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OZET

MICROMONOSPORA CRATERILACUS NA12 VE STREPTOMYCES SP. MK37H
SUSLARINDAN BIRLIKTE KULTURLEME YOLUYLA DESFERRIOKSAMIN
BIYOSENTEZININ OPTIMIZASYONU

Miicahit KAYA
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistli Egitim Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dali
Yiiksek Lisans, Aralik/2022
Danisman: Dog. Dr. Hilal AY

Insan viicudunda demir birikmesinin dokuda hasara neden olabilecek giiclii
oksidan etkileri vardir. Asirt miktarda demir birikmesi kalp, karaciger, akciger, beyin,
kemik iligi ve endokrin organlarda cesitli hastaliklar i¢in elverigli bir ortam
hazirlamaktadir. Viicutta biriken demir, desferrioksamin sayesinde demire selasyon
yaparak ya da baglanarak viicuttan atilmasina yardim eder. Ulkemizde 6zellikle diyaliz
hastalarinin tedavisinde kullanilan Desferal®, Novartis Pharma AG (Basel, Isvigre)
tarafindan ticari olarak piyasaya siiriilmiis desferrioksamin aktif maddesi igeren bir
ilagtir ve gliniimiizde yurt digindan ithal edilmektedir. Bu ¢alisma, yerli mikrobiyal
kaynaklardan (Micromonospora craterilacus NA12, Streptomyces sp. MK37H)
biyoinformatik analizler ile desferrioksamin biyosentetik gen kiimesine sahip oldugu
tespit edilen suslardan siderofor iiretiminin optimizasyonu amaciyla diizenlenmistir.
Aragtirmada mikrobiyal kaynaklarin uygun ortamda aktiflesmeleri i¢in GPHF, GYM,
N-Z-Amine, TYG agar olmak iizere dort farkli besiyeri kullanilmistir. Optimum
gelisim gosterdikleri N-Z-Amine besiyerinde gelistirilen mikroorganizmalar
desferrioksamin siderofor biyosentezi igin farkli karbon kaynaklari (glikoz, maltoz,
siikroz ve nisasta) kullanilarak hazirlanan LB ve TYG siv1 besiyerine inokiile edilip
28°C’de 7 giin calkalamali inkiibatérde gelistirilmistir. Inkiibasyonun ardindan
santrifilj ile ayrilan kiiltiir sivisinda siderofor varligt sivi CAS testi ile spektrometrik
olarak (630 nm) yapilmistir. Desferrioksamin standart olarak kullanilmakla birlikte %
siderofor verimi hesaplanmistir. En fazla siderofor iiretimi gozlenen besiyeri temel
alinarak suslarin Nocardia sp. GTS18 izolat1 ile birlikte kiiltiir yoluyla siderofor
tretiminin artiritlmasi1 hedeflenmistir. Arastirma siiresince yapilan optimizasyonlar
sonucunda Micromonospora craterilacus NA12 ve Streptomyces sp. MK37H’nin
TYG sivi besiyerinde LB besiyeri ile kiyaslandiginda daha iyi iireme gosterdigi
goriilmiistiir. Sonug¢ olarak birlikte kiiltiirleme yolu ve TYG besiyerinde karbon
kaynagi olarak nisasta kullanilmasi ile daha yiiksek verimde desferrioksamin
sideroforunun iiretildigi sonucuna varilmistir.

Anahtar Sozciikler: Desferrioksamin, Siderofor, Sekonder metabolit, Selatlama,
Demir



ABSTRACT

OPTIMIZATION OF DESFERRIOXAMINE BIOSYNTHESIS THROUGH CO-
CULTURING OF MICROMONOSPORA CRATERILACUS NA12 AND
STREPTOMYCES SP. MK37H STRAINS

Miicahit KAYA
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Molecular Biology and Genetics
Master, December/2022
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Hilal AY

Iron accumulation in the human body has strong oxidant effects that can cause
tissue damage. The excessive iron accumulation creates a favorable environment for
various diseases in the heart, liver, lungs, brain, bone marrow, and endocrine organs.
The iron accumulated in the body is removed by desferrioxamine from the body by
chelating or binding to it. Desferal®, used especially in treating dialysis patients in our
country, is a drug containing desferrioxamine active substance commercially released
by Novartis Pharma AG (Basel, Switzerland) and is now imported from abroad. This
study was designed to optimize siderophore production from strains with
desferrioxamine biosynthetic gene clusters by bioinformatic analysis from native
microbial sources (Micromonospora craterilacus NA12, Streptomyces sp. MK37H).
In the study, four different media, GPHF, GYM, N-Z-Amine, and TYG agar, were
used to activate microbial sources in the appropriate environment. Microorganisms
developed in N-Z-Amine medium in which they show optimum growth were
inoculated into LB and TYG broth prepared using different carbon sources (glucose,
maltose, sucrose, and starch) for desferrioxamine siderophore biosynthesis and grown
in a shaking incubator at 28°C for 7 days. After centrifugation of the culture broth, the
presence of siderophores was shown spectrophotometrically (630 nm) following the
liquid CAS assay. Desferrioxamine was used as a standard, and the % siderophore
efficiency was calculated. Based on the medium with the highest production of
siderophores, it was aimed to increase the production of siderophores by culturing the
strains with Nocardia sp. GTS18. As a result of the optimizations made during the
research, Micromonospora craterilacus NA12 and Streptomyces sp. MK37H showed
better growth in TYG broth compared to the LB medium. It was concluded that a
higher yield of desferrioxamine siderophore was obtained by co-culturing and using
starch as a carbon source ina TYG medium.

Keywords: Desferrioxamine, Siderophore, Secondary metabolite, Chelating, Iron
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1. GIRIS

Aktinobakteri filumlari, aerobik veya anaerobik, filamentli, spor olusturan
bakterilerdir. Karasal veya su habitatlarinda olabilen niikleik asit yapilarinda yiiksek
guanin ve sitozin igerigine sahip ¢ok fazla sekonder metabolit iiretmesiyle taninan bir
Gram-pozitif mikroorganizma toplulugudur (Sun, 2018). Cesitli yasam alanlarinin
bulunmasina ragmen ana yasam alanlar1 karasal bolgelerdir ve topragin karakteristik
kokusunu olusturan jeosmin adli organik maddeleri tiretmeleri ile taninirlar (Salwan
vd., 2020). Aktinobakteriler seliiloz, kitin gibi organik maddelerin doniistiiriilmesiyle
toprak ve humus olusumunu arttirarak karbon dongiisiiniin devamliliginda tarimda
onemli rol oynarlar (Ranjani vd., 2016). Bu mikroorganizmalarin tipta kullanimi ise
antibiyotik ve immiinosupresanlar olarak bilinen sekonder metabolitlerdir (Bhatti vd.,
2017, Seipke vd., 2012). Antibiyotikler mikroorganizmalarin neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavi edilmesinde kullanilan 6nemli molekiillerdir. Giiniimiizde
yanlis antibiyotik kullanimina bagli olarak bir diren¢ gelisimi olsa da hala bir¢cok

hastaligin tedavisinde kullanilmaya devam edilen metabolitlerdir.

Sekonder metabolit iiretiminde aktinobakteriler ¢ok aktif rol oynamaktadirlar
(Tiwari vd., 2012). Giiniimiizde mikroorganizmalardan elde edilen 23.000 biyoaktif
metabolit arasinda aktinobakterilerden yaklasik olarak 10.000 metabolit bildirilmistir.
Kendi alt gruplar1 arasinda ise Streptomyces tiirleri tek basma 7600 bilesigin elde
edilmesine katki vermektedir (Bérdy vd., 2012, Ranjani vd., 2016). Aktinobakteriler
tarim ve tip alanlarindaki 6nemlerinin yani sira, bitki biyokiitlesini ayristirarak ve
topraktaki metal (Fe3*, Ag*, AIF*, Co%", Cr¥, Cu®", Eu®", Mn?*, Ni?*, Pb2" vb.)
minerallerini selatlayarak dogada mineral geri doniisiimii tizerinde 6nemli yere sahiptir

(Kandel vd., 2017).

Cozinlr minerallerden demir, mikroorganizmalarin yasamlarimi devam
ettirmeleri ig¢in enzimlerin yapilarina katilarak kofaktor gorevi goriir. Bu nedenle
disiik miktarda demir barindiran ortamlardan demirin hiicre igerisine alinmasi
organizma yasaminda onemli bir yere sahiptir. Bu bakteriler dogada az miktarda
bulunan ¢6ziiniir demir mineralini selatlamadan sorumlu mekanizmalar gelistirmistir
ve tretilen bu mekanizmalardan biri de sideroforlardir (Cornelis vd., 2010, Neilands
vd., 1995).

Sideroforlar (Yunanca ‘demir tasiyict’), bakteriler, mantarlar ve bitkiler
tarafindan tretilen diisitk molekiiler agirlikli (400-1500 Da) sekonder metabolitlerdir.

1



Siderofor biyosentezi, genellikle diisiik demir seviyesiyle (<5-10 mol/l) tetiklenerek
hiicre igerisinde iiretilmesiyle ¢evre ortama salinan organik bilesiklerdir (Miethke vd.,
2007).

Siderofor molekiilleri genellikle peptid veya peptid olmayan esnek bir iskelete
sahip olup bu iskelet ¢esitli metal baglama bolgeleri ile uzamaktadir (Hider ve Kong,
2010). Bu molekiiller hidroksamat, hidroksil, katekol, karboksilik veya karigik tipte
olabilmektedir (Hofmann vd., 2020). Hidroksamat gruplarindan desferrioksamin B,
transfiizyonlara bagli hemosiderozu tedavi etmek icin en ¢ok kullanilan demir
selatlama ilacidir.

Demir fazlaligi biiyiik 6l¢iide selatlama ajanlart kullanilarak oOnlenebilen,
viicudun farkli bélgelerinde demirin fazla sekilde depolanma durumudur. Insan
viicudu demir fazlaligini gidermek icin fizyolojik bir mekanizmaya sahip degildir.
Demir fazlaliginin tedavisi i¢in su an uygulanan yéntem selasyon tedavisidir. Demir
selasyon tedavisi, potansiyel olarak demir fazlaligi hastaliginin tedavisinde demire
baglanan ligandlarm kullanimini igerir (Ozbolat ve Tuli, 2019). Desferal® (Novartis
Pharma AG, Basel, Isvicre), diinyada bu tiir hastaliklarin tedavisinde kullanilan baslica
ilag olup aktif bilesen olarak desferrioksamin B icermektedir. Ulkemizde 6zellikle
diyaliz hastalarinin tedavisinde kullanilan Desferal®, Novartis Pharma AG (Basel,
Isvigre) tarafindan ticari olarak piyasaya siiriilmiis bir ilagtir. Bu ilag giiniimiizde yurt
disindan ithal edilmektedir. Bu proje ile desferrioksamin bilesiginin lilkemizden izole

edilmis olan aktinobakteriler kullanilarak iiretilmesi amaglanmaktadir.



2. LITERATUR

2.1. Aktinobakteriler

Aktinobakteriler, Bacteria domaini igerisinde yer alan en biiyiikk filumlardan
biridir ve ¢ok cesitli karasal ve su ekosistemlerinde genis capta dagilmig serbest
yasayan organizmalardir (Mawang vd., 2021, Barka vd., 2016). Aktinobakteriler,
DNA'larinda >%50 guanin (G) ve sitozin (C) icerigine sahip genomlari1 2.5 Mb ila 9.7
Mb olan Gram-pozitif mikroorganizmalardir. Buna karsilik Gram-negatif iiyelere de
sahip olup Thermoleophilum sp., Gardnerella vaginalis, Saccharomonospora viridis
P101T, Ferrimicrobium acidiphilum ve Ferrithrix thermotolerans 6rnek olarak
verilebilir (Johnson vd., 2009). Genel olarak aktinobakteriler, substrat miselyumu ve
hava miselyumlarindan dolay1 filamentli bakteriler sinifinda yer almaktadir (Anandan
vd., 2016). Hiflerin u¢ uzantisi ve dallanmalarin farkli formlarinin olusturulmasi ile
biylirler. Olusturulan farkli formlara Yunanca 1sin (aktis veya aktin) ve mantar
(mukes) kelimelerinden tiiretilen isimlerini veren budur. Geleneksel olarak,
aktinomisetler mantarlar ve bakteriler arasinda gec¢is formlar1 olarak kabul edilmistir
(Barka vd., 2016). Aktinobakterilerin biiyiik bir boliimii Streptomyces cinsine dahildir.
Streptomyces, kiiltiir kosullarinda biiytlik c¢esitlilik gosteren ¢ok sayida tiirii kapsar
(Shepherd vd., 2010). Yasam dongiilerinin ¢ogunu, 6zellikle sinirli besin kosullari
altinda yar1 uykulu sporlar olarak geciren saprofitik, toprakta yasayan organizmalardir
(Mayfield vd., 1972). Buna karsilik, Streptomyces olmayan aktinomisetler,
Kitasatospora, Micromonospora, Nocardia, Micrococcus, Arthrobacter ve
Rhodococcus vb. normal kosullar altinda izolasyon sikligi diisiik olan suslardir ve
bunlarin gogu, 6zel izolasyon, koruma ve yetistirme yontemleri gerektirir (Baltz, 2006;

Subramani ve Aalbersberg, 2013).



Sekil 2.1. Streptomyces spp.’nin makroskobik o6zellikleri. Kati kiiltiiriin farkli
ortamlarinda A, Uluslararas1 Streptomyces Projesi-2 Agar [ISP2]; B,
Uluslararas1 Streptomyces Projesi-4 Agar [ISP4]; C, Nisasta kazein agar
[CAA]; D, Nisasta gliserol agar [GAA]; E, Czapek [CZ] and F,
Tamamlayici agar [MC]. (Araujo-Melo vd., 2019)

Aktinobakterilerin, toprakta yasayan patojen ve diger kommensal
organizmalarin yami sira, yaklagik toprak mikrobiyal florasinin ilkbaharda %20,
sonbaharda > %30 ve kisin aylarinda %13 kadarini olusturdugu bilinmektedir (Salwan
ve Sharma, 2020). Bu da aktinobakterilerin popiilasyon yogunlugunun bulundugu
cevresel etmenler (pH faktorii, nem miktari, yliksek veya diisiik sicaklik, tuzluluk vb.
) ve iklime gore degistigini gostermekte olup aktinobakteri populasyon yogunlugu
ortalama 1 gr toprak basina 10° ve 10° arasindadir. Genellikle toprak yiizeylerinde
bulunan aktinobakteriler yer ylizeyinden 2 m derinlikteki bolgelerde de bulunabilirler
(Zenova vd., 2011).

Aktinobakteriler, biyoaktif bilesikler iiretme kabiliyetine sahip en taninmig
mikroorganizma grubunu temsil eder. Bu nedenle aktinobakteriler farmasétikler,
biyoteknoloji, gida endiistrileri, tarim ve enzim endiistrisindeki ¢esitli uygulamalarda
kullanim alani olusturmustur. Ayrica, kirleticilerin temizlenmesine yardimci olmasi
icin Aktinobakterilerin kullanilmasi da ilgi gormektedir. Aktinobakteriler, biiyiimeleri
icin kirleticileri metabolize edebildiklerinden, kirleticilerin uzaklagtirilmasi icin

ekonomik ve giivenli bir biyolojik yontem saglar.



Antibiyotik

Yabani
otlar

Biyokontrol

ajan Larvisitler

Biyoredasyon

Sekil 2.2. Biyoteknolojide aktinobakteri uygulamalari (Deka vd., 2020)

2.1.1. Aktinobakterilerin Taksonomisi

Aktinobakteriler, bakteri alemindeki en biiyiik filumlardan biri olarak kabul
edilir. Bu mikroorganizmalara ait filogenetik dal 16S rRNA'dan ¢ikartilir. Filumun
diger bakteri taksonlarindan ayrilmasi, bazi proteinlerdeki insersiyonlar/delesyonlar,
23S rRNA geninde biiylik bir insersiyonun varligi ve farkli gen diizenlemeleri ile
ilgilidir. Bununla birlikte, genomik analizin ortaya c¢ikmasindan sonra,
Aktinobakteriden tanimlanan spesifik proteinler (rpoB, ssgB vb.), Aktinobakterileri ve
alt gruplart ayirt etmeye yardimer oldu. Waksman ve Henrici, mikro-morfoloji ve
degisken hiicre duvari kemotipine dayali Aktinobakteri siniflandirma sistemini 6nerdi;
dort ana hiicre duvart tipi vardir. Aktinobakteriler grubu igindeki tiirleri siniflandirmak
icin kullanilan en yaygin yaklasim, 16S rRNA'ya dayali filogeniyi icerir (Sujarit vd.,
2017). Bu karakterizasyon, tetrapeptidlerden yan zincirin 3. pozisyonunda bulunan
amino asit tarafindan peptidoglikanlarin bilesimini ve yapisini, interpeptid

kopriilerinde glisinin ve peptidoglikanlarda bulunan karbonhidratin varligini izledi.



2.1.2. Aktinobakterilerin Yasam Dongiileri

Aktinobakterilerin yasam dongilisii beslenme durumuna goére degiskenlik
gostermektedir. Bu degiskenlikler iyi biiyiime kosullar altinda ¢ok hiicreli mantarlara
benzer septali miseller olusturuken; sinirlayici biiylime kosullar1 altinda sadece
vejetatif misel gelisirirler (Procopio vd., 2012). Aktinobakteriler, sporlari
cimlendirerek, besin igerisine giren ve c¢ogalmalar1 ile ilgili maddelerinin
(polisakkaritler, proteinler, lipidler ve aromatik bilesikler) hiicre dis1 enzimler
tarafindan metabolize edilmesinden sorumlu dallanma hifleri ile vejetatif
misellesmeye neden olan karmasik bir yasam dongiisiine sahiptir. Bitkisel miselyum
(birincil hif), septasyon ve spor olusumunu igeren morfolojik farklilasmaya maruz
kalan iireme miselyumunu olusturan substrat yilizeyinde c¢ikinti yapan hava
miselyumundan (ikincil hif) kaynaklanir. Bunlar, ¢ogu 1siya duyarli olan, ancak
adaptasyonda 6nemli olan, kuru mevsimde tiirlerin hayatta kalmasini tegvik eden besin

azalmasinin bir sonucu olarak olusur (Yagie vd., 2013).
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Sekil 2.3. Aktinobakterileride yasam dongiisiiniin sematik gosterimi (Barka vd., 2016)

2.1.3. Calismada Kullamlan Izolatlarin Genel Ozellikleri
2.1.3.1. Micromonospora

Micromonospora tiirleri dogada genis bir sekilde yayilis gosterir ve farkli
ortamlarda yasar. Tipta kullanilan baz1 ikincil metabolitlerin kaynak organizmalar
olmalarinin ~ yam1  sira  Micromonospora  tlirleri  bitki  gelisimini  de

destekleyebilmektedir  (Hirsch vd., 2010). Micromonospora suslari, baklagil



nodiillerinin dogal endofitleri olarak tanimlanmistir. Cins onemli fizyolojik ve
biyokimyasal g¢esitlilik sergilerken, Micromonospora morfoloji, filogeni ve
kemotaksonomi agisindan iyi tanimlanmig bir grup olusturur. Kolonileri beyaz,
turuncu, giil veya kahverengi gibi ¢esitli renklerde olabilir.

Bununla birlikte, Micromonospora cinsinin tiirlerini tek basina morfoloji
temelinde ayirt etmek her zaman kolay degildir. Sonug olarak, filogeniler ve tiir
tanimlamalar1 artik daha yaygin olarak 16S rRNA geninin veya gyrB'nin (DNA

topoizomerazini kodlayan gen) dizisi analiz edilerek tiiretilmektedir (Ay vd., 2020).
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Sekil 2. 4 Micromonospora tiirlerine ait filogenetik aga¢ gosterimi (Ay vd., 2020)

Bu tiirlerin ¢ogu alkali veya notr topraklardan ve daha az olgiide su
ortamlarindan izole edilmistir. M. echinospora'nin spor popiilasyonunun, isiya tepki
ozellikleri bakimindan heterojen oldugu bilinmektedir; bu, bu tiiriin ve akrabalarinin
popiilasyonlar1 icinde var olan dogal degiskenligi ortadan kaldirmak i¢in rutin 1s1
aktivasyonunun  kullanilabilecegini  distindiirmektedir ~ (Hoskisson  vd.,
2000). Ayrica, Micromonospora lupini Lupac 08 genomunun analizi, bakterinin
toprakta veya bitki dokularinda hayatta kalmasina yardimeci olabilecek ¢esitli gen
dizilerini ortaya ¢ikarmistir. Bununla birlikte, varsayilan bitki materyalini parcalayan

enzimleri kodlayan bircok gene sahip olmasina ragmen, bu bakteri bir bitki patojeni



olarak kabul edilmez (Trujillo vd., 2014). Ek olarak, genom Kkarsilastirmalari, M.
lupini Lupac 08'in, Frankia sp. ACN14a, Ccl3 ve EANlpec suslart ile metabolik
olarak yakindan iliskili oldugunu gosterdi. Bu sonuglar, Micromonospora cinsinin,
tamamen karasal bir yasam tarzindan fakiiltatif bir endofitik yasam tarzina 6nceden
tanimlanamayan bir adaptasyon siirecinden gectigini gostermektedir.
Micromonospora cinsinin ayrica ¢ok sayida antibiyotik tirettigi rapor edilmistir
(Berdy, 2005) ve gesitli 6zelliklere sahip yaklasik 500 farkli molekiilii sentezleyerek
en ¢ok metabolit iireten Streptomyces'ten sonra ikinci sirada yer almaktadir
(Genilloud, 2012). Micromonospora tiirleri hidrolitik enzimler iiretebilir, bu da
onlarin dogal ortamlarinda organik maddelerin par¢alanmasinda aktif rol oynamalarini
saglar. Denizel Micromonospora tiirleri, genis dagilimlari ve probiyotik olarak

potansiyel kullanimlari agisindan yakin zamanda gézden gegirilmistir (Das vd., 2008).
2.1.3.2. Streptomyces

Streptomyces, mantarlara benzer filamentli bir yapiya sahip, cesitli ortamlarda
biiyiiyen tipik olarak tek bir biiyiik dogrusal kromozoma sahip bir Gram-pozitif bakteri
cinsidir. Streptomyces'in morfolojik farklilagsmasi, bir spor zincirine farklilagabilen bir
hif tabakasinin olusumunu igerir. Cok hiicreli miselyal Streptomyces'in yasam
dongiisii, vejetatif hif olusturmak i¢in biiyliyen bir sporun ¢imlenmesiyle baslar,
ardindan bir hif biiyiimesi ve dallanma siireci, karmasik dalli vejetatif miselyumla
sonuglanir (Chater vd., 2010). Bu siire¢ Gram-pozitifler arasinda benzersizdir ve 6zel
ve koordineli bir metabolizma gerektirir.

Streptomyces'in ilging 6zelligi, antifungaller, antiviraller, antitiimoral, anti-
hipertansifler gibi biyoaktif ikincil metabolitler ve esas olarak antibiyotikler ve
immiinosupresifler tiretme yetenegidir. Cinsin diger bir 6zelligi, filizlenen sporlarinin
hif olusturdugu, diizenli araliklarla septa olusturan ve cekirdeksiz sporlardan olusan
bir zincir olusturan ¢ok ¢ekirdekli aerial miselyumu olusturdugu karmasik hiicreli
gelisimdir (Benthley vd., 2002). Streptomyces vejetatif hiflerinin belirgin bir 6zelligi,
uc uzama ile biiylimeleridir. Vejetatif biiylime sirasinda hiicre bdliinmesinin hiicre
fizyonuna yol agmamasi, bunun yerine hifleri bagli bolmelere ayiran ¢apraz duvarlara
yol agmasi (Donachie vd., 1993), streptomisetleri ¢ok hiicreli bir bakterinin nadir bir
Ornegi yapar ve her bolme kromozomun birden fazla kopyasini igerir (Claessen vd.,
2014). Vejetatif ¢apraz duvarlarin araligt hem farkli Streptomyces tiirleri arasinda hem

de farkli biiyiime kosullar1 ve miselyal yaslar1 arasindaki bireysel tiirler arasinda



onemli Olgiide farklilik gosterir. Besin tiikenmesi gibi olumsuz kosullar altinda,
vejetatif miselyum, hava hifi adi verilen, dik sporojenik yapilar olusturmak icin
farklilagir (Dyson, 2019).

Streptomisetleri 6nemli kilan 6zellikler, biiyiik metabolit tiretim hizlar1 ve
biyotransformasyon siiregleri, lignoseliiloz ve kitini degrade etme yetenekleri ve
organik maddenin biyolojik dongiilerindeki rollerine bakildiginda toprakta en bol

bulunan mikroorganizmalar arasinda yer almalaridir (Benthley vd., 2002).
2.1.3.3. Nocardia

Nocardia cinsi Actinomycetota filumuna Actinomycetia sinifina Nocardiaceae
ailesine aittir (Dhakal vd., 2019). Nocardia susunun ilk bildirilen izolasyonu, 1888'de
Edmond Nocard tarafindan bir sigir lenfanjit vakasindan izole edilmistir. Sus daha
sonra “Nocardia farcinica” olarak adlandirildi. Daha sonra, Nocardia cinsine ait
bircok tiir, antimikriobiyal duyarlilik testleri, substrat dekompozisyon testleri ve ilag
direnglilik testleri gibi biyokimyasal testler kullanilarak tanimlanmis ve taksonomik
olarak simiflandirilmigtir (Roth vd., 2003).

Nocardia’lar bagisikligi baskilanmis konakgilarda firsat¢r enfeksiyon etkeni
olarak bilinen, her yerde bulunan bir g¢evresel bakteri grubudur. Nocardia tiirleri,
toplamda 168’den fazla farkl tiiriin tanimlandigi, her yerde bulunan toprak kaynakl
aerobik aktinomisetlerdir (Brown-Elliott vd., 2006). Nocardia enfeksiyonlari ¢cevresel
kaynaklardan inhalasyon veya perkiitan agilama yoluyla gelisse de (Abreu vd., 2015),
hastane kaynakli bulagsma da bildirilmistir. Son 20 yilda, Nocardia enfeksiyonlari,
patojen izolasyonu ve molekiiler tanimlama i¢in gelistirilmis yontemler ve gittikge
bliyliyen bagisikligi baskilanmis popiilasyon nedeniyle, diinya capinda insanlar ve
evcil hayvanlar arasinda ortaya ¢ikan hastaliklar olarak kabul edilmistir (Malani,
2010). Nocardia tiirleri firsatg1 patojenler olarak kabul edilmektedir (Dolin vd., 2005)
ve bagisiklik fonksiyonunu tehlikeye attig1 bilinmektedir.
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Sekil 2.5. Nocardia tiirlerine ait filogenetik agag gosterimi (McTaggart vd., 2010)

Ayrica Nocardia tiirleri, antibiyotikler ve enzimler gibi endiistriyel agidan

onemli biyoaktif molekiiller iiretir (Barka ve ark., 2015).
2.2. Sekonder Metabolitler

Streptomyces, Arthrobacter, Actinomyces, Corynebacterium, Micrococcus, Frankia,
Micromonospora ve bazi aktinobakteri iiyeleri, biyoteknolojik olarak en onemli
mikrobiyal topluluklardan biridir. Aktinobakterilerin sekonder metabolitleri, ¢esitli
biyolojik aktivitelerle bilinir (Manvisagan vd., 2014). Farkli mikroorganizmalardan
yaklasik 23.000 antibiyotik kesfedilmistir ve mikrobiyal toplulukta aktinobakterilerin

sekonder metabolitlere katkisi (~10.000) inanilmazdir. Aktinobakteriler arasinda

Streptomyces cinsi iiyeleri biyoaktif metabolit lireticilerinin baginda gelir ve her susun

10-20 ikincil metabolit iirettigi ongorilmektedir (Lam, 2006). Aktinobakteri {iyeleri

arasinda, Streptomyces'in antibiyotikler, ucucu bilesikler, sideroforlar gibi ¢cok sayida

biyoaktif metabolit iirettigi bilinmektedir (Tablo 2.1). Bu metabolitler, antimikrobiyal,
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antitimor ve antiinflamatuar 6zellikleriyle bilinirler ve gesitli biyolojik etkinlikleri

acisindan Manivasagan vd., (2014) tarafindan gozden gegirilmistir.

Tablo 2. 1 Bazi iiretilen sekonder metabolitler ve uygulama alanlar

Rol Mikroorganizma Metabolit Uygulama Alani
Antibiyotik  Streptomyces sp. SD85  sceliphrolactam Tip
Streptomyces sp. NB- staurosporine antifungal ve hipotansif
Al3 aktivite, antikanser ajanlar
Streptomyces sp. Antikanser ilag glioma hiicrelerinin
27406 cogalmasini engellemek
S. avermitilis Ivermectin Anti parazitik
Planomonospora alba Planosporicin Antibakteriyel
Anti-Gram + Aktivite
Actinoplanes Actinocarbasin Anti-MRSA Aktivitesi
ferrugineus
Bitki Corynebacterium sp. Azotlu giibre  Bitki Bilyiime
Biiylimesine yerine
Katk1 Pseudonocardia - Azot
dioxanivorans fiksasyonu/Biyokontrol
maddesi
Streptomyces sp. - Bitki biiyiimesini tesvik
edici/Biyokontrol ajani
Micromonospora sp. - Bitki biiyiimesini tesvik
edici/Biyokontrol ajani
Streptomyces sp. — Alternaria brassicicola'ya
Strain MBCN152-1 kars1 biyokontrol
potansiyeli
S. lydicus WYEC 108 Cozlnir Biyofungisit
actinovate
Enzimler  Streptomyces sp. H1 CMCase, Inate1 lignoseliilozun
Micromonospora sp. ksilanaz, IIgnln bozunmasi
G7 peroksidaz,
Saccharomonospora sp. Manganez
T9 peroksidaz, lakkaz
Streptomyces sp. G12 endo-B-1,4- hemiseliilozun
glukanaz monosakKkaritlere
gelismis hidrolizi
S. leeuwenhoekii C34 Baeyer-Villiger Biyokatalizor
monooksijenazlari
(BVMO'lar)
S. griseus AA10 Kitin degredasyonu
LPMO
Thermobifida fusca kitin-aktif seliilozik biyokiitleyi
LPMO/Seliilaz degrade etmek
Thermobifida fusca Diusiik aktiviteye Koloidal kitin ve kitosan
sahip olsa da gibi polimerik
GH18 kitinaz substratlarin bozunmasi
Siderofor ~ S. Siderofor Magnaporthe oryzae'ye

sporocinereus OsiSh-2

karg1 antagonist etki

Streptomyces sp.
MBRL 10

Hidroksamat
siderofor

tip

Fungal patojenlere karsi
antagonist etki
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Tablo 2.1 (devam)

Sinyal Micromonospora sp. - Jasmonate tarafindan
Molekiilii diizenlenen  savunmalarin
uyarilmasi
Ucucu Streptomyces spp. Ucucu  organik Bitki hastaliklarinin
Organik bilesik-alkoller,  bastirilmast ve dogrudan
Bilesikler esterler, asitler, antifungal aktivite
(VOCs) alkanlar, ketonlar Diger bakterilerde
ve alkenler antibiyotik tiretimini
modiile eder
Streptomyces sp. Ucucu organik Rhizoctonia solani'ye karsi
MBRL 10 bilesikler koruma

Sekonder metabolitler, primer metabolizma sonrasinda agiga c¢ikan firiinlerden

sentezlenirler. Hiicrenin yasam dongiisiinde gerekli olan primer metabolitlerin aksine,

sekonderler “fazlalik” metabolitler olarak bilinmesinin yani sira, varligi ve miktarlart

dis ortamdan etkilenir. Bu biyoaktif molekiiller, sekonder metabolizmalarinin bir
parcasi olarak, mikrobiyal kromozomlarindan kodlanan biyosentetik gen
kiimelerinden fiiretilirler ve uygun kosullar saglanana kadar sessiz kalirlar (Jiang vd.,
2018). Sekonder metabolit biyosentezi, besin tiilkenmesi gibi dig uyaranlara yanit
olarak, biiytime hizinin azalmasiyla ya da rekabet s6z konusu oldugunda kendi kendini

koruma araci olarak hiicrenin hayatta kalmasi i¢in biiyiik 6nem tasimaktadir (Sharon,

2010).
Sekonder
Metabolit
t Eldesi

Denge Faz

Litik Faz
Log/Faz

Mikroorganizma cfu/mL

Lag Faz

Siire

Sekil 2.6. Sekonder metabolitin iiretilme asamasi
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2.2.1. Mikroorganizmalarin Birbirleri ile Etkilesimleri

Birlikte kiiltiirleme, mikroorganizmalarin yakinlardaki sakinlerle siirekli olarak
etkilesime girdigi ¢evresel habitat1 taklit ederek mikroorganizmalardan yeni biyoaktif
sekonder metabolitleri kesfetmeye yonelik bir baska etkili kiiltiir tabanli stratejidir.
Uygun bir ortam igerisinde mikroorganizmalar1 karistirarak gelistirilen ortamlara

birlikte kiiltiirleme ya da karisik fermentasyon denir (Tan vd., 2019).

Mikroorganizma Birlikte Kiiltiirleme Sekonder Metabolit
ve Fermentasyon

Sekil 2.7. Aktinobakterilerde sekonder metabolitin birlikte kiiltiirme asamasinin
sematik gdsterimi

Geleneksel yontemlerle karsilastirildiginda, birlikte kiiltiirleme, tek besin
maddesi veya fiziksel durum degisiklikleri lizerinde dngoriilemeyen uyaranlar sunarak
mikroorganizmalarin saf kiiltiir kosullarinda gézlemlenmeyen cesitli yeni sekonder
metabolitler iiretmesine izin verir (Abdelmohsen vd., 2015). Ayrica, ortak kiiltiir
yontemi yalnizca yeni sekonder metabolitleri uyandirmak igin degil, var olan sekonder
metabolit miktarinin artirilmasi i¢in de kullanilir. Bu baglamda birlikte kiiltiirleme
yontemleri bakteri ve mantarlarda ¢alisiimasinin yani sira gogunlukla aktinomisetlerde

uygulanmaktadir (Yu vd., 2019).
2.2.2. Aktinobakterilerde Siderofor Sentez Mekanizmasi

Bircok mikroorganizmanin  (Lactobacillus disinda) ¢evredeki demiri
kullanabilmek i¢in farkli formlardaki sideroforlar1 sentezleyerek ¢evresindeki diger
mikroorganizmalar ile rekabet ettigi gosterilmistir (Ratledge ve Dover, 2000).

Mikroorganizmalarin sentezledigi farkli kimyasal 6zellikteki sideroforlar Kimyasal
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kompozisyon ve mikrobiyal
2008).

orijinlerine gore siniflandirilirlar (Miller ve Marvin,
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Sekil 2.8. Uretilen baz1 siderofor tiirlerinin gsterimi (Holden ve Bachman, 2015)

Yapilarina bagli olarak, sideroforlar katekolat ve hidroksamatlar olarak iki
grupta smiflandirilirken a-hidroksikarboksilatlar ve tiyazolinler/oksazolinler gibi
diger sideroforlar eklendiginde dort grupta agiklanmustir (Schalk vd., 2011, Challis ve
Hopwood, 2003). Sideroforlar, ¢oklu enzim ailesini iceren NRPS'ye bagimli yol olarak
da peptit (NRPS) da
biyosentezlenmektedir. Ribozomal olmayan peptit sentetaz (NRPS) takim1 incelenmis

bilinen ribozomal olmayan sentetaz tarafindan
ve farkli tipte sideroforlar igin biyosentetik yollar arastirilmistir. Hidroksamik asit
bazli sideroforlarin biyosentetik platformu, amid baglar ile birlestirilmis alternatif
dikarboksilik asit ve diamin yapu taslari icerir. (Kadi ve Challis, 2009).

NRPS'ye bagli yolaklarda nitrojen heterosiklik bazli sideroforlar, amino ve/veya
aril asit yapi taslarindan birlestirilir (Felnagle vd., 2008). NRPS'deki tek veya birkag
polipeptit zincirinde yer alan amino asitlerin taninmasi, karmasik yapinin aktiflesmesi
i¢cin yeterlidir. Aminoasit yapisinin taninmast NRPS modiilii, adenilasyon (A) alani
karboksil grubunun adenilasyonunu katalize eder ve tiyolasyon (T) veya peptidil
tagiyict protein (PCP) alani, fosfopantethein kolunun tiyoliinii kullanir. Bazi

durumlarda TE alani, alternatif alan rediiktaz (R) alani ile ikame edilir. Son
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yogunlasma (C) alani, tiyoesterin asilasyonunda yer alir. Baz1 modiillerde C alani, bir
heterosiklizasyon (Cy) alani ile degistirilir (Kadi ve Challis, 2009).

NRPS'den  bagimsiz  yolaklarda yapilan  smirli  arastirmalar, o-
hidroksikarboksilatlar ve hidroksamat tipi sideroforlar igin bildirmistir. Son
arastirmalarda, acrobaktin biyosentezinde yer alan enzimlere benzer enzimleri igeren
NRPS'den bagimsiz yolak yoluyla birkag sideroforun bir araya geldigi bilinmektedir.
Biyosentetik yol, dis zar reseptorii ferrik-aerobaktini kodlayan ve bir sitrik asit, iki L-
lizin, asetil-CoA ve oksijenden olusan bir molekiilden iutA geni ile iucABCD gen
kiimelerini igermektedir. Bir lucA/lucC homologunu kodlayan bir veya daha fazla
genin varligi, NRPS'den bagimsiz biyosentetik gen kiimelerinin ayirt edici 6zelligi

olarak kabul edilmistir (Challis, 2005).

(o]
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Sekil 2.9. Desferrioksamin B iiretiminin kimyasal sentez gosterimi (Miigge vd., 2020)

Hibrit NRPS/NIS yolaklarinda ise desferrioksaminler, peptit olmayan
hidroksamat siderofor gruplarmin iyi bilinen tyesidir. Streptomyces pilosus'ta
desferrioksamin B'nin biyosentezinde gorev alan dort genli (desA-D) bir operondan
olusur (Barona-Gomez ve ark, 2004). Baslangigta, L-lizinin dekarboksilasyonu,
PLP'ye bagli amino asit dekarboksilazlar (desA) ile kadaverin olusumuna yol acar.
Kadaverinde FAD-bagimli amin monooksijenler (desB) ile N-hidroksikadaverin i¢in
hidroksillenir. Operonun tekrar dizisi, demir (1) bagimli baskilayicit gorevi goriir.

Asetil CoA veya siiksinil CoA (desC) ile gevsetilmis CoA'ya bagimli asil
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transferazlarin aracilik ettigi asilasyonun, niikleotit trifosfata bagli oligomerizasyon ve
siklizasyon (DesD) araciligiyla makrosikleye yol agan hidroksamik asit vermek tizere
N-hidroksikadaverinin asilasyonunu katalize ettigi varsayilir (Barry ve Challis, 2009).

2.2.3. Desferrioksamin B’nin Bazi Biyoteknolojik Uygulama Alanlari

Son yillarda desferrioksamin B, saglik, ¢evre, ziraat ve endiistriyel alanlar da
dahil olmak iizere biyoteknolojinin bir¢ok farkli bilim dalindaki 6neminden dolay1
genis c¢apta arastirilmistir. Desferrioksamin B’nin endiistriyel potansiyeli yiiksek,
kendisi kiigiik bir molekiil olmasindan dolay1 sanayide kullanimi ¢ok 6Snemlidir
(Crichton vd., 2019). DFOB'nin “sans1” uygun iiretim ortamlarinda ve maliyetlerinin
az olmasindadir (Fan ve Fang, 2021; Bellotti ve Remelli, 2021). Sonug olarak,
DFOB'in temel uygulama alani, demir viicutta dengesiz dagilimi ve ozellikle asiri
demir alimiyla ilgili hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Sonug olarak, demirin
viicudumuzdaki biyolojik yolaklarin c¢ogunlugunda kullanilmasindaki 6nemi ve
oksidatif stres siireclerinde gorev almasi, DFOB'yi farkli terapdtik ve teshisi igin
caligilabilecek bir molekiil olarak 6n plana g¢ikmaktadir (Di Nicola vd., 2015).
Selasyon tedavisi daha ¢ok metal detoksifikasyonunda kullanilsa da, son yillarda
yapilan ¢aligmalar antioksidan, antikanser ve antimikrobiyal etkileri tizerinde de

kullanilabilecegini gostermektedir.
2.2.3.1. Selatlayic1 Ajan Olarak DFOB Kullanim

DFOB ve genel olarak selatlayici ilaglar, bir¢ok insan hastaligina karsi koymak
icin ana, alternatif veya adjuvan tedavi olarak kullanilabilir. Selasyon tedavisi
oncelikle metal detoksifikasyonunda uygulama bulur, ancak ayn1 zamanda umut verici
antioksidan, antikanser ve antimikrobiyal etkiler de gosterebilir (Kontoghiorghes ve
Kontoghiorghe, 2020). Selatlayici ajanlar igerisinde yer alan DFOB vb ilaglar, birgok
hastaliga kars1 adjuvan tlirevi gorev yaparak tedavide kullanilabilirler
(Kontoghiorghes, 2020).

DFOB, c¢ok farkli organlardaki islev bozuklugundan dolay1 asir1 demir
yiiklemesi sonucu biriken demiri ortamdan uzaklastirmak ic¢in kullanilmistir.
DFOB'un Desferal® olarak bilinen mesilat tuzu, su anda Diinya Saglik Orgiitii'ne
(WHO) gére “Temel ilag” listesinde yer almaktadir. DFOB ilacinin viicuttaki islev
mekanizmasi, Oncelikle vaskiiler boslukta Fe(III)'li baglamaktan sonra safra ya da idrar

araciligi ile ortamdan uzaklastirllmasindan olusmaktadir (Hatcher vd., 2009). DFOB
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tizerinden demir selasyon uygulamasi genel olarak transflizyona bagimli anemiler (-
talasemi ve orak hiicreli anemi) ve transflizyona bagli olmayan (talasemi veya
miyelodisplastik sendromlar) anemilerde kullanilmaktadir (Leitch, 2007). DFOB,
demirin  viicuttan uzaklastirilmasindaki  verimliligini artirmak ve DFOB
uygulamasindan dolay1 meydana gelen olumsuz etkileri azaltmak i¢in diger selatlayici
maddeler veya adjuvanlarla kombinasyon yapilarak kullanilir. Askorbik asit DFOB
aracilt demirin atilmasinda 6nemli bir rol oynar ve adjuvan tedavisinde standart olarak
kullanilir. Birkag c¢alisma, DFOB uygulamasinda adjuvan olarak askorbik asit
kullaniminin demir atiliminda 6nemli bir artisa (talasemi hastalarinda %245'e kadar)

neden oldugunu gostermistir (Kontoghiorghes vd., 2020).

8 Siderofor

Reseptorii

Tasiyicl
ic Memb
Siderofor @ ¢ viembran Dis
. Membran
Bivosentez
ve Salimmi Sideroforun
Parcalanmasiyla

Demirin Ayrilmasi
Sekil 2.10. Sideroforlar araciligi ile demirin hiicre igerisine alinmasinin gosterimi
(Vinuesa ve McConnell, 2021)
2.2.3.2. Antioksidan Olarak DFOB Kullanim
DFOB organizmada ¢ok fazla bulunan demir yogunlugunun indirgemesinde rol
oynamasina ragmen, diger bir 6zelligi de oksijen radikalli tlirevlerinin demir katalizi
ile olusan yapinin inhibisyonu ile ilgilidir. Bu sebeple, oksidatif stresin patofizyolojiye

bilgi sagladigi ¢esitli hastaliklarda uygulanabilir; 6rnegin, renal, hepatik (Hatcher vd.,
2009), norodejenaratif hastaliklar (Fine vd., 2017) ve kok hiicrelerde oksidatif stres
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kaynakli apoptozu ortadan kaldirmaya aracilik edebilir (Khoshlahni vd., 2020).
DFOB, kan-beyin bariyerini asarak beynin farkli alanlarindaki asirt demir
yiikklenmesini azaltan, umut vaat edici terapdtik antioksidan aktivite gosterdigi
bildirilmistir (Crichton vd., 2019). Bu bilgiler 1s18inda yapilan hayvan deneylerinden
elde edilen sonuglara gére DFOB kullanimi ile néroproteksiyonun ve hemorajik beyin

hasarmin azaltildig: gosterilmistir (Hu vd., 2019; Fine vd., 2017).
2.2.3.3. Antikanser Olarak DFOB Kullanim

DFOB kanser hiicrelerindeki demir iyonlarini baglayarak antikanser aktiviteye
sebep olur (Heskamp vd., 2017). Normalde demir, kanser hiicresinin biiylimesine ve
cogalmasina sebep olmasinin yani sira hiicresel birikimini, kanserin baglangicini
destekledigi gorilmistir (Bajbouj vd., 2018). Neticede, demir selatorleri kanser
kemopreventif ve kemoterapdtik ajanlar olarak aragtirilmistir. DFOB, klinik giivenlik
ve selasyon tedavisinde kanitlanmis faaliyetlerinden &tiirii kesfedilen ilk molekiil
olmaktadir ve destekleyici antikanser tedavisi olarak denenmistir. DNA sentezini
etkiledigi ve cilt kanseri, meme adeno ve hepatoseliiler karsinom ile yumurtalik
kanserinin ilerlemesini o6nledigi bildirilmistir. Dolayisiyla, DFOB’nin diisiik zar
gecirgenligi ve kisa plazma yar1 6mrii 6zellikleri, bu bilesigin antikanser etken olarak
kullanimin1 zorlagtirmaktadir (Wang vd., 20119).

Tablo 2.2. DFOB disinda kullanilan bazi antikanser sideroforlar (Pita-Grisanti vd.,
2022)

Siderofor 2D Yap Mikroorganizma Arastirilan Kanser Tiirii

Makrofaj, 16semi, meme kanseri,
Deferoxamine  PubChem ID: hepatoseliiler karsinom, mide

(DFO) 2973 Streptomyces spp kanseri, noéroblastoma, yumurtalik,
epidermoid karsinom.
PubChem ID:
DFCAF (DFO 2973 iy 1o .
kompleksi) PubChem ID: Streptomyces spp Kanser kok hiicreleri
2519
Deferritiyosin ~ PubChem ID: Streptomyces . .
(DFT) 101609363 antibioticus Hepatoseliller karsinom
Amamistatin A PubChem ID: Nocardia Losemi, meme, akciger ve mide
135430484 asteroides kanseri
Amamistatin B PubChem ID: Nocardia Losemi, meme, akciger ve mide
135438025 asteroides kanseri
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Calismada Kullanilan Mikroorganizmalar

Bu arastirmada kullanilan Micromonospora craterilacus NA12 (Ay vd., 2020),
Streptomyces sp. MK37H (Ates, 2019) ve Nocardia sp. GTS18 (Ay, 2016)
mikroorganizmalari, daha once yapilan galismalarla sirastyla Nemrut Golii, Antalya-
Kumluca ve Gélciik Golii bolgelerinden elde edilmistir. 16S rRNA gen dizi analizi ile
karakterizasyonu yapilan bu mikroorganizmalar sonraki ¢alismalar i¢in %20 (v/v)

gliserol stok igerisinde -80°C kosullar1 altinda muhafaza edilmistir.
3.1.2. Cahsmada Kullanilan Kimyasal ve Soliisyonlar

Planlanan calismada glikoz, siikroz, maltoz, kazein, pepton, maya oOziitii
(Oxoid), sigir ozitii (Oxoid), kalsiyum kloriir dihidrat (CaClz x 2H20), agar (Oxoid),
malt oziitli, kalsiyum karbonat (CaCOg), nisasta, N-Z-Amin, tripton, sodyum Klorit
(NaCl), hidroklorik asit (HCI) Merck firmasi, krom azurol S (CAS),
hekzadesiltrimetilamonyum (HDTMA), demir (III) kloriir hekzahidrat (FeCls.6H20)

ve standart desferrioksamin Sigma firmasina ait {iriinler kullanilmistir.

Calisma igerisinde siderofor tespitinde kullanilacak olan soliisyonlar asagidaki

bilgilere gére hazirlanmistir.

Soliisyon 1: Kullanilacak tiim cam malzemelerin demirden arindirilmasi i¢in 3

M HCI soliisyonu hazirlanmistir.

- HCI (%35-37): 250 ml
- Distile su (dH20): 750 ml

Soliisyon 2: CAS distile su igerisinde ¢oziilmiistir.

- CAS: 121 mg
- dH20: 100 ml

Soliisyon 3: HDTMA distile su igerisinde ¢oziilmiistir. HDTMA deterjan
ozellikte oldugu icin 55°C° de 20 dakika inkiibasyon yapilarak ¢oziilmesi

beklenmistir.

- HDTMA: 729 mg
- dH20: 400 ml
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Soliisyon 4: FeCls-6H20, HCI soliisyonu igerisinde ¢oziildii.

- FeCl3-6H20: 2,703 g
- HCL: 40 ml
- dH20: 100 ml

Soliisyon 5. CAS-HDTMA soliisyonu hazirlandi. Bu soliisyon kullanimdan
once 0.2 um filtreden gecirildi.

- 100 ml CAS soliisyonu

- 20 ml FeCl3-6H20 soliisyonu

- 20 ml HDTMA soliisyonu iki soliisyonun iizerine yavasga
birakilarak homojen hale gelmesi saglandi. Bu karisim sonunda

mavi renkli soliisyon elde edildi.
Soliisyon 6: Glukoz ¢ozeltisi distile su igerisinde ¢oziilmiistiir.

- Glukoz: 8 ¢
- dH20: 1000 ml

Soliisyon 7: Maltoz ¢ozeltisi distile su igerisinde ¢oziilmiistiir.

- Maltoz: 8¢
- dH20: 1000 ml

Soliisyon 8: Siikroz ¢ozeltisi distile su igerisinde ¢oziilmiistiir.
- Siikroz: 8 ¢
- dH20: 1000 ml

Soliisyon 9: Nisasta ¢ozeltisi distile su igerisinde ¢oziilmiistiir.

- Nisasta: 8 ¢
- dH20: 1000 ml

Soliisyon 6-7-8-9 hazirlandiktan sonra otoklavda 121 °C’ de 15 dakika sterilize

edilmistir.

3.1.3. Calismada Kullanilan Besiyerleri
Besiyeri 1: GPHF AGAR PH:7,2

- Glukoz: 10 g/l

- Pepton: 59/l

- Maya Oziitii: 5 g/l
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- Sigir Oziitii: 59/l

- CaCl2x2H:0: 0.74 g/l
- Agar: 15 g/l

- Distile su: 11

Besiyeri 2: GYM STREPTOMYCES AGAR PH: 7,2

- Glukoz: 4 g/l
- Maya Oxziitii: 4 g/l
- Malt Oziitii: 10 g/l
- CaCOs: 2 g/l
- Agar: 12 g/l
- Disitle su: 11

Besiyeri 3: N-Z AMINE AGAR PH: 7,2

- Glukoz: 10 g/l
- Nisasta: 20 g/l
- Maya Oziitii: 59/l
- N-Z Amine: 59/l

- CaCOs: 19/l
- Agar: 15 g/l
- Distile su: 11

Besiyeri 4: TRYPTONE YEAST EXTRACT AGAR (TYG) PH: 7,0

- Tripton: 39/l
- Maya Oziitii: 59/l
- Glukoz: 59/
- Agar: 20 g/l
- Distile su: 11

Besiyeri 5: LB (Luria-Bertani) BROTH PH: 7,0

- Tripton: 10 g/l
- Maya Oziitii: 5¢/

- NacCl: 59/

- CAS-HDTMA: 100 ml
- Distile su: 900 ml
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Besiyeri 6: LB (Luria-Bertani) AGAR-CAS PH: 7,0

- Tripton: 10 g/l
- Maya Oxziitii: 59/l

- NacCl: 59/l

- CAS-HDTMA: 100 ml
- Agar: 20 g/l
- Distile su: 900 ml

Besiyeri 7: LB (Luria-Bertani) BROTH PH: 7,0

- Tripton: 10 g/l
- Maya Oziitii: 5 g/l

- NaCl: 59/l

- * 4 g/l

- Distile su: 500 ml

*: Glukoz, maltoz, siikkroz veya nisasta

Besiyeri 8: TRYPTONE YEAST EXTRACT (TYG) BROTH PH: 7,0

- Tripton: 39/l
- Maya Oziitii: 59/l
- * 4 g/l
- Distile su: 11

*: Glukoz, maltoz, siikroz veya nisasta

Besiyeri 1-2-3-4-5 hazirlandiktan sonra otoklavda 121 °C’ de 15 dakika sterilize
edilmigtir. CAS-HDTMA soliisyonu sterilizasyondan sonrasi igerik 55-60°C’ye
diistiigiinde aseptik kosullar altinda eklenmistir. Sterilizasyondan sonra agarlar esit
hacimlerde petrilere aktarilirken sivi besiyerleri 30 ml olacak sekilde steril erlenlere

aktarilmistir.
3.1.4. Calismada Kullanilan Cihazlar

« Santriflij (Hettich ROTINA 35R)

* Otoklav (HIRAYAMA)

« Inkiibatorler (SANYO, BINDER, JSR)
» Calkamal1 inkiibatér (INNOVA 4340)
» Otomatik pipetler (BRAND)
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* Hassas terazi (Denver Instrument)

* pH 6l¢iim cihaz1 (WTW)

* Vorteks (VWR INTERNATIONAL)

* Buzdolab1 (REGAL-BOSCH)

* Membran filtreler (Sartorius, Cellulose nitrat filter 11407 CAN 0,2 um)
* Manyetik karistirici (Chiltern)

* Derin dondurucu (Bosch)
3.2. Metot

3.2.1. Desferrioksamin B Gen Kiimelerinin Biyoinformatik Analizi

AntiSMASH araci, belirli gen kiimesi tiirleri i¢in gizli Markov modelleri
kullanarak, bilinen tim kimyasal siniflarin sekonder metabolitlerini kodlayan gen
kiimelerini yliksek dogruluk orani ile tanimlayabilmektedir. AntiSMASH, gen
kiimelerini tespit etmenin yan sira, ayn1 zamanda ayrintili dizi analiz sonuglarini da
verir. Micromonospora craterilacus NA12 (PRINA224116), Streptomyces sp.
MK37H (PRINA224116), Streptomyces sp. BG9H (PRINA224116), Streptomyces sp.
NTH33 (PRINA224116) ve Nocardia sp. GTS18 (PRINA224116) izolatlarinin tim
genom verileri NCBI GenBank’tan indirilerek antiSMASH web aracinda
(https://antismash.secondary metabolites.org) bu izolatlarin sekonder metabolit
kodlayan gen kiimeleri belirlendi. Mikroorganizma sekanslarina ait kontig veriler web
programinda data yiikleme alanma eklendi. Ardindan biyosentetik gen kiimelerinin
tamamin1 tespit edebilmesi i¢in kiime algilama sikilig1 boliimiinde sik1 alani isaretlendi

ve verilerin analizi i¢in web araci ¢alistirilarak sonuglar analiz edildi (Blin vd., 2021).
3.2.2. Mikroorganizmalarin Ureme Kosullarina Gore Aktiflestirilmesi

Bu ¢aligmada kullanilan Micromonospora craterilacus NA12, Streptomyces sp.
MK37H ve Nocardia sp. GTS18 mikroorganizmalarinin aktiflesmesi igin gliserol
stoktan GPHF, GYM, N-Z ve TYG agarlara inokiilasyon yapilarak petriler 28°C’de 4-
7 giin inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonucunda mikroorganizmalarm en iyi
tutunma gosterdigi besiyeri ana besiyeri olarak secildi ve sonraki caligmalar bu

besiyeri lizerinden devam etti.
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3.2.3. Siderofor Uretiminin CAS Analizi ile Dogrulanmasi

Caligmada siderofor {iretimine ait tespit kalitatif ve kantitatif olarak yapilmistir.
CAS testi, sideroforun ferrik demire yiiksek afinite gostermesinden dolay: siderofor

varliginin tespitinde kullanilan baglica yontemdir.

3.2.3.1. Kalitatif Test ile Siderofor Varhginin Gézlemlenmesi

LB-CAS agar hazirlandiginda ferrik demir ile baglanmasindan dolay1 mavi-yesil
renkte goriilmektedir. Mikroorganizma gelismesine bagli olarak siderofor iiretimi
arttikca reaksiyon meydana gelir ve mavi-yesil renk sari-turuncu renge doner (Arora
ve Verma 2017).

Siderofor tiretimi igin tek koloni diisiiriillen Micromonospora craterilacus NA12,
Streptomyces sp. MK37H ve Nocardia sp. GTS18 mikroorganizmalarindan steril bir
oze ile almarak LB ve TYG Broth igerisinde inokiilasyon yapildi. Inokiilasyonun
ardindan brothlar 28°C’de 4-7 giin ¢alkalamal inkiibatorde gelistirildi. Inkiibasyonun
ardindan sivi kiiltiir vorteks yapildiktan sonra 10 pl alinarak LB-CAS agarin orta
noktasina damlatildi. Agarin damlayr tamamen emmesi i¢in 30 dakika bekletildi ve
ardindan 28°C’de 4-7 giin inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda koloni
olusturan mikroorganizmalarin g¢evresinde sari-turuncu zon olusturanlar siderofor

tiretimi yoniinden olumlu olarak degerlendirildi.
3.2.3.2. Kantitatif Test ile Siderofor Uretim Miktarinin Hesaplanmasi

LB sivi besiyeri igerisinde tretilen Micromonospora craterilacus NA12,
Streptomyces sp. MK37H ve Nocardia sp. GTS18 mikroorganizmalari taze 30 ml LB
sivi besiyeri igerisinde 1/100 oraninda eklendi ve 28°C’de 4-7 giin inkiibasyona
birakildi. Sideroforlar hiicre disina saliman molekiiller oldugundan inkiibasyon
sonunda 1 ml hiicre kiiltiri 2 ml mikrosantrifiij tiiptine aktarildi. Ardindan oda
sicakliginda 10.000 rpm’de 5 dk santrifiij yapilarak hiicre iceriklerinin ¢oktiiriilmesi
ile elde edilen siipernatanttan 250 ul yeni 1.5 ml mikrosantrifiij tiipe aktarildi. Uzerine
250 ul CAS-HDTMA soliisyonu ve CAS-siderfor baglantisini arttirmasi ig¢in 5 ul 0,2
M siilfosalisilik asit soliisyonu eklendi. Tiim igerik hafifce alt {ist yapildiktan sonra en
az 5 dakika olacak sekilde karanlik alan igerisinde inkiibasyon yapildi. Ilk basta mavi
renkte olan CAS-HDTMA soliisyonu siderofor ile kompleks yapi olusturduke¢a
turuncu-mor renk agiga c¢ikarak CAS deneyi olumlu olarak degerlendirilmistir
(Schwyn ve Neilands, 1987).

24



CAS testinde renk degisimi goriildiikten sonra siderofor iiretim miktar
sideroforun 630 nm’de absorbans gostermesinden yararlanilarak spektrofotometrik
dl¢iim ile belirlendi. Olgiim sonucunda numuneler kdrleme (Steril LB s1v1 besiyeri +
CAS-HDTMA soliisyonu + Stilfosalisilik asit) deger ile kiyaslanarak siderofor {iretim
yiizdesi asagidaki formiile gore hesaplandi. Tiim deneyler en az 3 tekrar olacak sekilde

uygulanmistir (Arora ve Verma, 2017).

Siderofor Yiizde Hesabi;

Ar-As
% Siderofor (SU) = X 100 (3.2)
Ar

Ar: Korleme Degeri (Aszo)

As: Numune Degeri (As30)’ e gore hesaplanmistir.

3.2.4. Siderofor Uretiminde Gerekli Karbon Kaynaklar1 ve Besiyerlerin
Yanit-Yiizey Yontemi (RSM) Analizi

Yanit yiizey metodolojisi, deneysel yontemlere gegilmeden 6nce planlanan
analizlerin azaltilarak optimum c¢alisma kosullarin1 belirlemeye yonelik bir dizi
analizden olusur (Lenth, 2009). Yo6ntem, toplanan verinin daha sonra ne yapilacagina
yon vermek i¢in kullanarak birka¢ deney yapmayi igerir. Sonraki adimda ise, deneyin
farkli varyasyonlaria odaklanarak bir dizi model olusturmak veya buldugumuz seyi
dogrulamak i¢in mevcut deneysel bolgede daha fazla veri toplamak i¢in kullanilabilir.
Bir dizi deney olusturabilmek i¢in besiyeri igerikleri, pH ve inkiibasyon siireleri gibi
verilerden yararlanarak Tablo 3.1°de gosterildigi gibi analiz tablosu olusturulmustur.
Yanit yiizey metodolojisi RStudio- package: »rsm» paketi ile EK.1°de agiklanan
kodlar kullanilarak grafik olusturulmustur (RStudio Team 2020).

Tablo 3. 1 Yiizey yanit yontemi analizinde kullanilan optimizasyon tablosu

Deney Siire pH Tripton NaCl Maya Oziitii Glikoz Nisasta Siikroz Maltoz

1 7 7,2 3 0 5 5 0 0 0
2 7 7,2 3 0 5 0 5 0 0
3 7 7,2 3 0 5 0 0 5 0
4 7 7,2 3 0 5 0 0 0 5
5 7 7 10 5 5 5 0 0 0
6 7 7 10 5 5 0 5 0 0
7 7 7 10 5 5 0 0 5 0
8 7 7 10 5 5 0 0 0 5
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3.2.5. Siderofor Uretiminde Gerekli Karbon Kaynaklarinin Belirlenmesi

Mikroorganizmalarin siderofor iiretmelerinde 6nemli bir faktor, kullandiklar
karbon kaynagidir. Farkli karbon kaynaklarinin siderofor tiretimine etkisini incelemek
icin glukoz, nisasta, maltoz ve siikroz litrede 4 g olacak sekilde LB ve TYG sivi
besiyeri hazirlandi. On kiiltiire edilmis mikroorganizmalardan demir igermeyen
besiyerlerine 1/100 oraninda olacak sekilde eklendi. Ardindan sivi kiiltiirler
calkalamali inkiibatore konularak 28°C’ de 4-7 giin inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonunda sivi kiiltiir ortamindan 1 ml alinarak oda sicakliginda 10.000 rpm’de 5 dk
santrifiij yapildi. Siipernatanttan 250 pl yeni 1.5 ml mikrosantrifiij tiipe aktarildi.
Uzerine 250 pl CAS-HDTMA soliisyonu ve CAS-siderofor baglantisini arttirmasi i¢in
5 ul 0,2M siilfosalisilik asit soliisyonu eklendi. Tiim igerik hafifce alt {ist yapildiktan
sonra en az 5 dakika olacak sekilde karanlik alanda inkiibasyona birakildi. Deney
sonucunda numuneler spektrofotometre cihazinda 630 nm’de oOl¢iilerek siderofor
tiretme yiizdesi hesaplanmistir. Tiim deneyler li¢ tekrar olacak sekilde uygulanmistir.

Caligma plan1 asagidaki tabloya gore yapilmistir.

Tablo 3. 2 Karbon kaynagi kullaniminin tablo seklinde gosterimi

Mikroorganizma Karbon Kaynag X3
NA12 Glukoz Maltoz Siikroz Nisasta
MK37H Glukoz Maltoz Siikroz Nisasta
GTS18 Glukoz Maltoz Siikroz Nisasta
NA12+GTS18 Glukoz Maltoz Siikroz Nisasta
MK37H+GTS18 Glukoz Maltoz Siikroz Nisasta

3.2.6. Desferrioksamin B Ekstraksiyonu

Hidroksamat grubundan olan Desferrioksamin B sideroforu i¢in nanopartikiil

ekstraksiyon metodu uygulanmistir.

3.2.6.1. Titanyum Dioksit (TiO2) Nanopartikiil ile Desferrioksamin B
(DFOB) Ekstraksiyonu

On Kkiiltiire edilmis mikroorganizmalardan 1.5 ml alinarak 14000 rpm’de 2
dakika santriflij yapildi. Santrifiij sonunda hiicre igermeyen siipernatanttan 1 ml yeni

1.5 ml mikrosantrifiij tiipe aktarildi. Uzerine 100 pl TiO2 (20 mg/ml) eklendi.
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Ardindan 20 dakika vorteks karistirici ile muamele edildi. Bu asamada hidrosamat
grubu siderofor olan DFOB nanopartikiil ile etkilesime girerek TiO2-DFOB kompleksi
olusturur. Vorteks islemi sonucunda kompleks, 14000 rpm’de 2 dakika santrifiij
yapilarak pellet haline gegmesi saglandi. Ardindan 1 ml distile su ile iki defa yikama
islemi yapild1. Yikama isleminde santrifiij sonras1 siipernatant uzaklastirilir. Uzerine 1
ml distile su eklenir ve karistirici ile 3 dakika muamele edilir. Ardindan tekrar 14000
rpm’de 2 dakika santrifiij yapilarak pellet edilir. Pellet {izerine tekrar 1 ml distile su
eklenir ve karistirici ile 3 dakika uygulama yapilir. Uygulama sonunda 14000 rpm’de
2 dakika santrifiij yapilarak pellete dokunmadan tiip igerisinde siipernatant
kalmayacak sekilde uzaklastirilir. Pellet iizerine 1 ml eliisyon soliisyonu (100 mM
NaH2PO4 pH: 12.6) eklenir ve 3 dakika karigtiricida uygulama yapilir. Ardindan 14000
rpm’de 2 dakika santrifiij yapilarak stipernatant yeni 1.5 ml mikrosantrifiij tiipe
aktarilarak DFOB elde edilmistir (Egbers vd., 2020).

1 ml Siipernatant «. &5&:9’ ® Yikama
d @ “D‘ 2x1ml distile
m 03’ suile yapilir.
OOOO | | | Baglanmayan
00 O @ Y ® o icerikler
100pl TiO: Vorteks ile @ o Santrifiij L4 uzaklaitlrlllr.
(20mg/ml) » karistirihr. 090 (14000 rpm | @ > ¢ LN
/ (20 Dakika) |Cq o| 2Dakika) |® PA/S
" / @,
Bos tiip calismaya y ® ﬁ>
vl — —> —
3M HCL gozeltisi ile \/ \’/
muamele edilir. Jrteemey ey E|: ---------- '
lisyon cpee
| | Santrifiij I| 1 ml 100 mM (ls:or(l:;l::jm | |
B 14000 [\
= ¢ B (2 Daki;:;n | i N:H;I;Og i 2 Dakika) ® 0
Siipernatant nétr A : ph: 12. ‘ o)
pH ’ya ayarlanir @ <:l \S% <:] ! OUQ " F ©@
ve analize hazir e ! @ - H L 4 O@
DFOB elde edilir. > ' &8 | Baglanmayan |
|
@ icerikl
! \/ ! icerikler
1 |
1 |

____________________

uzaklastirilir.

Sekil 3.1. Desferrioksamin B sideroforunun nanopatikiil ile ekstraksiyonu (Egbers vd.,
2020)

Elde edilen Desferrioksamin B’nin miktari standart desferrioksamin ile kontrol edildi.
Sigmadan satin alinan desferrioksamin 6ncelikle distile su ile 20 mg/ml olacak sekilde
sulandirildi. Ardindan desferrioksamin ana stogundan 2 mg, 1 mg ve 0.5 mg olacak
sekilde seri sulandirmalar yapildi. Sonrasinda CAS testi uygulanarak 630 nm’de
spektrofotometrik 6lciim yapildi. Olgiim sonunda elde edilen degerler Excel

programinda hazirlanan egri ile hesaplanmaistir.
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4. BULGULAR

4.1. Biyoinformatik Analiz

Bilgisayar ve yeni nesil dizileme teknolojilerinin gelismesi ile birlikte dizi
verisinden iretilen biyosentetik gen kiimelerinin tahmin edilmesi ile tiretilebilen
sekonder metabolitlerin kesifleri giderek artmaktadir. Calismamizin planlanma
asamasinda projede kullanilabilecek mikroorganizmalar antiSMASH programi ile
incelendiginde NA12 mikroorganizmasinin Desferrioksamin B gen kiimesine % 80
oraninda benzerlik gosteren bir gen kiimesine sahip oldugu (Sekil 4.1) goriilirken
MK37H i¢in bu oran % 100 olarak tespit edilmistir ve Sekil 4.2°de gosterilmistir.
GTS18, NTH33 ve BGY9H icin genom analizi sonucunda Desferrioksamin B

sideroforunun iiretimi i¢in gerekli genlere sahip olmadig1 goriilmiistiir (Tablo 4.3,4,5).

POTY01000272

Region Type From To Most similar known cluster Similarity
REV\PIPAN siderophore &' 1 8615 desferrioxaminB &  Other 80%

Query sequence

S DD )
BGC0000941: desferrioxamin B (80% of genes show similarity), Other
Sekil 4. 1 Micromonospora craterilacus NA12 mikroorganizmasindan Desferrioksamin

B sideroforunun biyoinformatik yontemlerin kullanilmasi ile elde edilen
sonucun gosterimi

Tablo 4.1. Micromonospora craterilacus NA12 genomundan antiSMASH programi
ile tahmin edilen diger sekonder metabolitlerin gdsterimi

Bolge Metabolit En Iyi Simiflandirma Benzerlik
Tipi (%)
Bolge 272.1 siderofor desferrioxamin B Other 80%
T1PKS,olig
Bolge 1.1 osaccharide, calicheamicin Polyketide 66%
terpene
Bolge 43.1 terpene carotenoid Terpene 27%
Bolge 49.1 NRPS coelibactin NRP 27%
NRP:Glycopepti
de +
Bilge 57.1 NRPS tallysomycin A P‘L'?;'ﬁgg:':v'fd 2206
Saccharide:Hybr
id/tailoring
Bolge 94.1 NRPS scabichelin NRP 20%
Bolge 152.1 T2PKS xantholipin Polyketide 14%
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Tablo 4.1 (devam)

Bolge 3.1 NRPS, T1P bleomycin NRP:Glycopept 9%
KS ide +
Polyketide:Mo
dular type | +

Saccharide:Hy
brid/tailoring

Bolge 158.1 T1PKS ebelactone Polyketide 8%
Bolge 181.1 NRPS tallysomycin A NRP:Glycopepti 7%
de +
Polyketide:Mod
ular type | +
Saccharide:Hybr
id/tailoring
Bolge 19.1 terpene sisomicin Saccharide 5%
Bolge 231.1 NRPS kedarcidin Polyketide:Iterat 3%
ive type | +
Polyketide:Ened
iyne type |
Bolge 11.1 NAGGN - - -
Bolge 16.1 terpene - - -
Bolge 17.1 other - - -
Bolge 25.1 NRPS - 3 -
Bolge 44.1 NRPS - - -
Bolge 61.1 NRPS - - -
Bolge 77.1 LAP,thiope - - -
ptide
Bolge 174.1 lanthipeptid - - -
e-class-i
Bolge 277.1 terpene - - -
———

Region Type From To Most similar known cluster Similarity

siderophore @ 14,088 25623 desferrioxamin B &  Other 100%

contig_85 - Region 1 - siderophore
Location: 14,988 - 25,623 nt. (total: 10,636 nit) Show BHMM detection fules used Regionenconigedge|  Downicadregion SVG  Downioad region GenBank file

£arsorire.

[ — O O
A A
20,000 21,00 22000 2300 24000
I_ I —
Legend:
[l core biosynthetic genes | | [Hll additios ynthetic gen [l ransport-related gen [l reguiatory gen [ other gen A TTA co

Sekil 4.2. Streptomyces sp. MK37H mlkroorgamzmasmdan Desferrloksamln B
sideroforunun biyoinformatik yontemlerin kullanilmasi ile elde edilen
sonucun gosterimi
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Tablo 4. 2 Streptomyces sp. MK37H genomundan antiSMASH programi ile tahmin

edilen diger sekonder metabolitlerin gosterimi

Bolge Metabolit Tipi En Iyi Simiflandirma Benzerlik
(%)
Bolge 85.1 siderofor desferrioxamine Other 100%
B
Bolge 39.1 butyrolactone, T3PKS germicidin Other 100%
Bolge 54.1 terpene 2- Terpene 100%
methylisoborneol
Bolge 71.1 terpene pristinol Terpene 100%
Bélge 169.1 terpene geosmin Terpene 100%
Bolge 514.1 T1PKS angolamycin Polyketide 100%
Bolge 68.1 T1PKS nigericin Polyketide:Modular 83%
type |
Bolge 4.1 NRPS bezastatin Alkaloid 80%
derivates
Bolge 151.1 T3PKS,NRPS feglymycin NRP 78%
Bolge 325.1 ectoine ectoine Other 75%
Bolge 13.1 T1PKS azalomycin F3a Polyketide 60%
Bolge 10.1 T1PKS EC0-02301 Polyketide 57%
Bolge 55.1 indole 5- Other 57%
isoprenylindole-
3-carboxylate [3-
D-glycosyl ester
Bolge 388.1 T1PKS nigericin Polyketide:Modular 55%
type |
Bolge 23.1 T1PKS mediomycin A Polyketide 50%
Bolge 84.1 T1PKS elaiophylin Polyketide 50%
Bolge 332.1 T2PKS spore pigment Polyketide 41%
Bolge 12.1 T1PKS X-14547 Polyketide 39%
Bolge 62.1 T1PKS nigericin Polyketide: 38%
Modular type |
Bolge 459.1 terpene hopene Terpene 38%
Bolge 112.1 T1PKS elaiophylin Polyketide 37%
Bolge 289.1 ladderane,arylpolyene atratumycin NRP 34%
Bolge 38.1 amglyccycl validamycin A Polyketide + 33%
Other:Cyclitol
Bolge 269.1 T1PKS ECO-02301 Polyketide 32%
Bolge 552.1 T1PKS ECO-02301 Polyketide 32%
Bolge 128.1 T1PKS mediomycin A Polyketide 28%
Bolge 118.1  NRPS,aminocoumarin cysteoamide NRP 27%
Bolge 21.1 T1PKS nocardiopsin A / NRP + 26%
nocardiopsin B / Polyketide
nocardiopsin C /
nocardiopsin D
Bolge 165.1 T1PKS aculeximycin Polyketide 23%
Bolge 675.1 terpene hopene Terpene 23%
Bolge 44.1 T1PKS concanamycin A Polyketide 21%
Bolge 91.1 redox-cofactor lankacidin C NRP + Polyketide 20%
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Tablo 4.2 (devam)

Bolge 223.1 terpene BE-43547A1/ NRP: Cyclic 20%
BE-43547A2 / depsipeptide +
BE-43547B1 / Polyketide:
BE-43547B2 / Modular type |
BE-43547B3/
BE-43547C1/
BE-43547C2
Bolge 293.1 T1PKS mycinamicin 11 Polyketide 19%
Bolge 297.1 T1PKS divergolide A/ Polyketide: 17%
divergolide B / Modular type |
divergolide C/
divergolide D
Bolge 292.1 T1PKS salinomycin Polyketide: 16%
Modular type |
Bolge 377.1 NRPS marformycin A/ NRP 12%
marformycin B /
marformycin C /
marformycin D /
marformycin E /
marformycin F
Bolge 43.1 T1PKS nargenicin Polyketide 11%
Bolge 283.1 T1PKS cyphomycin Polyketide 11%
Bolge 2.1 butyrolactone cyphomycin Polyketide 9%
Bolge 124.1 T1PKS,hglE-KS sanglifehrin A NRP + Polyketide 9%
Bolge 176.1 lanthipeptide-class-ii reveromycin A Polyketide 9%
Bolge 411.1 T1PKS tautomycetin Polyketide: 9%
Modular type |
Bolge 396.1 terpene tiancilactone Terpene 8%
Bolge 329.1 ladderane,arylpolyene atratumycin NRP 7%
Bolge 412.1 NRPS glycinocin A NRP 6%
Bolge 614.1 other coumermycin Saccharide: 6%
Al Hybrid/tailoring +
Other:
Aminocoumarin
Bolge 4.2 terpene - - -
Bolge 9.1 T1PKS - - -
Bolge 14.1 lassopeptide - - -
Bolge 32.1 NRPS - - -
Bolge 57.1 terpene - - -
Bolge 97.1 butyrolactone - - -
Bolge 227.1 lassopeptide - - -
Bolge 238.1 siderophore - - -
Bolge 261.1 T1PKS,NRPS - - -
Bolge 265.1 RiPP-like - - -
Bolge 278.1 hserlactone - - -
Bolge 326.1 NRPS - - -
Bolge 328.1 siderophore - - -
Bolge 366.1 T1PKS - - -
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Tablo 4.2 (devam)

Bilge 392.1 T1PKS - -
Bilge 407.1 T1PKS - -
Bilge 415.1 RiPP-like - -
Bilge 476.1 T1PKS - -
Bilge 478.1 T1PKS - -
Bilge 538.1 NRPS - -
Bilge 542.1 T1PKS - -
Biélge 599.1 T1PKS - -
Bilge 619.1 T1PKS - -
Bilge 671.1 T1PKS - -
Bilge 718.1 T1PKS - -
Bilge 739.1 NRPS - -
Bilge 746.1 NRPS - -

Tablo 4.3. Nocardia sp. GTS18 genomundan antiSMASH programi ile tahmin edilen
sekonder metabolitlerinin gosterimi

Bolge Metabolit Tipi En Iyi Stmiflandirma Benzerlik (%)
Bolge 1.3 ectoine ectoine Other 100%
Bolge 16.1 NAPAA e-Poly-L-lysine NRP 100%

NRP- nocobactin
Bolge 5.1 metallophore,NRPS NA/nocobactin NA Nll?(z;g:ly 87%
[terpene, TIPKS 10152B
Bolge 21 2minopolycarboxyl EDHA Other 7%
c-acid
. NRP- heterobactin 0
Bolge 9.1 metallophore,NRPS B/heterobactin S2 NRP 2%
Bolge 29.1 terpene isorenieratene Terpene 42%
corynecin
Bolge 7.1 NRPS,ranthipeptide I11/corynecin Other 40%
I/corynecin Il
5-acetyl-5,10-
dihydrophenazine-1-
carboxylic acid/5-(2-
hydroxyacetyl)-5,10- .
Bélge 28.1 T3PKS dinydrophenazine-1-  O'erPren 26%
carboxylic
acid/endophenazine
Al/endophenazine
F/endophenazine G
Bolge 1.2 terpene isorenieratene Terpene 25%
Bolge 33.1 T1PKS,butyrolacto rosamlcn_l/_sallnlpyron Polyketide 21%
ne e A/pacificanone A
Bolge 1.1 NRPS pentalenolactone Terpene 15%
Bolge 10.2 terpene legonindolizidine A6 NRTO-:':‘Ika 12%
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Tablo 4.3 (devam)

frankobactin

Al/frankobactin
halE- A2/frankobactin
Bilge 17.1 Ks be‘falactone A3/frankobactin NRP 12%
' B1/frankobactin
B2/frankobactin
B3/frankobactin C1
NRP- cahuitamycin
Bolge 60.1 AJcahuitamycin NRP 12%
metallophore,NRPS - .
B/cahuitamycin C
madurastatin
A2/madurastatin
Bolge 4.1 T3PKS El/madurastatin NRP 11%
F/madurastatin
G1/madurastatin Al
WS-5995 D/WS-5995
Bolge 12.1 butyrolactone B/WS-5995 C/SEK Polyketide 8%
43
NRP:Cycli
Bilge 1.4 NRPS thiocoraline o 7%
depsipeptid
e
Bolge 3.1 NRPS isoindolinomycin Polyketide 7%
Bolge 20.1 NRPS lasalocid Polyketide 5%
Bolge 53.1 NRPS glycinocin A NRP 4%
Bolge 6.1 NRPS - - -
Bolge 6.2 T1PKS - - -
Bolge 10.1 arylpolyene - - -
Bolge 14.1 terpene - - -
Bolge 44.1 T1PKS - - -
Bolge 50.1 NRPS - - -
Bolge 55.1 T1PKS - - -
Bolge 71.1 NRPS - - -

Tablo 4. 4 Streptomyces sp. BG9H genomundan antiSMASH programi ile tahmin

edilen sekonder metabolitlerinin gosterimi

Bolge Metabolit Tipi En Iyi Simiflandirma Benzerlik
Bolge 22.1 ectoine ectoine Other:Ectoine 100%
Bolge 60.1 terpene albaflavenone Terpene 100%
Bolge 180.1 T3PKS alkylresorcinol Polyketide 100%
Bolge 615.1 terpene geosmin Terpene 100%

2-
Bolge 727.1 terpene methylisoborne Terpene 100%
ol
rhizomide
Bolge 734.1 NRPS A/rhizomide NRP 100%

B/rhizomide C
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Tablo 4.4 (devam)

Bolge 23.1 terpene hopene Terpene 84%
Bolge 536.1 lassopeptide citrulassin D RiPP 80%
Bolge 70.1 NI-siderophore FWO0622 Other 62%
incarnatapeptin
Alincarnatapep
tin .
Bilge 181.1 NRPS B/dentigerumy Po'ykégdem 50%
cin
F/dentigerumy
cinG
Bolge 184.1 lassopeptide ulleungdin RIPPZ;SZSODGD 50%
Bolge 18.1 phosphonate rhizocticin A Other 42%
Bolge 106.1 T3PKS,NRPS corbomycin NRP 40%
Bolge 211.1 T1PKS aza'gg"ayc'” Polyketide 34%
Bolge 7.1 NRPS corbomycin NRP 33%
skyllamycin Polyketide+N
Bolge 16.1 arylpolyene,ladderane AJskyllamycin RP:Cyclic 32%
B depsipeptide
Bolge 8.1 NI-siderophore schizokinen Other 30%
Bolge 4.1 T1PKS,NRPS s56-pl NRP 29%
Bolge 127.1 T3PKS violapyrone B Polyketide 28%
. T1PKS,butyrolactone,o tambjamine Alkaloid+Poly 0
Bélge 1.1 ther BE-18501 ketide 21%
Bolge 123.1 T1PKS X-14547 Polyketide 21%
Bilge 145.1 NRPS,other a”ra”tpl\myc'“ NRP+§§'yket' 20%
Bolge 98.1 other,NRPS polyoxypeptin NRP+§:kaet| 16%
Bélge 270.1 T2PKS UTEONUEIEMYC by ketide 14%
Bolge 139.1 NRPS tyrobetaine NRP 13%
Blge 351.1 T1PKS polyoxypeptin NRP+§:'Vket' 13%
Bolge 72.1 NRPS,terpene pentalﬁr;olacto Terpene 11%
coprisamide
Bolge 12.1 NRPS Cl/coprisamide NRP 8%
D
Bélge 250.1 NRPS aurantimycin NRP+Polyketi 8%
A de
Bélge 460.1 NRPS decaplanin NRP:E%"OF’B" 8%
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Tablo 4.4 (devam)

Bolge 321.1 melanin istamycin Saccharide 4%
Bolge 24.1 phosphonate cyphomycin Polyketide 2%
Bolge 2.1 lassopeptide - - -
Bolge 113.1 NRPS - - -
Bolge 141.1 hglE-KS - - -
Bolge 160.1 NI-siderophore - - -
Bolge 204.1 NRPS - - -
Bolge 222.1 terpene - - -
Bolge 235.1 NRPS,T1PKS - - -
Bolge 444.1 NRPS - - -
Bolge 553.1 NRPS - - -
Bolge 633.1 NRPS - - -
Bolge 646.1 T1PKS - - -
Bolge 682.1 NRPS - - -
Bolge 687.1 NRPS - - -

Tablo 4. 5 Streptomyces sp. NTH33 genomundan antiSMASH programi ile tahmin
edilen sekonder metabolitlerinin gosterimi

Bolge MeTt_?[l))iollt En lyi Simflandirma Benzerlik
Bolge 13.1 terpene albaflavenone Terpene 100%
flaviolin/1,3,6,8-
Bolge 24.1 T3PKS tetrahydroxynap Polyketide 100%
hthalene
Bolge 107.1 T3PKS alkylresorcinol Polyketide 100%
Bolge 264.1 terpene geosmin Terpene 100%
Bolge 231.1 ectoine ectoine Other 75%
Bolge 59.1 terpene hopene Terpene 69%
Bélge 105.1 _NI- FW0622 Other 62%
siderophore
Bolge 290.1 T2PKS spore pigment Polyketide 58%
Bolge 511.1 terpene isorenieratene Terpene 36%
. NRPS,T1PK neocarzilin . 0
Bolge 4.1 S Alneocarzilin B Polyketide 28%
.. neocarzilin . 0
Bolge 154.1 T1PKS Alneocarzilin B Polyketide 28%
Blge 460.1 T1PKS lydicamycin ﬁgrp:yzz"l";eg:gﬁe':fgf 24%
Bélge 106.1 redox- lankacidin C NRP+Polyketide 20%
cofactor
. T1PKS,NRP acidobactin . 0
Bolge 6.1 S AJacidobactin B NRP+Polyketide 18%
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Tablo 4.5 (devam)

Bolge 878.1 terpene isorenieratene Terpene 18%
. . . NRP:Cyclic 0
Bolge 219.1 NRPS omnipeptin depsipeptide 17%

guadinomine/gu

. T1PKS,NRP adinomine . 0

Bolge 15.1 S B/guadinomic NRP+Polyketide 15%
acid
Bilge 10.1 NAPAA stenothricin NRP:Cyclic 13%
depsipeptide
Bolge 275.1 NRPS glycinocin A NRP 11%
Bolge 659.1 NRPS WS9326 NRP 10%
Bolgea21  "OPPIGEL pR 900520 NRP+Polyketide 9%
Bolge 79.1 linaridin pentostat_lne/wd Other 9%
arabine

Bolge 44.1 NRPSéTlpK lobophorin A Polyketide 6%

. ' Polyketide:Modular 0
Bolge 67.1 T1PKS tautomycin type | polyketide 6%
Bolge 187.1 butyrc;lacton cyphomycin Polyketide 5%
Bilge 75.1 NRPSéTlPK 4 i i

. NI-
Bolge 82.1 siderophore i i i
Bolge 174.1 NRPS - - -
Bolge 457.1 NRPS - - -
Bolge 481.1 T1PKS - - -
Bolge 516.1 NRPS - - -
Bolge 526.1 NRPS - - -
Bolge 588.1 NRPS - - -
Bolge 622.1 NRPS - - -
Bolge 684.1 NRPS - - -
Bolge 743.1 NRPS - - -
Bolge 781.1 NI- - - -

siderophore

4.2. Kullanilan Bakteriler

Farkli besiyerleri kullanilarak stoklarin aktiflestirilmesi ve en iyi lireme
ortaminin test edilmesi sonucunda Micromonospora craterilacus NA12, Streptomyces
sp. MK37H ve Nocardia sp. GTS18 i¢in N-Z besiyerinden (Sekil 4.3) en verimli
sonuglar alinmistir. Sonraki aktiflestirmelerde de N-Z besiyeri kullanildi. Ureme

kosullar1 kontrol edildiginde tiim mikroorganizmalar i¢in 28°C uygun lireme verimini
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verirken siireler kontrol edildiginde ise NA12 ve MK37H i¢in 7 giin, GTS18 i¢in ise
4 giin yeterli oldugu gosterilmistir. Sonraki ¢aligmalarda 7 giinliik inkiibasyon siiresi

tizerinden ilerlenmistir.

Sekil 4. 3 Mikroorganizmalarin besiyerlerinde {ireme gorselleri (Ust taraf: MK37H,
Alt Sol Taraf: NA12, Alt Sag Taraf: GTS18)

4.3. CAS Agar ile Siderofor Varhgmin Gozlemlenmesi

Sideroforlar diisiikk demir varliginda ortaya ¢ikan kompleks yapilardaki demir-spesifik
yapilardir. Calismamizda mikroorganizmalarin siderofor iiretim yoniinden
pozitifligini incelemek i¢in dncelikle mikroorganizmalar kat1 besiyerden alinarak sivi
LB besiyeri icerisinde gelistirilmistir. 7 giinliik inkiibasyon siiresinin sonunda sivi
besiyerlerinden 10 pL almarak hazirlanan CAS agarin tam orta noktasina gelecek
sekilde damlatilmis ve sari-turuncu zon g¢aplarinin olusmasi igin 7 giin inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon sonunda olusan zon ¢aplar1 not edilmistir. Sonuglara gére
siderofor NA12 ve MK37H 06zelinde gerceklesirken GTS18 6zelinde ¢ok fazla iiretim

gorilmemistir. Siderofor iiretim gorseli Sekil 4.4°te gosterilmistir.
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Sekil 4.4. LB-CAS agar iizerinde siderofor tiretiminin gosterimi (Sari-turuncu zonlar
siderofor tiretimi oldugunu gostermektedir.)

4.4. Sivi CAS Testi ile Siderofor Veriminin Hesaplanmasi

Sideroforlar hiicrede {iretilip digar1 salindigi i¢in mikroorganizmalarin sivi
besiyeri igerisine gonderdikleri sideroforlarin tespiti i¢in s1tvi CAS testi uygulanmustir.
CAS deneyinde meydana gelen renk degisim sonucu 630 nm dalga boyunda 6l¢iilerek
optimizasyon Oncesi siderofor verimi hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.5°te
gosterilmistir. Bu sonuclara gore elde edilen siderofor verimi MK37H i¢in % 48,65,

NA12 i¢in % 35,23, GTS18 i¢in ise tespit edilememistir.
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GTS18 '
MK37H _

Mikroorganizma

NA12

0,00% 10,00% 20,00% 30,00% 40,00% 50,00%
NA12 MK37H GTS18
B Seril 35,23% 48,65% 0
Yiizde Verim

Sekil 4.5. Optimizasyondan dnce siderofor iiretim yiizde hesaplamasinin gdsterimi

4.5. Yamt Yiizey Yontemi ile Iceriklerin Optimizasyonu

Yanit yilizey yontemi, biyoinformatik araglarin gelismesiyle birlikte fazla
laboratuvar maliyetlerinin asag1 ¢ekilmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Bu sebeple
yapmis oldugumuz ¢alismada elde edilen verilerin kullanilmasiyla analiz
gerceklestirilmis ve Sekil 4.6’daki sonuclar elde edilmistir. Sekildeki sonuglara
bakildiginda son gorseldeki kutu icerisindeki renkli alanin TYG besiyeri ve nigasta

kullanimai ile daha optimize sonuglar elde edildigi goriilmektedir.
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Slice at x1 = -0.75, x4 =-0.75, x5 = 0.5, x6 = 0.3 Slice atx1 =-0.75, x3 =-0.75, x5 = 0.5, x6 = 0.3 Siice atx1=-0.75, X2 = -0.75, x5 = -0.5. x6 = 0.3

Sekil 4. 6 Yiizey yanit yontemi ile besiyeri iceriklerine ait biyoinformatik analiz
temelli optimizasyon gorseli

4.6. Siderofor Uretiminin Karbon Kaynag ve Birlikte Kiiltiirleme Metodu

Kullanilarak Sivi Besiyeri ile Optimizasyonu

Karbonhidratlar, mikroorganizmalarin tiremeleri i¢in en temel besin kaynagidir.
Ayrica mikroorganizmalarin iiremesi i¢in uygun besiyerlerinin kullanimi, iretilen
sekonder metabolit miktarini arttirabilmektedir. Bu amagla, son konsantrasyon litrede
4 g olacak sekilde LB ve TYG besiyerleri igerisinde sirasiyla glikoz, maltoz, siikroz
ve nisasta eklenerek sivi besiyerleri hazirlanmistir. Ardindan sivi besiyerinden
tiretilmis mikroorganizmalardan 1/100 oraninda eklenerek 28 °C’de 7 giin inkiibasyon
yapilmigtir. Inkiibasyon sonunda siderofor 6lgiimii daha onceki olgiimler gibi

yapilmistir.
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LB; 48,65% —
~

TYG; 42,92% =

g 50,00% TYG; 42,06% =
[} . B

LB; 35,23%
= 40,00% ~ >
S
O 20,00%
o
@ 20,00%
o MK37H
B 10,00%
3 NA12

0,00%
LB YG

Besiyeri

Sekil 4. 7 Mikroorganizmalara ait LB ve TYG besiyerlerinden elde edilen yiizde
siderofor verim gorseli

Sideroforlarin karbon kaynagi ve besiyeri farkliliklarina gore elde edilen
siderofor iiretim miktarlar1 Sekil 4.8’de gosterilmistir. Bu sonuglara gore siderofor
verimi en iyi TYG besiyeri kullanim1 ve nisastadan elde edilirken sirasiyla NA12 %
42,06, NA12+GTS18 % 52,93, MK37H % 42,92, MK37H+GTS18 % 59,54 sonucunu

vermistir.
70,00
59,54
60,00 52,93
.~ 50,00
£
@ 40,00
>
1
"g 30,00 21,88
2 5000 ~ 396 >4 i, o1 16 394 8260 -
2 20, 13,4
N 6,83
1000 334 I
0,00
Glikoz Maltoz 3 10Sukroz Nisasta
-10,00 =3,

Karbon Kaynagi
B NA12 ®mNA12+GTS18 m MK37H MK37H+GTS18

Sekil 4.8. TYG s1vi1 besiyerinde karbon kaynagi ile elde edilen % siderofor verimi

4.7. Desferrioksamin B Sideroforunun Ekstraksiyonu

Titanyum dioksit nanopartikiilii, diisitk pH’larda desferrioksamin B sideroforu

ile kompleks yap1 olusturdugu alkali pH’da ise birbirlerinden ayrildigr bilinmektedir.
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Calismamizda pH degisimlerinden yararlanarak mikroorganizmalardan firetilen
desferrioksamin B sideroforunun ekstraksiyonu yapilmistir. Ekstraksiyon sonrasinda
elde edilen siderofor c¢ozeltisinin pH’st 7’ye ayarlandiktan sonra 630 nm’de
spektrofotometrik 6l¢iim yapilarak (Sekil 4.9) standart desferrioksamin ile

kiyaslanmistir.

Sekil 4.9. Farkli miktarlarda {iretilen sideroforun mikroplaka yontemi ile analiz
gosterimi

Standart desferrioksamin 6l¢iimii sonrasinda excell programinda hazirlanan egri
(Sekil 4.10) ile numunelerden elde edilen desferrioksamin B miktar1 hesaplanmustir.

Hesaplanan degerler Sekil 4.11°de gosterilmistir.
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y = 0,0403x + 0,1002
Desferrioksamin Standart Sonucu  r2=0,9985
0.2
T S
] =t A
0,14 -------------------
0’12 . ..........
0,08
0,06
0,04
0,02

Absorbans (630)
o
=

0 0,5 1 1,5 2 2,5
Miktar(mM)

Sekil 4.10. Standart desferalin 630 nM'de 6lglim sonucunda hesaplanan egrinin
gosterimi
Bu sonucglara gore TYG-Nisasta sivi besiyeri kullanilarak elde edilen
desferrioksamin B miktar1 NA12 i¢in 0,191 mM, NA12+GTS18 i¢in 0,198 mM,
MK37H i¢in 0,196 mM, MK37H+GTS18 igin ise 0,204 mM olarak hesaplanmuistir.

Karbon Kaynagi NA12 NA12+GTS18| MK37H |MK37H+GTS18
Glikoz-LB
Glikoz-TYG
Nisasta-LB

Nisasta-TYG |/}
Maltoz-LB
Maltoz-TYG
Siikroz-LB
Siikroz-TYG

Sekil 4.11. Optimizasyon sonucunda elde edilen siderofor (mM) miktarlarinin
kantitatif analiz sonuclari. (Kirmizidan yesile gidildik¢e siderofor {iretim
miktar1 artmaktadir)
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5. TARTISMA VE SONUC

Aktinobakteriler, kiiflere ve diger bakterilere kiyasla biyoaktif sekonder
metabolit tiretimi agisindan en 6nemli dogal kaynaklar olarak kabul edilmektedir.
Antimikrobiyal, sitotoksik, immiin baskilayici gibi farkli aktivitelere sahip bircok
biyoaktif bilesik aktinobakterilerden izole edilerek karakterize edilmistir. Ancak,
aktinobakteriler tarafindan sentezlenen sideroforlar ile ilgili c¢alismalar yetersiz
diizeydedir. Streptomyces tiirlerinin, bagimsiz olarak diizenlenebilen ve habitatta etkili
bir sekilde calisan farkli sideroforlari iiretebildigi bilinmektedir. Farkli Streptomyces
tiirlerinin desferrioksamin G, B ve E gibi karakteristik desferrioksamin sideroforlarini
tirettigi bildirilmistir (Challis ve Hopwood, 2003). Streptomyces pilosus tarafindan
tiretilen desferrioksamin B (ticari adi Desferal), mesilat tuzu olarak piyasada
bulunmakta olup hastalarda demir zehirlenmesinin tedavisinde kullanilmaktadir.
Ancak ilag, hidrofilik olmasi nedeniyle, uzun siirede deri altina uygulanmak
zorundadir (Nakouti vd., 2012). Ayrica etki mekanizmasi ¢alismalarindan elde edilen
verilere gore desferrioksamin B parazit icerisine girerek hiicre icerisindeki demiri
baglayabilmekte ve buna bagl olarak Plasmodium falciparum enfeksiyonunun
tedavisinde de kullanilmaktadir (Miethke ve Marahiel, 2007).

Literatiirde Streptomyces tiirleri tarafindan siderofor araciligiyla demir
edinimi, siderofor biyosentezi ve diizenlenmesi konular1 iizerine arastirmalar
mevcuttur (Barona-Gomez vd., 2004; Flores ve Martin, 2004; Bunet vd., 2006; Kadi
vd., 2007; Tunca vd., 2007, 2009). Bu aragtirmalarin sonucunda Streptomyces tiirleri
tarafindan tretilen 6nemli bir siderofor grubu olan desferrioksaminlerin tarim,
biyolojik aritma ve tip gibi bir¢ok biyoteknolojik siirecte uygulama alanina sahip
oldugu gosterilmistir (Dimpka vd., 2008, 2009; Rajkumar vd., 2010; Banin vd., 2008).
Streptomyces cinsi iiyeleri, yeni hidroksamat siderofor coelichelin ve katekol
sideroforlar da dahil olmak iizere farkli sideroforlar1 tiretebildigi halde sadece
desferrioksaminlerin biyoteknolojik uygulama alanina sahip oldugu gosterilmistir
(Tierrafria vd., 2011). Bu kimyasal kompleksinin bir iiyesi olan desferroksamin B,
asirt demir yiiklenmesinin tedavisi i¢in 1960’11 yillarda Desferal® adi ile piyasaya
stirilmiistiir (Gaseumann vd., 1964; Keri vd., 2005). Literatiirde deri altina uygulanan
bu demir-gelatlayici ilacin yerini alabilecek baska ilaglar i¢in yapilmis olan g¢alismalar

mevcuttur (Chaston ve Richardson, 2003). Ancak, klinik olarak bu g¢aligsmalar
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basarisizlikla sonuglanmis ve desferrioksamin B giinlimiizde asir1  demir
yiikklenmesinin ana tedavisini olusturmaktadir (Tierrafria vd., 2011).

Aragtirmamiz yerli kaynaklardan elde edilen Micromonospora craterilacus
NA12, Streptomyces sp. MK37H ve Nocardia sp. GTS18 mikroorganizmalari ile
birlikte kiiltiirleme teknikleri kullanilarak LB ve TYG besiyerleri kullanilarak
desferrioksamin B siderofor iiretiminin optimizasyonunu kapsamaktadir. Siderofor
tiretiminin tespitinde CAS (Chrome Azurol sulfonate) testi kullanilmigtir. CAS testi
sonucunda NA12 ve MK37H suslarinda siderofor iiretimi gézlenir iken, GTS18
susunda siderofor varligina rastlanmamistir.

Desferrioksamin B sideroforunun iiretimininde Schwyn ve Neilands (1987)’in
gelistirdigi metotda bazi karmasik deneylerin olmasindan dolayr Louden ve
arkadaglarmin (2011) gelistirdigi LB-CAS besiyeri ile sivi besiyeri igerisindeki
siderofor varliginin tespit edilebilecegi gosterilmistir. Buna gore, ¢alismamizda LB-
CAS besiyeri kullanilarak mikroorganizmalarda desfferioksamin B siderofor
tiretiminin varhigt kontrol edilmistir. Sonu¢ olarak, Micromonospora craterilacus
NA12’de %35,23, Streptomyces sp. MK37H’de %48,65 siderofor iiretimi tespit
edilmistir.

Siderofor iiretiminde mikroorganizmalar i¢in uygun besiyeri ortamlart kritik
oneme sahiptir. Bu nedenle LB-CAS testine ek olarak mikroorganizmalarin iyi tireme
gosterdigi TYG sivi besiyeri ile CAS soliisyonu birlestirilerek TYG-CAS
hazirlanmistir. Ayrica LB ve TYG besiyerlerinin igerisine karbon kaynagini kontrol
etmek amaci ile litrede 4 gr olacak sekilde glikoz, maltoz, siikroz ve nisasta eklemesi
yapilmistir. EInahas ve arkadaslarinin (2021) toksik metallerin ve petrol sizintilarinin
ortadan kaldirilmasmna iligkin yapmis oldugu c¢alismada kullandigi karbon
kaynaklarindan nisastanin siderofor iretiminde 11,7 g/l ile en yiiksek verimi
gosterdigini bildirmistir. Bizim ¢alismamizda ise mikroorganizmalarin liremesine ve
siderofor tiretimine en ¢ok katki saglayan besiyeri TYG-Nisasta besiyeri olmustur. Bu
besiyerinden elde edilen siderofor miktart ise Micromonospora craterilacus NA12 igin
%42,06, Streptomyces sp. MK37H ig¢in ise %42,92 olmustur.

Besin kaynaklarinin yani sira mikolik asit igeren mikroorganizmalar ile yapilan
birlikte kiiltiirleme calismalari ile siderofor iiretim miktarinin arttigi bilinmektedir.
Wang vd., (2021) Streptomyces tarafindan kodlanan yeni sekonder metabolitleri
kesfetmek icin onlar1 mikolik asit igeren mikroorganizmalar ile birlikte kiiltiirleyerek

elde ettigi sekonder metabolitlerin aktivitesini karsilastirmigtir. Yapilan c¢aligsma,
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birlikte kiiltiirleme sonucunda sekonder metabolit {iretiminin %82,9 oraninda arttigini
gostermistir. Ayrica birlikte kiiltiirleme ile 49’u yeni olmak {izere bir¢ok farkli
sekonder metabolit tespit edilmistir (Wang vd., 2021). Bu bilgiler 1s1ginda mikolik asit
tireticisi olan Nocardia sp. GTS18 ile birlikte kiiltiirleme sonucunda desferrioksamin
B siderofor iiretiminde artmis goriilmiistiir. Bu artis NA12+GTS18 icin %52,93,
MK37H+GTS18 icin ise %59,54 olarak tespit edilmistir. Sonug¢ olarak birlikte
kiiltiirleme ile Micromonospora craterilacus NA12’de %10,87 ve Streptomyces sp.
MK37H’de %16,62 oraninda verim artis1 tespit edilmistir.

Bu tez ¢alismasi ile desferrioksamin bilesiklerinin, iilkemizden izole edilen
yeni aktinobakteri suslari kullanilarak tiretilmesi ve iiretim siirecinin optimizasyonu
gerceklestirilmistir. Bu ¢alisma, tilkemizde desferrioksamin aktif bilesiginin yerli

genetik kaynaklar kullanilarak tiretildigini gdsteren ilk ¢calisma 6zelligine sahiptir.
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6. ONERILER

Bu tez c¢alismasi ile daha Onceki calismalarda toprak ve gol sedimenti
orneklerinden izole edilmis olan Micromonospora craterilacus NA12, Streptomyces
sp. MK37H ve Nocardia sp. GTSI8 izolatlar1 kullanilarak desferrioksamin
biyosentezinin optimizasyonu gerceklestirilmistir. Mevcut durumda ithal edilen
Desferal ilacinin etken maddesi olan desferrioksamin, ilk kez bu ¢alisma ile yerli
mikrobiyal kaynaklar kullanilarak iiretilmistir. ileriki dénemlerde, desferrioksamin
tiretimindeki verimin artinmi ig¢in pH, sicaklik, inokiilasyon miktart ve farkli
konsantrasyonlarda demir kullanim1 gibi etkenlerin test edilerek tretimdeki
verimliligin arttirilmasina yonelik g¢aligmalar yapilmasi gerekmektedir. Ardindan
desferrioksamin iretiminin bliylik Olgekli biyoreaktdrlerde gerceklestirilerek, bu
sideroforun ilag etken maddesi olarak formiilize edilebilecegi sanayi isbirlikli

projelerin hazirlanmasi gerekmektedir.
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EKLER
EK.1 R Studio RSM Paketi Analiz Kodlari

—>library(rsm)
—>vyield_data = read.csv(file.choose(), header = T, sep =";")
—>vyield_data <- coded.data(dataf, formulas = list(x1 ~ (Glukoz - 5)/5, x2 ~ (Nisasta -
5)/5, x3 ~ (Sukroz - 5)/5, x4 ~ (Maltoz - 5)/5, x5 ~ (NaCL - 5)/5, x6 ~ (Tripton - 5)/5))
—>vyield_model <- rsm(Yield ~ SO(x1, x2, x3, x4), data = yield_data)
—>summary(yield_model)
—>par(mfrow = ¢(2,3))
—>contour(yield_model, ~ x1 + x2 + x3 + x4, image = TRUE,)
—>jpeg(filename = "graphs/model_contours.jpeg", width = 30, height = 20,
units = "cm™, res = 400, quality = 100)
—>par(mfrow = c(2,3))
—>contour(yield_model, ~ x1 + x2 + x3 + x4, image = TRUE,)
—>dev.off()
—>par(mfrow = c¢(2,3))
—>persp(yield_model, ~ x1 + x2 + x3 + x4, col = topo.colors(100), contours = "colors")
—>jpeg( filename = "/Users/mkaya/Desktop/deneme/model_3D-1.jpeg", width = 30,
height = 20, units = "cm", res = 400, quality = 100, type = c("quartz"))
—>par(mfrow = c(2,3))
—>persp(yield_model, ~ x1 + x2 + x3 + x4, col =topo.colors(100), contours = "colors")

—>dev.off()

—opt_point <- summary(yield_model)$canonical$xs

—>opt_point

—>0p_point_ru <- code2val(opt_point, codings = codings(yield_data))
—>0p_point_ru

—>opt_point_df <- data.frame( x1 = opt_point[1], X2 = opt_point[2], X3 = opt_point[3],
x4 = opt_point[4])

—>best_response <- predict(yield_model, opt_point_df)

—>names(best_response) <- "Best yield"

—>best_response
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