid II'nin D-Ala-D-Ala bileseni arasindaki hidrojen bagi etkilesimi
(Blaskovich ve ark. 2018)

2.1.6.1. GPA Biyosentezi

Glikopeptidler, NRPS enzim sistemiyle iiretilen heptapeptidlerdir. Biitiin
glikopeptidlerde goriilen ortak c¢ekirdek yapi, seker artiklari, klor atomlar1 ve lipit
zincirleri gibi farkli kisimlarla yogun oksidatif ¢apraz baglama ve modifiye edilmis
aromatik amino asitleri iceren bir heptapeptid iskeletidir. Lancini (1989) glikopeptid
antibiyotiklerin NRPS sistemlerinde 1. ve 3. modiillerdeki A domeinlerinin segtikleri
amino asit substratlarinin tipine gére GPA’lar1 dort ayr1 yapisal alt smifa (I-IV) ayirdi.
Bu gruplar daha sonra Nicolaou ve ark. (1999) tarafindan giincellendi. Vankomisin gibi
glikopeptidler heptapeptid yapilarinda 1. modiilde valin, 3. modiilde asparajin amino
asitlerini icerdiginden, I. tip GPA olarak adlandirilirlar. b-avoparsin antibiyotigi NRPS
sisteminin 1. ve 3. modiillerdeki A domeinlerin her ikisi de glutamin aino asidini

icerdiginden II. tip GPA olarak adlandirilirlar. III. tip GPA’lar 1. modiilde hidrofenil
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glisin, 3. modiilde ise dihidrofenil glsin amino asitlerini igerirler. Teikoplanin gibi IV.
tip GPA’lar yapilarindaki amino sekerlere bagl ek bir yag asidi bilesenini igeren III. tip
GPA’larn bir alt sinifidir. Nicolaou ve arkadaglar1 ayrica heptapeptid ¢ekirdeginde bir
fenil grubunun yerine bir triptofan igeren komplestatin gibi V tip bir glikopeptid
aglikonunu da belirlemistir (Sekil 2.7).

V. Tip GPA Komplestatin

Sekil 2.7. GPA bilesikleri ve Lancini tarafindan tanimlanan yapisal siniflart (Lancini 1989)
Sekil 2.7 de goriilen glikopeptid yapilarindaki aromatik halkalar arasinda olusan

capraz baglantilar ve halojenli heptapeptid omurgasi, bu antibiyotik smifinin antimikrobiyal
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aktivitesi i¢in Onemlidir. Sekil 2.8’de goriilen vankomisin biyosentezindeki peptid
omurgasi, 3 tane NRPS alt birim (VpsA, VpsB, VpsC) ve 7 modiilden olusur (Wohlleben
ve ark. 2009). Vankomisin, balhimisin ve kloroeremomisin dahil olmak iizere bir¢ok
glikopeptid antibiyotigi aromatik yan zincirlerinde klor atomlar1 baglayan halojenaz
enzimleriyle modifiye edilirler. Bu modifikasyon Staphylococcus aureus'a Karsi
antimikrobiyal aktivite deneylerinde D-Ala-D—Ala hiicre duvart hedefine baglanma

afinitesini arttirir (Pinchman ve Boger 2013).

[ VpsA > [ VpsB > VpsC
Modiil 1 Modiil 2 Modiil 3 Modiil 4 Modiil 5 Modiil 6 Modiil 7

@ » oo WE B ~» pco WM » rcp
OH
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< fon 1@ {53 &Oﬂ@f % ’j\
HN_H OH HN OH
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C-O-D bagi (OxyB)
D-O-E bagi (OxyA)
A-B bagi (OxyC)

Sekil 2.8. Vankomisin biyosentezinin sematik gosterimi

Son yillarda bir ¢gok GPA biyosentetik gen kiimesi tanimlanmis ve karakterize
edilmis olup, bunlarmn yaris1 son birkag yilda rapor edilmistir (Cizelge 2.1). Ozellikle
yeni nesil dizileme teknolojileri sayesinde; balhimisin, vankomisin, dalbavansinin
Onctisii olan A40926, teikoplanin ve pekiskomisin (Sekil 2.9) gibi bir¢ok glikopeptid

antibiyotiginin biyosentetik gen kiimeleri tanimlanmistir (Yim ve ark. 2014).

Cizelge 2.1. GPA fiireten suglarin biyosentez gen kiimeleri (BGC) ve genomlari. r.p: rapor edilmemis
(Marcone ve ark. 2018).

GPA Uretici organizma Biyosentetik Acik okuma
gen kiimesi cercevesi (ORF),
BCG) BGC uzunlugu
Vankomisin A.orientalis van 29 OREF, 64 kb
(Telavansin dnciisii)
Teikoplanin Actinoplanes teichomyceticus tei 49 ORF, 89 kb
Kloroeremomisin A.orientalis cep 39 ORF, 72 kb

(Oritavansin Onciisii)

A40926 Nonomura eagerenzanensis dbv 37 ORF, 71 kb
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(Dalbavansin Onclisii)
Balhimisin Amycolatopsis balhimycina bal 360RF, 66 kb
A47934 Streptomyces toyocaensis sta 340RF, 68 kb
Komplestatin Streptomyces lavendulae com 16 ORF, 48.7kb
Ristosetin Amycolatopsis lurida ris 39 ORF, 79 kb
Avoparsin Amycolatopsis coloradensis r.p r.p
Norvankomisin Amycolatopsis orientalis r.p 30 ORF
CPCC200066
Kistamisin Nonomuraea ATCC 55076 kis 24 ORF
Pekiskomisin Streptomyces sp. WAC1420 Pek 42 ORF, 86 kb
UK-68,597 Actinoplanes sp. ATCC 53533 auk 46 ORF, 81kb
NS B 66 ARONIEROL] » S P P PPPPPPPPP Y DaPed P S
@I ID e ) e ) — ) PPIPDO DD PN B

Modiil 1 Modil2 Modil3  Modil4 Modil5 Modiil 6 Modil 7

c e
00’9900 ©.P° 000:09,.%¢
Ala b" u

HPG HPG Bht DHPG
=) Direnc " Metilasyon w) Monooksijenaz > Glikozil tranzferaz
®) Regiilsyon Transport =) Halojenaz w) Siilfasyon
wh NRPS » Try Sentezi =) DPC zentezi . Digerleri

Sekil 2.9. Pekiskomisin biyosentez gen kiimesinde yer alan biyosentez ve modifikasyon genleri
ve NRPS genlerinin modiiler organizasyonu (Thaker ve ark. 2013)

Sitokrom P450 monooksijenaz enzimleri, bircok yasam formunda, cesitli
oksidatif doniisiim mekanizmalarindan sorumlu olan ¢ok biiytik bir oksidatif hemprotein
ailesini olustururlar (Coon 2005). Bunlar; bakteriler, mantarlar, omurgali, omurgasiz
hayvanlar ve memelilerde bulunur. CYP’ler, NRP ve PK bilesiklerinin ¢ogunda
bulunurlar. Bu reaksiyonlara tipik olarak fizyolojik ve ksenobiyotik bilesiklerin
modifikasyonu ve cesitli biyoaktif bilesiklerin (steroidler, antibiyotikler, sinyal

molekiilleri) biyosentezi dahildir.

GPA’lar kimyasal olarak sasirtic1 derecede karmasik yapilara sahip olup, yiiksek
miktarda capraz baglanmalar olustururlar. Heptapeptit omurgalarinda bulunan aromatik
amino asitlerin yan zincirleri arasinda {i¢ veya dort biaril ve biaril-eter c¢apraz
baglantilarina sahiptirler (Buttler ve ark. 2014). Bu c¢apraz baglantilar, GPA
aglikonlarimin karakteristik iic boyutlu fincan seklini almalarma yol agar. Bu yap:

aktiviteleri i¢in 6nemlidir, zira bes hidrojen bag donoriiyle Sekil 2.7°de goriildiigi gibi,
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Gram pozitif bakterilerin hiicre duvarina baglanarak bakteri biiyiimesini engeller

(Schneider ve Sahl 2010, Yim ve ark. 2014).

Sitokrom P450 monooksigenazlarin sayisi farkli GPA'larda degisebilmektedir.
Vankomisin tipi glikopeptidlerin gen kiimelerinde, aromatik halkalar arasindaki ¢apraz
baglantilardan sorumlu dort monooksijenaz (oxyA, oxyB, oxyC ve OxyD) varken,
teikoplanin tipi antibiyotiklerin gen kiimelerinde ek bir monooksigenaz geni olan oxyE
vardir. Komplestatin antibiyotiginde ise sadece 2 farkli monoksijenaz geni (OxyA,
OxyB) vardir (Sekil 2.7, 2.10). Gen inaktivasyon calismalar1 sayesinde bu P450
monooksijenaz enzimlerinin, hem balhimisin (vankomisin benzeri, Tip I) hem de
teikoplanin (Tip IV) tipi GPA’larda, aromatik halkalar arasindaki g¢apraz baglar
olusturarak bilesigin siki bir siklizasyona ugradigini ortaya ¢ikarmistir (Hadatsch 2007).
Balhimisin i¢in, olusturulacak ilk halka sisteminin OxyB tarafindan katalize edilen C-O-
D diaril eter halkas1 (C-O-C bag1), sonrasinda OxyA’nin D-O-E diaril eter halkasini (C-
O-C bag) katalizledigi, Sekil 2.10°daki OxyD’nin vankomisin aglikonunda C-O-H
bagini katalizler. Ve son olarak da biaril A-B halkasinin (C-C) OxyC tarafindan kataliz
edildigi gosterilmistir (Sekil 2.10). Teikoplanin benzeri bir GPA olan A47934 bilesigi
icin de benzer deneyler gergeklestirildi. Bu bilesikte ise bunlara ek olarak F-O-G
halkasinin OxyE enzimi tarafindan katalizlendigi rapor edildi. Ayrica, bu sonuglar
sitokrom P450 monooksijenazlarin NRPS sistemi ile yakin etkilesim i¢inde calistigini
gostermistir (Bischoff ve ark. 2001, Bischoff ve ark. 2005). Sekil 2.10°da gorildiigii
gibi monooksijenaz B (OxyB) ve monooksijenaz A (OxyA), 4-hidroksifenilglisin
(Hpg4) / 6-hidroksifenilglikolat (Bht6) gibi proteogenik olmayan amino asit
halkalarinin arasinda diaril eterler (C-O-C baglar1) olustururken, OxyC, Hpg5d ve
dihidrooksifenilglisin (Dpg7) gibi amino asitlerin arasindaki C-C baglarin1 olusturur

(Stegman ve ark. 2006, Cryle ve ark. 2011).

2.1.7. Antibiyotik Direncliligi

Antibiyotiklerin tedavi amacgli olarak asir1 miktarda ve gelisigiizel kullanimi
bircok bakteri tiiriiniin gliniimiizde mevcut antimikrobiyallerin ¢oguna kars1 direnglilik
gelistirmesine yol agmistir. Bundan dolayi, bakteriyel enfeksiyonlar diinya ¢apinda halk
saglhigmi ciddi bir sekilde tehdit etmektedir. Ozellikle hastane enfeksiyonlarinda,

Enterococcus faecalis’den Staphylococcus aureus’a kadar bir¢ok patojenik bakterinin
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giincel olarak kullanilan tiim antibiyotiklere karsi direng gelistirdigi rapor edilmistir

(ikeda ve ark. 2003).

o
@B HO 0 ° “
o @ O = HO Oa ol
HOL, a OxyD NH O J, _/? H -+

2 v P N HN ﬁ AN N j\' g%
u »N NH N NH I (o] Ov o 0 v NH,
HN o o aNH J o
o o Y HO (o — 0
b HO
HO 0" "NH, S .
) HO (]
A OH OH
HO OM OH o OH

Vancomycin OH : :
y ON OH Teicoplanin

Sekil 2.10. Monooksijenaz enzimlerinin GPA aglikonlarinda olusturdugu baglantilar. OxyB; C-O-D,
OxyA; D-O-E, OxyC; A-B,OxyE; F-O-G, OxyD; C-O-H (Peschke ve ark. 2016)

Diinya Saglik Orgiitii’niin 2008 verilerine gore 9.200.000 hastadan 1.700.000’i
tiilberkiilozdan O6lmektedir. 2011 yilinda Almanya’da E. coli ile enfekte olmus
sebzelerden etkilenen 5000 kisinin 50’sinden fazlasi bu enfeksiyonlardan dolay:
hayatin1 kaybetmistir (Bush ve ark. 2011). Amerika Birlesik Devletleri’nde
karbapenemaz iireticisi Klebsiella pneumonia’nin yaygin hastane enfesiyonlarina neden
oldugu rapor edilmistir (Bartlett ve ark. 2013). Yine Birlesik Devletler’de her yil
yaklagik 19.000 Sliimiin metisilin direngli Staphylococcus aureus (MRSA) kaynakl
oldugu tahmin edilmektedir (Klevens ve ark. 2007). Diinya Saglik Orgiitii'niin (WHO)
2011 yilinda yaptig1 agiklama dogrultusunda, Avrupa genelinde her yil 25.000 kisinin
direngli mikroorganizmalardan kaynaklanan enfeksiyonlar sonucu o&ldigi rapor
edilmistir. Amerika Birlesik Devletleri’nde kan kiiltiirlerinden {igiincli olarak en fazla

izole edilen mikroplar Candida tirleridir (https://www.cdc.gov/drugresistance/us-

activities/national-strategy.html ). 1980'lerin sonlarinda, glikopeptit antibiyotiklerine

kars1 gelisen direncin enterokoklar ve daha sonra stafilokoklar arasinda ortaya ¢ikmast,
bu antibiyotiklere bagimli olan klinik topluluga ¢ok ciddi problemler yaratmistir (Binda
ve ark. 2014).

Aktinomisetler tarafindan tretilen GPA’lar, yarim yilizyil1 askin bir siiredir,
bakteriyel enfeksiyonlara kars1 miicadelede yogun olarak kullanilmaktadir. Piyasada

kullanilan GPA'larmn sinirlt sayida olmasi ve bugiin hala MRSA ve penisiline direngli S.

20


https://www.cdc.gov/drugresistance/us-activities/national-strategy.html
https://www.cdc.gov/drugresistance/us-activities/national-strategy.html

Mehmet Ali OZCAN

pneumoniae enfeksiyonlarinin ilk tedavi segeneklerinden biri olmaya devam etmesi
sebebiyle, GPA'lar klinik olarak kullanilan en Onemli antibiyotik smifi olma
ozelliklerini korumaktadir. Ancak, mevcutta kullanllan GPA'lara kars1 direngli
enterokoklarin ve stafilokoklarin ortaya ¢ikmasi, bu alanda yeni glikopeptid

bilesiklerinin kesfedilmesi i¢in ihtiya¢ olusturmaktadir.

Vankomisinin klinik basaris1 ve diger antibakteriyel ajanlara kiyasla GPA
direncinin ge¢ ortaya c¢ikmasi sebebiyle, yeni GPA'larin kesfine odaklanilmistir. Bu
nedenle, 1982'den 1996'ya kadar olan donemde tanimlanan yeni glikopeptidlerin
sayisinda ciddi bir artis gbzlenmistir. (Yao ve Crandall 1994). Bu gelismelere ragmen,
1990'1ardan simdiye kadar ¢ok az sayida yeni glikopeptid dogal iiriin kesfedildigi i¢in,
bilinenlerin analoglarinin yari-sentetik olarak veya genetik manipiilasyonlarla iiretilme

yoluna gidilmistir. (Thaker ve ark. 2013).

2.1.8. Yeni Antibiyotiklerin Tarama Yontemleri

Yeni biyoaktif bilesiklerin taranmasinda ii¢ temel yaklasim vardir. Bunlardan ilki
organizmanin se¢imi, ikincisi kiiltiir metotlariin ¢esitliligi, ticlinciisii ise bilesiklerin farkli
tarama yoOntemleriyle ortaya konulmasidir. Genel olarak dogal iiriin tarama stratejileri
geleneksel ve yeni yontemler olmak iizere iki temel simifa ayrilmaktadir (Sekil 2.11).
Geleneksel yontemler biyolojik aktivite temelli olup, organik ekstraktlardan analitik
yontemlerle biyoaktif bilesiklerin izolasyonu ve karakterizasyonu prensibine dayanan

kimyasal taramalardir.

Biyoaktif dogal bilesiklerin biyosentez ve modifikasyonu ile baglantili genlerin
PCR ile taranmas1 aktinomisetlerin biyosentetik potansiyellerini ortaya ¢ikarmak icin
kullanilan yeni bir yaklagimdir. Bakteri genomlarinda, 6zellikle dejenere PCR primerleri
ile NRPS ve PKS gen dizilerinin taranarak mikroorganizmalarin genetik potansiyellerin
ortaya c¢ikarilmasi biyoaktif metabolitlerin molekiiler diizeyde tespiti i¢in kullanilan giincel
yontemlerdendir. Bu strateji 6zellikle tiim genom dizilimi mevcut olmayan izolatlarin dogal
iirlin biyosentez potansiyellerinin belirlenmesinde oldukga kullanigli bir yontemdir (Shen ve
ark. 2006, Donadio ve ark. 2007). Son yillarda genetik tarama stratejileri yardimiyla
GPA’larin biyosentetik gen kiimelerinde bulunan direnclilik, regiilasyon, transport ve
modifikasyon genlerinin taranmasiyla yeni bir GPA olan pekiskomisin antibiyotigi

kesfedilmistir (Thaker ve ark. 2013).
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Sekil 2.11. Dogal iiriinlerin kesfinde kullanilan tarama yontemleri

2.2. Onceki Calismalar

Sekonder metabolit biyosentezi ile iligkili genlerin PCR ile taranmasi
aktinomisetlerin biyosentetik potansiyellerini ortaya ¢ikarmak i¢in kullanilan yeni bir

yaklagimdir.

NRPS ve PKS genleri simdiye kadar aktinomisetlerden izole edilen biyoaktif
metabolitlerin  ¢ogunlugunun yapisim1  olusturmaktadirlar. Savic ve Vasilevic
aktinomisetlerin PKS-I genlerini hedef alarak dizayn ettikleri dejenere primerler
yardimiyla iki yeni PKS genini tespit ederek bu genlerin immiinbaskilayici benzeri bir

metabolitin biyosentezinde gorevli oldugunu bulmuslardir (Savic ve Vasilevic 2006).

Ozakin ve arkadaslarmin yaptiklar1 bir ¢alismada NRPS A domainlerini hedef
alan dejenere primerler kullanarak 26 tane toprak aktinomiset taranmis ve tim
izloatlarda NRPS varlig1 tespit edilmistir. Yapilan Blastx analizlerine gére NRPS A
domainlerinin GenBank’taki en yakin akrabalarina %70’ten daha az bir benzerlik
gosterdigini ve, bitki rizosferleriyle iligkili aktinomisetlerin NRPS sistemlerindeki A
domainlerinin biiyiik genetik cesitlilige sahip olduklarimi ortaya koymuslardir (Ozakin
ve ark. 2014).

GPA'lar, NRPS'ler tarafindan sentezlenen nadir bulunan heptapeptitlerdir. GPA
biyosentezinde peptid iskeletlerinin modifikasyonlar1 glikopeptid antibiyotiklerine

muazzam bir segicilik ve islev saglar (Pinchman ve ark. 2013). Bu modifikasyonlar
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sirasinda, amino asit yan zincirlerinin hidroksilasyonu, aromatik yan zincirlerin
monooksijenazlar ile c¢apraz baglanmasi, glikozilasyon, metilasyon, siilfasyon,
asetilasyon ve ayrica amino asit kalintilarinin aromatik yan zincirlerinin halojenasyonu

meydana gelir (Yim ve ark. 2014).

Wood ve arkadaslar1 potansiyel olarak bir glikopeptid antibiyotik {ireticisi olan
Amycolatopsis sp. UM16 susunun genomunda, dejenere primerler yardimiyla GPA
iskeletindeki aromatik halkalarin oksidasyonunu yapan ve evrimsel agidan korunmus
monooksigenaz B (oxyB) genini elde etmislerdir. Bu ¢alisma ile izolatin bir glikopeptid

iiretme potansiyeline sahip oldugunu kanitladilar (Wood ve ark. 2006).

Banik ve Brady (2008), yeni GPA’lar bulmak amaciyla farkli toprak
orneklerinden elde ettikleri DNA’lar1 dejenere PCR primerleri kullanarak monoksijenaz
C (oxyC) genleri agisindan taradilar. Yapilan ¢alisma sonucunda vankomisin ve bir

teikoplanin konjeneri tespit ettiler.

Halojenizasyon, glikopeptid modifikasyonun oOnemli bir Ornegidir. Klor
atomlarmin varhigmin GPA'larin  etki ve oOzgiinliigiine katkida bulundugu iyi
bilinmektedir (Gerhard ve ark. 1993, Pinchman ve ark. 2013). Halojenaz genleri
evrimsel siirecte korundugu i¢in birbirinden farklt GPA'larin ayirt edilmesinde 6nemli
rol oynamaktadir. Bu alanda yapilan bir ¢alismada, rastgele segilen 550 aktinomiset
izolati, GPA antibiyotik biyosentez kiimesindeki FADH,'ye bagimli halojenaz genleri
acisindan taranmistir. 103 yeni piitatif halojenaz geni tespit edilen bu calismada,
genlerin simdiye kadar bulunmus olan halojenaz genleri ile filogenetik olarak %10 ile

%100 arasinda benzerlik gosterdigi bulunmustur (Hornung ve ark. 2007).

Antibiyotik arastirmalarinda yeni glikopeptidlerin kesfi diger dogal iiriinler ile
karsilastirildiginda oldukca diistiktiir. Yeni glikopeptid antibiyotik taramalarinin
yapildig1 bir ¢aligmada, Thaker ve arkadaslar1 (2013) kendi kiitiiphanelerinde bulunan
aktinomisetlerden rastgele 1000 aktinomiseti segerek, bunlarin genomlarinda korunmus
olan GPA modifikasyon, transport ve direnglilik genlerinin PCR temelli taranmasi
sonucunda yeni bir glikopeptid antibiyotigi olan pekiskomisin gen kiimesini tespit

etmislerdir (Thaker ve ark. 2013).

Verilen bilgiler 1s1¢inda, bu calismada, daha Once izolasyonu ve teshisi
gerceklestirilmis olan Streptomyces izolatlarinda (Yilmaz ve ark., 2008) yeni GPA’lar

bulmak amaciyla bu bilesiklerin modifikasyonundan sorumlu P450 monooksijenaz
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genlerinden oxyC geni PCR-temelli yaklasim ile tarandi. Elde edilen monooksijenaz

genleri filogenetik olarak incelendi.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan Biyolojik Materyaller

Vankomisin direnci ve monooksijenaz genleri esas alinarak yeni glikopeptid

antibiyotiklerinin (GPA) bulunmasi amaciyla yapilan g¢alismada; 3 farkli endemik

bitkinin kok cevresi topraklarindan daha once izolasyonlar1 ve molekiiler teshisleri

yapilmis olan (Yilmaz ve ark. 2008) olan 40 adet Streptomyces izolatinda genetik

tarama yapildi (Cizelge 3.1).

Transformasyon deneylerinde E. coli DH50. kompetent hiicre olarak kullanildi.

Cizelge 3.1. Biyolojik materyal olarak kullanilan Streptomyces izolatlari

1 Streptomyces sp. AAS0 21 | Streptomyces sp. BAH46
2 | Streptomyces sp. AAS3 22 | Streptomyces sp. BRS7
3 | Streptomyces sp. AR2 23 | Streptomyces sp. BS29
4 | Streptomyces sp. AR3 24 | Streptomyces sp. BS32
5 | Streptomyces sp. AR4 25 | Streptomyces sp. BS39
6 | Streptomyces sp. AR9 26 | Streptomyces sp. BS40
7 | Streptomyces sp. AR12 27 | Streptomyces sp. BS44
8 | Streptomyces sp. AR17 28 | Streptomyces sp. BSH50
9 | Streptomyces sp. AAH67 29 | Streptomyces sp. CA16
10 | Streptomyces sp. AS28 30 | Streptomyces sp. CA17
11 | Streptomyces sp. AS29 31 | Streptomyces sp. CA18
12 | Streptomyces sp. AS31 32 | Streptomyces sp. CA19
13 | Streptomyces sp. AS36 33 | Streptomyces sp. CA21
14 | Streptomyces sp. AS37 34 | Streptomyces sp. CA28
15 | Streptomyces sp. AS40 35 | Streptomyces sp. CAH29
16 | Streptomyces sp. ASH47 36 | Streptomyces sp. CAH33
17 | Streptomyces sp. BA1 37 | Streptomyces sp. CS38
18 | Streptomyces sp. BA2 38 | Streptomyces sp. CS41
19 | Streptomyces sp. BA3 39 | Streptomyces sp. CS42
20 | Streptomyces sp. BAS 40 | Streptomyces sp. CS43

3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

3.1.2.1. Antibiyotikler

Streptomyces izolatlarinin GPA direngliligini belirlemek icin vankomisin

(Roche) kullanild.
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Ampisilin (Roche) ise rekombinant hiicrelerin se¢iminde kullanildi.

3.1.2.2. DNA’larin Goriintiilenmesinde Kullanilan Kimyasallar

Agaroz jel elektroforezi deneylerinde; Agaroz (AppliChem), DNA marker
(Roche), brom fenol blue (Fermentase), etidyum bromiir (AppliChem) kullanildi.

3.1.2.3. Besiyerleri i¢in Kullamlan Kimyasallar

Agar (Sigma Aldrich), siikroz (Merck), malt oziti (Merck), maya oOziitii
(Oxoid), glukoz (Merck), tripton (Difco), triptik soy broth (TSB), nutrient agar (NA)
kullanilda.

3.1.2.4. Transformasyon Calismalarinda Kullanilan Kimyasallar

X-Gal (5-Bromo-4-kloro-3-indolil B-D-galaktosit) (Roche), B-galaktosidaz i¢in
kromojenik bir substrattir ve bu kimyasalin mavi/beyaz seleksiyonu transformasyon
caligmalarinda kullanildi. Liyofilize halindeki 100 mg X-Gal, 2 ml DMF igerisinde
¢oziildi. Stok ¢ozelti -20 °C* de muhafaza edildi.

IPTG (Isopropyl-B-D-thiogalactoside) (Roche), Stok ¢ozelti 100 mM olacak
sekilde 23.83 mg 1 ml suda ¢oziilerek filtre (Sartorious 0.2 um) yoluyla steril edilip -
20°C’de saklandu.

3.1.2.5. Diger Kimyasallar

Etilen diamin tetra asetikasit (EDTA) (AppliChem), tris-baz (Merck), sodyum
asetat, gliserol (Merck), kalsiyum kloriir (Merck), etil alkol (Merck), sodyum asetat,
magnezyum kloriir, sodium dodecylsulfate (SDS) (Merck), glisin (Sigma),
dimetilformamid (DMF) kullanild1.

3.1.3. Besiyerleri

M2 besiyeri

4 g maya oziitii, 3 g glukoz ve 10 g malt 6ziitli tartilarak final hacmi musluk
suyu ile 1 litreye tamamlandi ve 15 dk boyunca 121°C’de 1.2 atm basing altinda otoklav
ile sterilizasyon gerceklestirildi. M2 agar hazirlamak icin sivi M2 besiyerine 15 g agar

eklendikten sonra sterilizasyon islemi tekrarlandi.
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Triptik Soya Agar (TSA)

Hazirlanan 1 litre TSB igerisine 15 g agar eklendikten sonra 15 dk boyunca
121°C’de 1.2 atm basing altinda otoklav ile sterilizasyon ger¢eklestirildi. Sterilizasyon
isleminden sonra besiyeri sogutularak (yaklagik 45 °C) final hacmi 10ug/ml olacak

sekilde vankomisin eklendi.
Triptik Soya Broth (TSB)

Kromozomal DNA izolasyonu i¢in bakterilerin 6n inkiibasyonunda kullanildi.
Final hacim 1 L olacak sekilde 30 g TSB iizerine saf su eklendi. Daha sonra 15 dk
boyunca 121°C’de 1.2 atm basing altinda otoklav ile sterilizasyon gergeklestirildi.

Maya 6ziitii-Malt oziitii (YEME)

TSB ile birlikte DNA izolasyonu i¢in zengin besiyeri olarak bakterilerin
tretilmesi i¢in kullanildi. Malt ve maya oOziitiinden 3’er gr, pepton (Bacto) 5 g,
glukozdan 10 g ve siikrozdan 340 g tartilarak final hacmi saf su ile 1 litreye tamamlandi
ve 15 dk boyunca 121°C’de 1.2 atm basin¢ altinda otoklav ile sterilizasyon
gerceklestirildi. Sterilizasyon sonrasinda 0.2 um por ¢aoina sahip filtre ile steril edilmis
2,5 M magnezyum kloriirden (MgCl2.6H20) 2 ml ve % 20’lik glisinden 25 ml eklenerek

hazirland.
Lurient Broth (LB) besiyeri

Transformasyon deneylerinde rekombinant kolonileri tespit etmek i¢in
kullanildi. 5 g maya o6ziitli, 10 g tripron, 5 g sodyum klortir tartilarak hacmi saf su ile 1
litreye tamamland1 ve 15 dk boyunca 121°C’de 1.2 atm basing altinda otoklav ile
sterilizasyon gerceklestirildi. Lurient agar i¢in hazirlanan 1 litre LB besiyerine 15 g agar
eklendi ve 15 dk boyunca 121°C’de 1.2 atm basing altinda otoklav ile sterilizasyon
gerceklestirildi.. Sogutulmaya birakilan besiyeri yaklasik 50 °C’ye kadar sogutulduktan
sonra son konsantrasyonu 100 mg/ml olacak sekilde ampisilin eklendi ve petriye

dokiildii.

3.1.4. Cozeltiler
50X TAE (Tris-Asetik Asit-EDTA)

TAE buffer’1 0.05 M EDTA (pH 8), % 5.71 asetik asit, 242 g tris-baz olacak

sekilde saf su ile hacim 1 L’ye tamamlandi.
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TSE Tris-HCI Siikroz EDTA (Tris-HCI Siikroz EDTA)

TSE c¢ozeltisinden 100 ml hazirlandi. Daha 6nceden hazirlanmis 0,1 M Tris-HCl
ve 0, M EDTA’dan 25’er ml &lgiilerek karistirildi. Uzerine 15 ml 3 M siikroz

eklenerek saf su ile son hacim 100 ml olacak sekilde hazirlandi.

3.1.5. Enzimler

PCR deneyleri i¢in Taq polimeraz (Roche ve Qiagen) ve kromozomal DNA
izolasyonlar1 i¢cin RNaz (Fermentas), lizozim (Roche) ve proteinaz K (Omega)

enzimleri kullanildi.

3.1.6. Primerler

Amplikon uzunlugu yaklasik olarak 800 bp uzunlugunda olan P450
monooksijenaz (oxyC) geninin PCR amplifikasyonu i¢in daha once literatiirde rapor
edilmis olan ileri oxyCF (CGGCTGCGSVRGATGCTSAC) ve geri oxyCR
(AGRTRRTGGAYGCCGTGCCCGAA) primerleri kullanildi (Thaker ve ark. 2013).
Primerler lontek (Istanbul) sirketinde sentezlettirildi (Dejenere primerlerdeki
degiskenler S= G/C degiskeni, Y= C/T degiskeni, V=G/A/C degiskeni, B = G/T/C
degiskeni).

3.1.7. Bu Cahismada Kullanilan Kitler

Bu calismada kullanilan bakterilerin kromozomal DNA’lariin izolasyonu i¢in

Omega mini kiti kullanild1.

PCR firtinlerini jelden geri kazanmak icin High Pure DNA saflastirma kiti
(Roche) kullanildi.

Ligasyon icin, igerisinde ligasyon tamponu, pGEM-T Easy vektor (Sekil 3.1),
DNA ligaz bulunan pGEM-T klonlama kiti (Promega) kullanildu.

Bakterilerden plazmit DNA izolasyonu i¢in High Pure plazmit izolasyon Kkiti

(Roche) kullanildi.
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Sekil 3.1. pGEM-T Easy vektor haritasi.
3.1.8. Bu Calismada Kullanilan Cihazlar

+4 °C buzdolabr (Sanyo), Calkalamali inkiibatér (Zhicheng ZHWY-200B),
Derin Dondurucu (Ugur) Elektroforez tanki (Scie-Plas), Etliv (Heraeus), Gli¢ kaynagi
(Bio-Rad), Hassas Terazi (DAIHAN), Isitict — magnetik karistirici (Heildoph),
Inkiibator (Velp Scientifica FTC 90 1), Jel Goriintileme Cihazi (Bio-Rad), Jel
Goriintiileyici (UVP Dual Intensity Transiluminatér), Magnetik Karistiricr (Stuart),
Mikropipet (Ependorf), Mini Santrifiij (E.S-6 ), Otoklav (Hirayama), PCR Cihazi
(Eppendorf), pH Metre (Mettler Toledo MP220), Sogutmali santrifiij (Sigma),
Sterilizator (Heraeus ), Su banyosu (Grant LTD 66), UV lambali laminar Kabin (Telstar
AV 100), Vorteks cihazi (VWR)

3.2. Metot

3.2.1. Organizmalarin Vankomisinli Ortamda Uretilmesi

Bu calismada 40 Streptomyces tiirii vankomisinli ortama ekilmeden 6nce M2
besiyerinde 3 gilin iiretildi. Daha sonra M2 besiyerinden alinan izolatlarin, final
konsatrasyonu 10 pg/ml olan vankomisinli TSA ( Triptik Soya Agar) besiyerine
ekimleri yapildi. Ekimi yapilan izolatlar vankomisin igeren TSA kat1 besiyerinde 4 giin
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi vankomisin igeren besiyerlerinde iireyen

direngli izolatlar daha sonraki deneyler i¢in secildi.
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3.2.2. Direncli Izolatlarin Kromozomal DNA Izolasyonu

Vankomisine en yiiksek direnci gosteren 8 izolat segilerek, % 0.5 maltoz
eklenmis TSB besiyerinde ¢alkalamali inkiibatdrde (230 rpm) 28 C’de 48 saat iiretildi.
TSB’li besiyerinde tireyen kiiltiliriin 2 mililitresi 2:3 oraninda TSB-YEME igeren 50 ml
zengin s1vi besiyerine aktarilip c¢alkalamali inkiibatérde 28 C’de 24 saat inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyonun sonunda 2 ml’lik ependorf tiiplere kiiltiir 6rnegi alinip, mini
santrifijde 2 dakika maksimum rpm’de santrifiijlendi. Pelet kismi izolasyon igin
kullanildi. Pelet iki kez % 10.3 siikroz ¢ozeltisi ile yikandiktan sonra kromozomal

DNA’lar izole edildi. Kromozomal DNA’lar +4 °C muhafaza edildi.

3.2.3. PCR Amplifikasyonu

izolasyonlar1 yapilan kromozomal DNA’lar agaroz jelde kaliteleri ve safliklar:
incelendikten sonra PCR’da kalip olarak kullanildi. Ileri oxyCF ve geri oxyCR

primerleri kullanilarak piitatif oxyC genleri ¢ogaltildi.

Cizelge 3.2. Tag DNA polimeraz Kit (Qiagen) PCR kosullar1

e Niikleotid mix 0.2 M e 05 °C 5 dk baslangic denatiirasyonu 1

d6nei
e PCR tamponu % 10 ongu
5°C30
e  Her bir primer 0.4 uM y -
55°C1dk S0
e GC tampon % 10 ° 35 dongt
e 72°C 1dk

e MgCl, (25 mM)  gerekli oldugunda

72 °C 10 dk- final 1 dongii
e Taq DNA polimeraz 1U * e ongt
e Kromozomal DNA 100 ng

e PCRmix hacmi  50pul

Standart PCR kosullarinda iiriin elde edilemedigi zaman PCR optimizasyonlari

yapildu.

3.2.4. DNA’larin Goriintiilenmesi

Izole edilen DNA’lar % 0.8’lik, agaroz jelde incelendi. PCR firiinlerini
goriintiilemek i¢cin % 1’°lik agaroz jel. kullanildi. TAE tamponuyla hazirlanan agaroz
jele 0.5pg/ml EtBr eklendi, DNA ve PCR iiriinleri 1:5 oraninda BFB: DNA karisimi
yapilarak karisimlar elektroforez tankina yiiklendi. 90 volt giiciindeki elektrik alaninda

DNA’lar yiiriitiildi.
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3.2.5. Piitatif Monooksijenaz Genlerinin Jelden Ekstraksiyonu

Sekans uzunluklar1 yaklagik 800 bp olan piitatif oxyC genleri agaroz jelden izole
edildi.

3.2.6. E. coli DH50, izolatinin Transformasyon I¢in Hazirlanmasi

LB besiyerinde 0n inkiibasyon i¢in E. coli DH5a bakterisinin ekimi yapildi ve 250
rpm’de 37 °C’de, 220 rpm’de bir gece boyunca iiretildi. Uretilen kiiltiirden 1ml aliarak
taze LB besiyerine ekildi ve 2 saat 250 rpm 37 °C’de iiretildi. Kiiltiiriin optik densitesi
0.Dss0= 0.3-0.4'e geldigi zaman santrifiij tiiplerine alind1 ve 10 dakika buzda bekletildi.
4000 rpm’de +4°C’de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatant atild1 ve hiicrelerin {izerine
sogutulmus 10 mM kalsiyum kloriirden 5ml eklendi. 3000 rpm’de +4 °C’de 10 dakika
santrifiij edildi. Ust siv1 atildi hiicrelerin {izerine 75 mM kalsiyum kloriir eklendi.
Homojen karisim elde ettikten sonra 192:108 oraninda, kompetent hiicre: % 50’lik

gliserol bir birine ilave edilerek -80 °C’de muhafaza edildi..

3.2.7. Piitatif monooksijenaz genlerinin klonlanmasi, rekombinantlarin

transformasyonu ve secimi

Ligasyon karisiminin total hacimi 10 pl olacak sekilde 5 pl 2x ligasyon
tamponu, 1 ul pGEM-T plazmit, 300-400 ng PCR f{iriinii ve 1 ul DNA ligaz enzimi
eklendi, hacim steril distile su ile tamamlanarak verimli bir ligasyon i¢in bir gece 16
°C’de inkiibe edildi.

Inkiibasyon siireleri dolan ligasyon iiriinleri kompetent hiicrelerle bir araya
getirilerek 30 dakika buzda bekletildi, bu siirenin sonunda hiicreler 70 saniye 42 °C’deki
su banyosuna birakildi ve tekrar buza almip 5 dakika buzda bekletildi. Biitiin bu
islemlerden sonra hiicrelere 1 ml LB besi yeri ilave edildi ve 2 saat boyunca 150 rpm’de
37 °C’de orbital calkalamali inkiibatorde inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda
onceden IPTG ve X-Gal yayilmis 100 pg/pl ampisilin iceren kat1 LB besiyerine yayma
yapild1 ve bir gece 37 °C’de inkiibe edildi. Bir gecelik inkiibasyon siiresi sonunda beyaz
renkli ampisiline direngli piitatif rekombinant koloniler mavi renkli kolonilerden

secilerek ayrildi.
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3.2.8. DNA Dizileme

Saflagtirilan PCR iiriinlerinin DNA dizi analizi Sanger metodu kullanilarak

fontek sirketine (Istanbul) yaptirildi.

3.2.9. Genlerin analizi

Dejenere primerler kullanarak izolatlarimizdan elde edilen piitatif P450

monooksijenaz (oxyC) gen dizileri NCBI’da Blastx analizine tabii tutuldu.

Filogenetik analizler MEGA6 ( Tamura ve ark. 2007) programi kullanilarak
yapildi. Filogenetik aga¢ Neighbor-Joining yontemiyle ¢izildi. Daha 6nce bulunmus
GPA’larin monooksijenaz genlerinin (oxyA, oxyB ve oxyC) amino asit dizilerinin yan
sira NRPS, PKS enzim sistemleri tarafindan iiretilen biflaviolin, melanin, himastatin,
arilomisin, aktinomisin ve GPA tiirevi olan zorbamisin bilesiklerinin sitokrom P450

genlerinin amino asit dizileri de filogenetik agaca dahil edildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bulgular

4.1.1. Vankomisine Direngli izolatlarin Belirlenmesi

Kullandigimiz

izolatlarin vankomisine diren¢ gosterip gostermediklerini

belirlemek i¢in vankomisinli ortama ekimi yapilan izolatlar 5 giinliikk inkiibasyon

boyunca gozlemlendi.

40 izolattan 24 tanesinde farkli

derecelerde vankomisin

direncliligi tespit edildi. izolatlarn vankomisinli ortamda iiremelerine gore ¢izelge

4.1°deki gibi koloni sayilariyla orantili kalitatif bir direnclilik degerlendirilmesi yapildi.

Yiiksek direnglilik (+++) gosteren 8 izolat sonraki deneyler i¢in kullanildi.

Cizelge 4.1. Vankomisine direngli izolatlarin belirlenmesi.

Vankomisinli Ortamda Ureyen izolatlar

Organizma

Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.

Streptomyces sp.

AAS3
AR2
AR3
AR9
ARI12
AAHG67
AS29
AS31
AS36
BAl
BAS
BAH46

++

++

+++

Organizma

Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.

Streptomyces sp.

BS29
BS39
BS44
BR57
BSH50
CAl6
CAl17
CA18
CA19
CAH33
CS38
CS41

+++

+++

++

++

+++

+++

+++

+++

+

+; az direncli, ++; orta direncli, +++; ¢ok direncli.

4.1.2. Kromozomal DNA’larin eldesi

Vankomisine yiiksek direnglilik gdsteren 8

kromozomal DNA’lar Sekil 4.1°de goriilmektedir.
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M 1 2 345 6 7 8

o |

Sekil 4.1. izole edilen kromozomal DNA’lar: 1. Streptomyces sp. AS36, 2. Streptomyces sp. BAH46,
3.Streptomyces sp. BS29, 4.Streptomyces sp. BS39, 5. Streptomyces sp. CA17,
6. Streptomyces sp. CA18,7. Streptomyces sp. CA19, 8. Streptomyces sp. CS38

4.1.3. Monooksijenaz Genlerinin PCR ile Taranmasi

PCR ile piitatif oxyC genleri ¢ogaltildi. Vankomisine direng gosteren izolatlarin

tiimiinde farkli optimizasyonlar sonucunda iiriin elde edildi.

Standart PCR kosullarinda amplifikasyon gerceklesmeyen izolatlarda, primer
baglanma sicakligt 62-57 °C araliginda bir gradient yapilarak uygulandi. Bu
reaksiyonda MgCl> miktar1 4.5 mM'a cikarilarak Sekil 4.2° de belirtilen izolatlardan

istenilen bolgede iirtin elde edildi.

Sekil 4.2. PCR sonucunda elde edilen iiriinler: 1. Streptomyces sp. BAH46, 2. Streptomyces sp. CA17, 3.
Streptomyces sp. CA18, 4, Streptomyces sp. BS29, 5. Streptomyces sp. BS39.
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Primer baglanma sicaklig1 61-56 °C’ araliginda ve MgCl2 miktar1 3.5 mM olarak
degistirildiginde  Streptomyces sp. AS36’da {irlin elde edildi (Sekil 4.3)

<

AS36 \Y |

-1080 be¢

-517 be

Sekil 4.3. Streptomyces sp. AS36’ya ait PCR sonucu.

Primer baglanma sicakligi ve magnezyum konsantrasyonlart degisimleri
sonucunda iiriin elde edemedigimiz izolatlarda kullanilan Taq polimeraz degistirilerek
taramalar yapildi. Fast Start Taq DNA polimeraz Kit (Roche) kullanilarak Streptomyces
sp. CA19 ve Streptomyces sp. CS38 i¢in, sirasiyla, 2.5 ve 4.5 mM MgCl, kullanarak, 61-
56 °C araligindaki baglanma sicakliginda Sekil 4.4°te goriilen amplifikasyonlar elde
edildi.

Sekil 4.4. 1. Streptomyces sp. CA19, 2. Streptomyces sp. CS38’in PCR sonuglar1
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4.1.4. PCR Uriinlerinin Jelden Geri Kazanilmasi

Monooksijenaz PCR iriinleri jelden kazanilarak konsantrasyon ve Xkalite

acisindan agaroz jelde goriintiilendi (Sekil 4.5).

1018 bg
517 be

Sekil 4.5. Piitatif OxyC genlerinin jelden geri alinmasi. 1. Streptomyces sp. AS36, 2. Streptomyces sp.
BAHA46, 3. Streptomyces sp. BS29, 4. Streptomyces sp. BS39, 5. Streptomyces sp. CA17,
6. Streptomyces sp. CA18, 7. Streptomyces sp. CA19, 8. Streptomyces sp. CS38.

4.1.5. Piitatif oxyC Genlerinin T-Vektorlere Klonlanmasi

Elde edilen PCR iirlinleri T-vektorlere klonlandi. Streptomyces sp. CA19

izolatinin oxyC iiriiniin rekombinant plazmidi Sekil 4.6’ da goriilmektedir.

Rekombinant
pGEM-T lazmid
plazmi
3 kb ~38kb

Sekil 4.6. Streptomyces sp. CA19 izolatina ait PCR iriinlinii tagiyan rekombinant plazmitler.
4.1.6. Biyoinformatik Incelemeler

Piitatif monooksijenaz genleri ileri ve geri primerler kullanilarak c¢ift yonlii
olarak dizilendi. DNA dizilimleri NCBI web sitesinde Blastx programlarinda homoloji

incelemelerine tabi tutuldu (Cizelge 4.2). BAH46 izolatinin PCR {iriinii spesifik olarak
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goriinmesine ragmen Blastx incelemesi sonucunda herhangi bir sitokrom P450 geni ile
eslesmedigi goriildii. Elde edilen diger PCR f{iriinlerinin ise spesifik oldugu Cizelge
4.2°deki farkli aktinomisetlere 6zgii sitokrom p450 genleri ile farkli oranlarda benzerlik

gosterdigi bulundu.

Cizelge 4.2. Piitatif P450 monooksijenaz genlerinin Blastx sonuglari.

; . . Gen Bankasi Benzerlik

Izolat Gen Bankasindaki en yakin organizma Giris No %
Streptomyces sp. Sitokrom P450 Streptomyces atriruber WP_055569258.1 | 92
AS36
Streptomyces sp. Herhangi bir sitokrom P450 geni ile | )
BAH46 eslesmedi.
Streptomyces sp. Sitokrom P450 Streptomyces auratus
BS29 AGRO001 KWT59463.1 91
Streptomyces sp. Sitokrom P450 Nocardia pneumoniae E1106395.1 29
BS39
Streptomyces sp. Sitokrom P450 Streptomyces atriruber WP_040782693.1 | 93
CA17
Streptomyces sp. Sitokrom P450 Streptomyces atriruber WP_055569258.1 | 93
CA18

Sp. itokrom P4 [

Streptomyces sp Sitokrom P450 Streptomyces atriruber WP_055569258.1 | 92
CA19
Streptomyces sp. Sitokrom P450 Streptomyces sp. NRRL
CS38 S-920 WP_030775365.1 | 94

4.1.7. Elde Edilen DNA Dizilerinin Filogenetik Incelenmesi

Elde edilen piitatif P450 monooksijenaz genlerinin gerek GPA gerekse diger
antibiyotiklerin biyosentez gen kiimesinde bulunan P450 monooksijenazlar ile akrabalik

derecesini belirlemek tizere filogenetik agac ¢izildi (Sekil 4.7).

Izolatlarimizdan elde edilen P450 monooksijenaz genlerinin diger antibiyotik
gen kiimelerindeki monooksijenazlarla yakin iliskili oldugu gozlendi. Ornegin BS29 ve
BS39 izolatlarina ait genlerin bir GPA tiirevi olan zorbamisin ve peptid bir bilesik olan
aktinomisin G monooksijenazlar ile kiimelestigi tespit edildi. CS38 izolatindan elde
edilen gen, bir GPA olan komplestatinin diaril eter yapisin1 C-O-C baglari ile olusturan
comJ (oxyB ile homolog) geni ile ayn1 taksonda yer almaktadir. Bir diger izolat olan
BAHA46 ise arilomisin gibi yeni sinif bir dogal antibiyotik ve himastatin gibi bir peptid
antitimor antibiyotiginin sitokrom P450 geni ile yakin iliski gosterdi. Streptomyces spp.
CA19, CA17, AS36 ve CA18’¢e ait genlerin birbiri ile kiimelestigi ve S. lavendulae’nin
Coml (oxyA ile homolog) ile ayni taksonda yer aldig1 tespit edildi.
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Sekil 4.7. Elde edilen piitatif p450 monoksigenaz genlerinin farkli antibiyotiklerin biyosentez
kiimelerinde yer alan diger monooksijenaz genleri ile molekiiler filogenetik analizleri.

4.2. Tartisma

Yeni antibiyotik tarama stratejilerinin gelismesine paralel olarak son yillarda
halk sagligin1 ve biyolojik dengeyi ¢ok ciddi sekilde tehdit eden antibiyotik direnci
kiiresel bir sorun haline gelmistir. Sadece Amerika ve Avrupa kitasinda her yil
25.000’den fazla insan direncli bakteri enfeksiyonlarindan dolayr yasamim
yitirmektedirler. Bu dliimlerin, 2050 yilina kadar tiim diinyada, her y1l periyodik olarak
(10 milyondan fazla) artacagi tahmin edilmektedir (WHO Report 2017 ). Bu sorun yeni

ve degerli antibiyotiklere olan ihtiyaci agikca gostermektedir.
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Son yillarda dogal iiriin kesif ¢alismalarindaki gerilemenin en 6nemli nedeni
geleneksel tarama stratejilerin yetersiz kalarak daha oOnce bulunmus bilesiklerin
tekrardan bulunmasi ve mikroorganizmalardaki biyosentetik potansiyelin tespit
edilememesidir. Giiniimiizde antibiyotik kesif calismalarinin en giincel yontemlerinden
biri mikroorganizmalarin genom dizilerinde bulunan genlerin veya gen kiimelerinin
incelenmesidir. DNA dizilimi maliyetlerinin de ucuzlamasiyla arastirmacilar yonlerini
genetik taramalara ¢evirdiler. Mikrobiyal metabolitlerin biyosenteziyle iliskili genlerin
PCR ile taranmasi mikroorganizmalarin &zellikle de aktinomisetlerin biyosentetik
potansiyelini ve ayni yapisal iskeleti tasiyan bilesiklerin kimyasal ¢esitliligini ortaya
cikarmaktadir (Ayuso ve Genilloud 2005, Wright 2012, Thaker ve ark. 2013 ). Bu yeni
yaklagima gore antibiyotik biyosentezindeki karakteristik genleri tespit etmek i¢cin PCR
oligoniikleotidlerinin tasarimi, o antibiyotik sinifinin sentezine 06zgili bir gene
dayanmalidir. Ayrica, hedef genin iiriinii, ¢cekirdek antibiyotik yapisinin sentezinde yer
almalidir, boylece PCR primerleri, bu antibiyotik sinifi i¢in evrensel olacaktir (Gonzales

ve ark. 2005, Wood ve ark. 2007 ).

Glikopeptid antibiyotikleri aktinomisetlerden elde edilen, Gram pozitif
enfeksiyonlara karst klinikte 50 yildan uzun bir stiredir kullanilan ve diger
antibiyotiklere kiyasla en az dirence maruz kalmis oldukca degerli antibiyotiklerdir.
Antibiyotik arastirmalarinda yeni glikopeptidlerin kesfedilme olasiliginin diger dogal
triinler ile karsilastirildiginda olduk¢a diisiik oldugu bazi1 calismalarda ortaya

konmustur (Baltz 2006, Thaker ve ark. 2013).

Antibiyotik iiretici organizmalar irettikleri antibiyotiklerin etkilerinden
kurtulmak icin 06zel bir direng¢ mekanizmalar1 gelistirirler. Antibiyotik biyosentez
genleri, genomda, tipik olarak biyosentez ve direnglilik genlerini i¢eren kiimeler halinde
bulunmaktadirlar. Bulunma frekans1 diisiik olan giiclii antibiyotiklerin iskelet
yapilarindaki korunmus spesifik genleri binlerce aktinomisetin genomunda genetik
olarak taramak oldukc¢a giictlir. Bunun yerine antibiyotik iiretici organizmalarin direng
mekanizmalarindan faydalanarak istenilen antibiyotik sinifin1 bulma olasiligini

arttirmak miimkiindiir (Wright 2007, Cundliffe ve ark. 2010, Thaker ve ark. 2013 ).

3 farkli endemik bitkinin kok cevresinden izole edilen Streptomyces tiirlerini
vankomisin direncgliliginden yola ¢ikarak, direngli olanlarin GPA {iretme

potansiyellerinin incelendigi c¢alismamizda; 40 tane Streptomyces izolatinin 24
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tanesinde farkli oranlarda vankomisin direnci tespit edildi. Literatiirle kiyaslandiginda
(Thaker ve ark. 2013 ) direncin bu denli yliksek olmasinin sebebinin, spesifik GPA
direngliligi olmayip aktif pompa sistemlerinden kaynakli (efflux pump) olabilecegi
diisiindiirmektedir. Efflux pompalari, bakterilerin sentezledikleri antibiyotiklerin
biyolojik aktivitelerinden etkilenmeden kendi kendine diren¢ saglayan, antibiyotik
iireten bakterilerde siklikla gozlenen dogal bir antibiyotik diren¢ mekanizmasidir
(Webber ve Piddock 2003, D’costa ve ark. 2006). Bu pompalar, hiicre ici ilag
konsantrasyonunu azaltarak aktif olarak bakteriyel hiicrelerin sitozoliinden ilaglar
cikartarak calisir. (Webber ve Piddock 2003, Balganesh ve ark. 2012). Ayrica GPA
biyosentez gen kiimelerinde bulunan ve direngten sorumlu spesifik VanHAX operonun
disinda dirence destek veren ABC transporter genlerinin de mevcut oldugu rapor

edilmistir ( Chiu ve ark. 2001, Thaker ve ark. 2013).

Bu c¢alismada, nadir bulunan glikopeptid antibiyotiklerin tiimiiniin gen
kiimelerinde bulunan ve aromatik halkalarin arasinda karbon-karbon biaril (C-C) veya
diaril eter (C-O-C) bagi kuran monooksijenaz genleri 8 tane vankomisine direngli
Streptomyces izolatinin genomunda tarandi. GPA ireticilerinin GPA direnglilik
genlerinin antibiyotigin biyosentez gen kiimesinde bulunma olasili§indan o6tiirti, direncli
olan tilirlerin GPA {iiretme potansiyeline sahip olabilecegi hipotezinden yola ¢ikarak
ilgili genler vankomisine direngli olan izolatlarda tarandi. Bu strateji daha dnce Thaker
ve ark. (2013) tarafindan metagenomik olarak uygulanmis ve yeni bir GPA antibiyotigi

olan pekiskomisinin kesfine yol agmaistir.

Bu c¢aligmada kullandigimiz monooksijenaz (oxyC) geni glikopeptid bilesiklerinin
yapisinda iki aromatik halka arasinda karbon-karbon bagi yaparak bu antibiyotik
sinifina ozgiilliikk saglar. Glikopeptid bilesiklerinin yapisindaki evrimsel olarak oldukga
korunmus olan bu gen {lizerindeki niikleotid degisimleri GPA’larin farkli tiplere
ayrilmasini saglar (Banik ve Brady 2008, Thaker ve ark. 2013, Yim ve ark. 2014).
Ancak literatiirde oxyC genini c¢ogaltmak tlizere kullanilan primerler, yaptigimiz
caligmalar sonucunda hedefledigimiz oxyC geni yerine filogenetik agagta da goriildiigii
gibi hem diger antibiyotiklerin monooksijenaz genlerini hem de bir GPA olan
komplestatin antibiyotiginin oxyB ve oxyA genleriyle yakin iligkili genleri amplifiye

etti.
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GPA gibi 6nemli antibiyotiklerin yapilarinda 3, 4 veya 5 monooksigenaz geni
bulunmaktadir (oxyA, oxyB, oxyC, oxyD ve oxyE). GPA’larda oxyC geni komplestatinin
yapisinda bulunmazken oxyE geni sadece teikoplanin tipi GPA’larin yapilarinda
bulunur. Bu c¢alismada elde edilen genlerden CS38, CA19, CAl17, AS36 ve CAI18
izolatlarina ait olanlarin GPA biyosentez gen kiimesine iliskin genler oldugu
goriilmektedir. CS38 geninin bir oxyB homologu olan komplestatin comJ geni ile, diger
izolatlarin ise bir oxyA homologu olan coml ile eslesmis olmasi bunu destekler
niteliktedir. Ayrica elde edilen genlerin filogenetik agagta bulunan diger GPA’lara ait
genler ile ayn taksonlarda yer almis olmasi, kullanilan izolatlarin yeni birer GPA
iiretebilme potansiyellerini isaret etmektedir. Calismamizda elde edilen monooksijenaz
genleri yalnizca GPA degil aym1 zamanda diger antibiyotiklerin biyosentetik
kiimelerinde bulunan monooksijenazlarla akrabalik gostermektedir. Dolayisiyla bu

genler baska bir dogal bilesigin gen kiimesinin bir pargasi olabilirler.

Yeni GPA’lar bulmak iizere, GPA biyosentezinde gorevli bir monooksijenaz
genini taradigimiz ¢alismamizda, bu geni c¢ogaltmak i¢in kullandigimiz primerlerin,
gerek GPA gerekse baska dogal antibiyotiklerin gen kiimelerinde bulunan diger
monooksijenaz genlerine de baglandigi gostermektedir. Bu calismada elde edilen
genlerin tipik GPA bilesikleri ile iligkili fakat filogenetik olarak ayri konumlanmasi,
kulanilan izolatlarin yeni olmaya aday GPA bilesikleri {iretebilme potansiyelini
gostermektedir. Bu ¢aligmanin diger bir sonucu ise; oxyC geninin tek basma yeni GPA
iskeleti taramak i¢in yeterli olmadigi, bunun yanisira diger monooksijenaz genleri
(oxyA, oxyB ve oxyE) veya halojenaz gibi diger GPA modifikasyon genlerinin dahil
edilmesiyle ancak yeni GPA’larin ortaya ¢ikarilabilecegi sonucuna varilmistir. Bundan

sonraki ¢caligmalar bu dogrultuda devam ettirilecektir.
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5. SONUC VE ONERILER

1. Vankomisine yiiksek oranda direnglilik gosteren 8 izolatin genomunda

taranan monooksijenaz genleri tiim izolatlardan elde edildi.

2. Yapilan BLAST analizlerinde bu genlerin farkli Streptomyces tiirlerine ait

sitokrom P450 genleriyle yiiksek oranda benzerlik gosterdigi bulundu.

3. Elde edilen genler, GPA ve baska antibiyotiklerin biyosentez gen kiimelerinde
bulunan sitokrom monooksijenaz genleri ile filogenetik iliski acisindan incelendiginde,
bu caligmadaki genlerin hem GPA hem de diger antibiyotik monooksijenaz genleri ile

akrabalik iligkisine sahip oldugu tespit edildi.

4. Streptomyces sp. CS38 geninin bir oxyB homologu olan komplestatin com]J
geni ile diger izolatlarin ise bir oxyA homologu olan coml ile eslesmis olmasi bu
genlerin GPA biyosentez gen kiimesine iliskin genler oldugu gdstermektedir.
Benzerligin giiclii olmamasi bu izolatlarin genomlarinda yeni olmaya aday GPA’lar

olabilecegini diisiindiirmektedir.

5. Streptomyces sp. BS29 ve BS39 izolatlarindan elde edilen monooksijenaz
genlerinin, yapisinda C-O-H bagi yapan GPA tiirevi olan ve antitiimor aktivitesine sahip
zorbamisinle ayni taksonda olmast bu genlerin yeni bir GPA tiirevli bilesige ait

olabilecegini diisiindiirmektedir.

6. Bu ¢alismada kullanilan bir diger Sterptomyces izolat1 olan BAH46’dan elde
edilen monoksijenaz geninin yeni bir antibiyotik olan arilomisin antibiyotiginin C-C

bagini yapan sitokrom P450 geniyle iligkili oldugu tespit edilmistir.

7. Bu calismada elde edilen bulgular dogrultusunda kullandigimiz yerel
Streptomyces izolatlarinin hem yeni GPA bilesikleri hem de diger antibiyotik

bilesiklerinin {ireticileri olmasi muhtemeldir.
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