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Bu calismada, Trabzon (Karadeniz) deniz sedimentlerinden elde edilen aktinomiset
izolatlarmin aktif sekonder metabolit {iretme kapasitesi molekiiler tekniklerle
aragtirllmistir.  Toplamda 24 aktinomiset, sekonder metabolit biyosentez genleri
PKS/NRPS varligi bakimimdan PCR tabanli incelenmistir. Yapilan PCR sonuglarina gore
Trabzon deniz sedimentlerinden elde edilen aktinomisetlerin %251 PKS-NRPS gen
bolgelerini birlikte, %58'i ise sadece NRPS gen bdlgelerini bulundurdugu belirlenmistir.
PCR verileri degerlendirildiginde izolatlarin ribozomal olmayan yolla peptid yapida aktif
sekonder metabolit {iretim kapasitesinin PKS yolagi ile sekonder metabolit iiretme
kapasitesinden yiiksek oldugu bulunmustur. Ayrica aktif sekonder metabolit iiretimi i¢in
Karadeniz deniz sedimentlerinin yiiksek potansiyel barindirdig belirlenmistir.
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In this study, active secondary metabolite production capacity of actinomycete isolates
obtained from Trabzon (Black Sea) sea sediments was investigated by molecular
techniques. Totaly 24 actinomycetes were investigated by PCR based on the presence of
secondary metabolite biosynthesis genes PKS / NRPS. According to the PCR results, 25
and 58% of actinomycetes obtained from Trabzon sea sediments were found to contain
PKS-NRPS and only NRPS gene regions, respectively. When PCR data were evaluated,
it was found that the production of the peptide form active secondary metabolite of the
isolates by non-ribosomal way was higher than that of the secondary metabolite
production by the PKS pathway. In addition, it has been determined that Black Sea
marine sediments have high potential for active secondary metabolite production.
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Giris

Aktinomisetler, monopodial nadiren de dikotomik
dally, 1s1nsal yapida koloniler olusturan ve yavas biiylime
egiliminde olan G+C igerigi yiiksek ipliksi bakterilerdir.
Cogu aktinomiset spor olusturur ve sporlar genelde
kullanilan besiyeri iizerinde pudrams: sekilde gozlenirler.
Koloni morfolojileri olduk¢a degiskenlik gostermektedir.
Oyle ki petrilerde pembeden yesile, beyazdan siyaha
farkli renklerde aktinomiset kolonisine rastlamak
mimkiindir. Kullanilan besiyeri ve inkiibasyon siiresine
gore de koloni renkleri degiskenlik gdstermektedir
(Waksman, 1989). Aktinomisetlerin patojenlere karst
etkileri lizerine yapilan arastirmalarla 1940’dan itibaren
sistematik olarak antibiyotik izolasyonlar1 baslamistir.
Aktinomisetler, antibiyotik literatiir ~ veritabaninda
bulunan (ALD) biyoaktif bilesiklerin yarisindan fazlasimni
tretmektedirler (Lazzarini ve ark., 2000). Toprak
ekosisteminde aktinomisetlerin ¢ok yaygin olmasi ve
sekonder metabolit tretimi agisindan oldukg¢a verimli
olmalar1  sebebiyle, topraktan sekonder metabolit
taramalar1 yogun bir sekilde gliniimiize kadar yapilmistir.
Bu nedenle karasal aktinomisetlerden ticari dneme sahip
enzim ve terapotik 6neme sahip biyoaktif molekiiller,
antibakteriyel, antifungal, antitiimoral vb. birgok biyoaktif
madde izole edilmistir (Solanki ve ark., 2008). Fakat
yapilan denemelerde yeni aktif madde bulma ihtimali
gittikge azalmaktadir. Denemeler siklikla bilinen
metabolitlerin tekrar izolasyonuyla sonuglanmaktadir
(Mincer ve ark., 2005). Arastirmacilar mevcut sorunu,
aragtirmalarini ekstrem gevreler tizerine kurarak ¢dzmeye
calisnuslardir. Iginde bulunulan ortamm organizmayi fakli
metabolit iretimine yonlendirmesi nedeniyle farkl
kosullara adapte olan aktinomisetlerden yeni bilesiklerin
kesfedilmesi beklenmektedir (Lam, 2006). Bu nedenle
ozellikle denizel sistemler az ¢alisilmis olmalar1 ve farkli
cevresel kosullar1  barindirmalart  nedeniyle ilgiyle
odaklanilan sistemler haline gelmislerdir (Bernan ve ark.,
1997). Onceleri denizel ortamim yiiksek tuz orani, besin
miktarinm azlig1 gibi etkenler g6z 6niinde bulundurularak

aktinomisetlerin ~ denizel  ekosistemlerde  nadiren
bulunduklar1  disiiniildiigiinden  ¢ahigilmaya  deger
sistemler olarak goriilmemislerdir (MacLeod, 1968).

Fakat son donemlerde yapilan calismalarda denizlerde
bakteriyel c¢esitliliginin fazla oldugu ve aktinomisetlerin
de bu sistemlerde genis yayilim gosterdikleri yoniinde
sonuglar almmustir (Bull ve ark., 2005). Denizel kokenli
aktinomisetler karasal akrabalar1 gibi sekonder metabolit
iretiminde oldukga iretkendir. Denizel kokenli
aktinomisetler literatiirde bulunan aktif bilesiklerin
aynisini veya benzerini, bazilari ise tamamen farkli yapida
molekiilleri iiretebilmektedir (Ward ve Goodfellow,
2004).

Sekonder metabolit taramalar1 genel olarak, kiiltiire
edilmis organizmalarm fermentasyon sivilar1 kullanilarak
yapilmaktadir. Fakat molekiiler teknikler ve genom bilgisi
iizerindeki bilgiler arttikca genetik materyal iizerinden de
tarama yapilabilmektedir. Genom {izerinden aktif
metabolit taramalarinda, PKS (poliketid sentaz) geni
kullanilan 6nemli hedeflerden birisidir. PKS geni
multimodiiler bir yapiya sahiptir ve bu gende bulunan
ketosentaz (KS) domaini filogenetik tanimlamada
onemlidir. Ciinkii KS domaini olduk¢a korunmustur ve bu

bolgeyi hedefleyen dejenere primerler ile kriptik olarak
tarama yapilabilmektedir (Gontang ve ark., 2010). Son
molekiiler arastirmalar, olduk¢a fazla sayida kriptik PKS
geninin bulundugunu gostermistir. Ornegin; tiim genomu
aydinlatilmig ~ Streptomyces  coelicolor,  fonksiyonu
bilinmeyen fazla sayida PKS genlerine sahiptir (Bentley
ve ark., 2002).

Genom {izerinden aktif metabolit taramalarmnda
kullanilan diger onemli hedef gen bolgesi ribozom disi
peptid sentetazdir (NRPS). Bu gen bdlgesi ribozom disi
peptidlerin  (NRP) iiretiminden sorumlu multienzimin
sentezinden sorumludur. Non ribozomal peptitler yag
asidi sentezine benzer bir mekanizmayla bu kompleks
yap1 iizerinden sentezlenir (Zinger ve ark., 2011). Bu
mekanizma tarafindan sentezlendigi belirlenen ilk
peptidler Gramisidin S ve tirosidindir (Lipmann ve ark.,
1971). Daha sonraki c¢aligmalarda basil, fungus ve
streptomisetlerden elde edilen bazi peptidlerin de bu
ribozomal olmayan yolla dretildikleri anlasiimistir.
Ribozom dis1 yolla iiretilen peptidlerin ortak &zelligi ise
antimikrobiyal, antifungal ve immiin baskilayici
etkilerinin olmasidir (Kleinkauf ve Dohren, 1990;
Kleinkauf ve Dohren, 1996). NRPS adenilasyon (A),
tiyoesterifikasyon (T), kondensasyon (C) alt birimlerden
olusan enzim kompleksidir (Schwarzer ve ark., 2001).
Adenilasyon bolgesi yaklagik 500 aminoasit icerir ve
aminoasitleri taniyip aktive eder. Bu nedenle islevleri
ribozomal sistemde aminoasitlerin aminoagil-tRNA’lar
olusturmak iizere aktive edilmeleri ile kiyaslanabilir.
Adenilasyon bdlgesinin bilyiik kismi ¢ok iyi korunmus
aminoasit dizilerinden olusur (Weber ve ark., 2000).
Ribozom dis1 peptidler onemli sekonder metabolit
grubunu olusturmaktadir (Ayuso-Sacido, 2005). Farida
ve ark. (2007), antikanserojen etki potansiyeli olan yeni
bilesikler bulmayr amagcladiklar1 ¢alismada, oncelikle
izolatlar PCR temelli taramis ve fermentasyon sivisindan
aktivite tespiti calismalarma PKS ve NRPS pozitif
izolatlarla devam etmislerdir.

Bu ¢alismanin amaci Trabzon deniz sedimentlerinden
elde edilen denizel aktinomisetlerin aktif sekonder iiretme
potansiyelinin arastirilmasi ve biyosentezlerinden sorumlu
PKS/NRPS gen bolgelerinin PCR tabanli tekniklerle
taranmasidir.

Materyal ve Metot

Aktinomisetlerin  Hazirlanmast ve Genomik DNA
ILzolasyonu

Arastirmada Trabzon'dan toplanmis denizel sediment
orneklerinden onceki c¢alismalarda izole edilmis ve
morfolojik olarak tanimlanmis 24 aktinomiset izolati
kullanilmigtir.  Aktinomiset izolatlari, Miiller Hinton
Broth kullanilarak 28°C’de 2 giinliik 125 rpm ¢alkalamali
inkiibasyon sonucunda aktive edilmistir. Elde edilen taze
bakteri kiiltiiriinden Fast DNA Spin Kit (MP,Biomedicals,
Santa Ana, CA) ile DNA izolasyonu yapilmistir. DNA
izolasyonu  iretici  firma  protokoline  uyularak
gerceklestirilmistir. DNA  safligt %1 agaroz jel
elektroforezi ile kontrol edilmistir.
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PCR Optimizasyonu ve Reaksiyon Kosullar:

Genomik DNA ornekleri ve sekonder metabolit
iretiminden sorumlu PKS/NRPS genlerini hedefleyen
hedef spesifik dejenere primerler (Tablo 1) kullanilarak
PCR reaksiyonu gergeklestirilmistir. PKS ve NRPS gen
bolgeleri igin birer primer seti kullanilmigtir. PKS tarama
icin kullanilan primer korunmus ketosentez (KS)
domainine, NRPS i¢in kullanilan primerler de korunmus
adenilasyon ~ (A) domainine  spesifik  dejanerat
primerlerdir.

Oncelikle PCR optimizasyonu yapilmis ve uygun
kosullar belirlenmistir. Tiim PCR reaksiyonlar1 50ul total
hacimde, 10 mM 10X PCR tampon, 0,2 mM her forward
ve reverse primer (10 pM- Macrogen), 0,4 mM dNTP mix
(Promega), 1,5 mM MgCl, (Promega), 1,25 U Taq DNA
polimeraz (Promega, GoTaqg Hot Start DNA polymerase),
10-20 ng genomik DNA, %10 DMSO (Merck) ve kalan
hacim distile su ile tamamlanarak hazirlanmistir.

PCR reaksiyonlart BIORAD PCR cihazi kullanilarak
gergeklestirilmis ve PCR sonuglart %1 agaroz jel
kullanilarak kontrol edilmistir. PKS gen bolgesi i¢in K1F
(5’-TSAAGTCSAACATCGGBCA-3’) ve M6R (5°-
CGCAGGTTSCSGTACCAGTA-3’) (Ayuso-Sacido,
2005) primerleri kullanilarak gergeklestirilen PCR,
94°C’de 5 dakika 6n denatiirasyonla baglamis, 94°C’de 1
dakika denatiirasyon, 58°C’de 2 dakika baglanma ve
72°C’de 1 dakika 30 saniye uzama doéngiisiiniin 30 kez
tekrar etmesi ve 72°C’de 5 dakika sabitleme basamagiyla
sonlanmuistir.

NRPS gen  bolgesi icin  ADEdomS'  (5'-
ACSGGCNNNCCSAAGGGCGT-3) ve ADEdom3' (5'-

Tablo 1 PCR taramalarinda kullanilan primerler

CTCSGTSGGSCCGTA-3') (Busti, 2006) primerleri ile 2
asamali PCR  programi  kullanilarak  reaksiyon
gerceklestirilmisti.  PCR, 94°C’de 5 dakika 6n
denatiirasyonla baslamis, 1. asamada 94°C’de 1 dakika
denatiirasyon, 50°C’de 45 saniye baglanma, 72°C’de 1
dakika uzama basamagmm 10 dongli tamamlanmasmin
ardindan 2. asamaya gegcilmistir. Bu asama da 94°C’de 1
dakika denatiirasyon, 55°C’de 45 saniye baglanma,
72°C'de 1 dakika uzama basamaginmn 20 dongii tekrar
etmesinin akabinde 72°C’de 5 dakika sabitleme
basamagiyla sonlanmustir.

PCR sonucu iyi bant olusumu belirlenen K22, PKS ve
NRPS PCR iiriinii sekanslanmis ve NCBI BLAST analizi
sonucunda Streptomyces sp. PKS ve NRPS gen dizilerine
sirastyla %98 ve %99 benzerlik gosterdigi tespit
edildiginden PCR taramalarinda pozitif kontrol olarak
kullanilmustir.

Bulgular

Yapilan PCR taramasinda 24 denizel aktinomisetin
sekonder metabolit {iiretiminden sorumlu PKS/NRPS
hedef genleri icerme durumlar1 arastirilmistir (Tablo 2).
Beklenen PKS PCR iriinii 1200-1400bp, NRPS PCR
tirtinii 450bp uzunlugundadir. Elde edilen amplikonlar,
daha once de belirtildigi gibi korunmus KS ve A
domainine aittir. PCR taramalarinda 6 izolatn PKS, 20
izolatin NRPS, 6 izolatin PKS ve NRPS genlerini birlikte
bulundurdugu, 4  izolatin ise  hedef genleri
bulundurmadiklari saptanmistir (Sekil 1 ve Tablo 2).

Primer adi Sekanslar Hedef Gen AU Kaynak
K1F 5’-TSAAGTCSAACATCGGBCA-3’ .
M6R 5*-CGCAGGTTSCSGTACCAGTA-3’ PKS ~ 1200-1400  Ayuso-Sacido, 2005
ADEdom5' 5’-ACSGGCNNNCCSAAGGGCGT-3’ .
ADEdom3’ 5*.CTCSGTSGGSCCGTA-3’ NRPS 450 Bustl, 2006
AU: Amplikon Uzunlugu (bp)
Tablo 2 izolatlar ile hedef gen PCR tarama
izolat kodu PKS PCR NRPS PCR izolat kodu PKS PCR NRPS PCR
M6R/K1F ADEdom5'/3' M6R/K1F ADEdom5'/3'
K1 + K22 + +
K2 + K23 +
K3 + K30 + +
K4 + + K31
K5 + K32 +
K7 + K34 +
K9 K35 +
K11 K42 +
K16 + + K43 +
K18 + + K44 +
K19 + + K46 +
K21 + K47

+: beklenen uzunlukta PCR {iriinii olusumu
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izolat sayisi

PKS NRPS

PKS/NRPS PCR Olumsuz

Amplifikasyon tipi

Sekil 1 izolatlarm PCR sonuglar1

Tartisma ve Sonu¢

DNA izolasyonu yapilan 24 izolatta PCR ile
biyoaktiviteden sorumlu genlerin varhigi arastirilmistir.
Taramada kullanilan hedef genin varlign sekonder
metabolit tretimiyle ilgili bilgi vermektedir (Ketela ve
ark., 2002). Tarama igin secilen hedef genler sekonder
metabolit tiretiminden sorumlu oldugu bilinen PKS ve
NRPS gen bolgeleridir (Pathom-aree ve ark., 2006). PCR
taramalar1 igin literatiirde yaygin kullanilan primerler
tercih edilmistir (Tablo 1). Uygun kosullarda yapilan
PCR’larda porzitif kontrol ile ayni uzunlukta iiriin elde
edilen Ornekler taranan gen acisindan pozitif olarak
degerlendirilmistir. ~ Izolatlarm  %25'i  PKS-NRPS
genlerinin  her ikisini  tagimaktadir  (Sekil 1)
Organizmalarm %58'1 ise sadece NRPS geni tagimaktadir
(Tablo 2). NRPS peptid yapida sekonder metabolit
iretiminden sorumlu gendir. NRPS pozitif sonuglar,
peptid  yapida  molekil  dretilecegi  anlamina
gelebilmektedir (Finking ve Marahiel, 2004).

PCR ile hedef gen taramalar1 organizmalarin sekonder
metabolit tiretme kapasiteleri hakkinda bilgi vermekte ve
birgok calismada aktivite tespiti igin tercih edilmektedir.

Schneemann ve ark. (2010), izole ettikleri denizel
aktinomisetlerden PCR taramalar1 sonunda %37’sinin
NRPS, %I13’tiniin PKS, %15’inin ikisini birlikte

%?20’sinin  her ikisini de igermedigini bulmuslardir.
Mariana ¢ukurundan alinan sediment Orneklerinin
incelendigi farkli bir c¢alismada, elde edilen 38
aktinomiset izolati kullanilarak yapilan PCR temelli
taramalarda izolatlarin %68’ NRPS, %3’i PKS2, %13’
ise PKS1 ve NRPS pozitif bulunmustur. Bu calisma
ekstrem derinliklerde de ¢esitliligin  oldugunu ve
organizmalarin sekonder metabolit {iretme kapasitesine
sahip olduklarin1 gostermektedir (Pathom-aree ve ark.,
2006). Farida ve ark. (2007), antikanserojen etki
potansiyeli olan yeni bilesikler bulmayr amacladiklar
calismada, oncelikle izolatlar PCR temelli taranmistir ve
52 denizel aktinomisetin 10’unda PKS1-NRPS, 11’inde
NRPS varlig: tespit edilmistir. Calisgmaya PKS ve NRPS
pozitif izolatlarla devam edilmistir.

PCR ile biyoaktiviteden sorumlu hedef gen taramalar:
somut olarak bilesik eldesi ile sonu¢lanmamaktadir.
Fermentasyon temelli arastirmalarda oldugu gibi tarama

sonunda aktif bilesik elde edilmez. Fakat sekonder
metabolit {iretimi organizmanm genetik yapisiyla
baglantili oldugundan, organizmanin sekonder metabolit
tiretme kapasitesi hakkinda genel bilgi vermektedir.

Ayrica PCR taramalari, yapilacak ileri ¢aligmalari
yonlendirebilmektedir.
Sonu¢ olarak arastirilan  denizel aktinomiset

izolatlarmm %83 'tinde PCR ile en az bir adet antibiyotik
biyosentezinden sorumlu gen oldugu belirlenmistir. Diger
bir ifadeyle 20 izolat fonksiyonel olarak aktif metabolit
iretme kapasitesindedir. Bulunan deger, literatiirle
karsilagtirildiginda oldukca yiiksek bir degerdir. Bu
caligma gostermektedir ki, Karadeniz sedimentlerinden
elde edilen aktinomisetlerin sekonder metabolit iiretim
kapasitesi yliksektir ve genom bazinda aktif metabolit
iiretimi i¢in Onemli bir potansiyel barindirmaktadir.
Karadeniz deniz sedimentlerinin sahip oldugu bu
potansiyel ileri caligsmalarla degerlendirilmeyi
beklemektedir.
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