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Doktora Tezi
OZET

BOCEK ORIJINLI BAKTERILERDE BAKTERIYOSINLERIN ARASTIRILMASI,
KARAKTERIZASYONU VE BIiYOLOJIK MUCADELEDEKI ONEMI

Serpil UGRAS

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitls
Biyoloji Anabilimdali
Danisman: Prof. Dr. Zihni DEMIRBAG
2012, 119 Sayfa

Bakteriyosinler bakteri, fungus gibi mikroorganizmalarin biiyiimesini engelleyen ya da
tamamen Oldiirerek ortadan kaldiran antimikrobiyal maddelerdir. Bu maddeler, bir¢ok alanda
yuksek uygulanabilirlik potansiyeline sahiptir. Bu calismada, entomopatojenik bakterilerden
bakteriyosin elde etmek ve biyolojik miicadeledeki Onemini arastirmak amaciyla alti farkl
bocekten izole edilen otuz yedi bakterinin bakteriyosin iiretebilme kapasitesi arastirildi. Bu
bakteriler arasinda Bacillus thuringiensis (Bt-Bnl) ve Serratia marcescens (Sm-Mm3)’in
antibakteriyal madde iiretebildigi belirlendi. Hedef bakterilerin ilgili antimikrobiyal maddeleri
iretebildikleri optimum kosullar belirlendi. Bu maddeler, kiiltiir siipernatantindan sirasiyla
amonyum sulfat ¢oktirmesi, diyaliz, ultrafiltrasyon, jel filtrasyon kromotografisi ve HPLC ile
saflagtirildiktan sonra TOF-MS ile tamimlandi. Bunun sonucunda, Bt-Bnl molekilinin, isiya
dayanikli, pH 6-8 araliginda kararli, proteinaz K’ya duyarli ve 3.139 Da biiyikliiginde bir
polipeptit, Sm-Mm3 molekullnun ise 1siya dayanikli, pH 5-9 araliginda kararli, proteinaz K’ya
direngli ve 479 Da biiyiikliiglinde antibakteriyal bir madde oldugu belirlendi. Bt-Bnl molekiliinin
farkli Bacillus thuringiensis suslar1, B. cereus, B. weihenstephanensis ve Listeria monocytogenes
bakterilerine karsi, Sm-Mm3 molekiiliiniin ise farkli Bacillus thuringiensis suslari, B. cereus, B.
polymyxa, B. subtilis, Enterobacter sp., Erwinia amylovora, Enterococcus faecalis, Proteus
mirabilis, Pseudomonas fluorescens, Staphylococcus cohni ve Staphylacoccus epidermidis
bakterilerine kars1 inhibisyon aktivitesi gosterdigi belirlendi. Plazmit eliminasyon ¢aligmalariyla
Bt-Bnl molekilinin kromozom kdkenli, Sm-Mm3 molekullinin ise plazmit kokenli oldugu
belirlendi. Bu molekdllerin, Erwinia amylovora, Paucimonas lemoignei, Pseudomonas syringae,
ve Xanthomonas axonopodis gibi bitki patojeni bakterilere karsi inhibisyon aktivitesine sahip

olduklar belirlenerek biyolojik miicadelede kullanim potansiyelleri ortaya ¢ikarildi.

Anahtar Kelimeler; Bacillus thuringiensis, bakteriyosin, biyolojik mucadele, entomopatojenik
bakteriler, Serratia marcescens.
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PhD. Thesis
SUMMARY

INVESTIGATION AND CHARACTERIZATION OF BACTERIOCINS FROM INSECT
ASSOCIATED BACTERIA AND THEIR SIGNIFICANCE IN BIOLOGICAL CONTROL

Serpil UGRAS

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Zihni DEMIRBAG
2012, 119 Pages

Bacteriocins kill or inhibit the growth of microorganisms such as bacteria and fungi. These
substances have a highly potential applicability in many industrial areas. In this study, in order to
obtain bacteriocin from entomopathogenic bacteria and to investigate their significance in
biological control, thirty-seven bacteria isolated from six different insect were investigated for the
capasity of bacteriocin production. Among tested bacteria, Bacillus thuringiensis (Bt-Bnl) and
Serratia marcescens (Sm-Mm3) were determined as antibacterial substance producing organisms.
The optimum growth conditions of the target bacteria were determined. These substances were
purified by ammonium sulfate precipitation, dialysis, ultrafiltration, gel filtration chromatography
and HPLC respectively from the bacterial supernatants and identified by TOF-MS. Finally, Bt-Bnl
strain produces a heat and pH 6-8 range stabil, proteinase K sensitive antibacterial polipeptide, and
its molecular mass was determined as a 3.139 Da. Sm-Mm3 strain produces a heat stable, pH 5-9
range stable and proteinase K insensitive active molecule, and its molecular mass was determined
as a 479 Da. Bt-Bnl molecule exhibits inhibitory spectrum against various Bacillus thuringiensis
strains, B. cereus, B. weihenstephanensis and Listeria monocytogenes. Sm-Mm3 molecule has
inhibitory activity against various Bacillus thuringiensis strains, B. cereus, B. polymyxa, B. subtilis,
Enterobacter sp., Erwinia amylovora, Enterococcus faecalis, Proteus mirabilis, Pseudomonas
fluorescens, Staphylococcus cohni ve Staphylococcus epidermidis. Plasmid elution studies shown
that gene(s) responsible for bacteriocin of the Bt-Bnl is located on chromosome and for the Sm-
Mma3 located on plasmid. Studies on the biological control potential of the identified molecules
have shown that they are active against Erwinia amylovora, Paucimonas lemoignei, Pseudomonas
syringae ve Xanthomonas axonopodis. Therefore, they have potential to be used in biological

control.

Key Words; Bacillus thuringiensis, bacteriocin, biological control, entomopathogenic bacteria,
Serratia marcescens
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Enfeksiyonlarin tedavisinde antimikrobiyal 6zelliklere sahip karisimlarin kullanimi
2000 y1l 6nceye dayanmaktadir (Lindblad, 2008). Antik Misirlilar ve Eski Yunanlilar da
dahil olmak uzere bir ¢ok kadim kultlr, enfeksiyonlar1 tedavi etmek igin, 0zel olarak
secilmis kiif, bitki materyali ve bir takim 6ziitler kullanmistir (Forrest, 1982; Wainwright,
1989). Farkinda olmaksizin yapilan bu geleneksel uygulamalar engelleyici bir etkilesimin
varligint gostermistir. Bilinen en eski mekanizmalardan biri olan engelleyici etkilesim
(antibiyosis) ilk olarak 1877 yilinda Louis Pasteur ve Robert Koch tarafindan havadaki
basillerin, Bacillus anthracis’in buyumesini engelledigini goérmeleri ile tanimlanmistir
(Landsberg, 1949). Pasteur ve Koch doneminde yapilan bu bilimsel tanilar, 6nemli bir
ihtiya¢ haline gelen, g¢evredeki zararli mikroorganizmalarin kontrol altina alinabilecegi
gercegini ortaya ¢ikarmistir (Chen ve Hoover, 2003). Bilim diinyasinda biiyiik ses getiren
bu olaydan sonra, bu konuda bir ¢ok c¢alisma yapilmis ancak ozellikle 1928 yilinda
Alexander Fleming tarafindan penisilinin kesfi tip alaninda bir ¢igir agmustir.  Penisilinin
kesfi ile belirli bir hastaliga neden olan mikroorganizmalarla miicadele etmenin ancak
tedavi edici antimikrobiyal maddelerin kullanimi ile basarilabilecegi gercegi ortaya
cikarilmis ve bu bulus Alexander Fleming’e 1945 yilinda nobel tip 6diiliinti kazandirmistir.
Antibiyotik terimi ise ilk olarak 1942 yilinda Waksman tarafindan, mikroorganizmalari
6lduren ya da gelisimini engelleyen, farkli mikroorganizmalar tarafindan iiretilen maddeler
olarak tanimlanmis ve bu tanimdan yola ¢ikarak penisilin diinyanin bilinen ilk antibiyotigi
olarak literatiirdeki yerini almistir. ~ Antibiyotikler hem var olan bir enfeksiyonun
tedavisinde hem de gelisebilecek enfeksiyonun onlenmesinde kullanilan molekiillerdir
(Sayek, 1997). Insanhgin hastaliklardan kurtulusunda mucizevi bir anahtar olan
antibiyotikler sadece insanlarin tedavisinde degil tarim ve hayvancilik alanlarinda da
kullanilmaktadir.  Ozellikle bitkilerin funguslardan korunmasi amaciyla antibiyotikler
fazlaca kullanilmaktadir (Lancini ve Lorenzetti, 1993). Hayvancilik alaninda ise besin
tiretimi igerisinde, 6zellikle et liretiminde antibiyotik kullanim1 yaygilagmistir (Wegener,

1999; Fey vd., 2000).



Yukarida da belirtildigi gibi 1928 yilinda penisilinin tanimlanmasi ve sonrasinda
blyuk Olcekli antibiyotiklerin Gretimi insan sagligi agisindan biiyiik bir devrim niteligi
tasimaktadir (Bennett ve Chung, 2001). Bazen zayiflatici ve bazen de 6liimciil diizeydeki
bulasici hastaliklara karsi bireylerin tedavisi icin antibiyotikler, tibbi bir mucize 6zelligine
sahip molekaiiller olarak kabul gérmiislerdir. Ornegin, gelismis sanitasyon ve as1 ile birlikte
antibiyotik tedavisinin kullanimi, Amerika Birlesik Devletlerinde ¢ocukluk pndmoni
mortalite oranlarini, 1939°dan 1996’ya kadar gecen 58 yillik siire iginde %97 oraninda
azalttig1 tespit edilmistir (Dowell vd., 2000).

[lk dénemlerde, piyasada giiclii ve etkili ilaglarin mevcut olmas1 yeni bilesiklerin
kesfine ihtiyacin olmadigi durumunu ortaya ¢ikarmis ve ilag sirketlerinin yeni
antimikrobiyallerin gelistirilmesi amaciyla yiiriittiikleri programlarin durmasina yol
acmistir (Knowles, 1997). Bu sureci izleyen dénemlerde antimikrobiyal maddelerin genis
Olgekli kullanimi sonucunda bu maddelere karst bakteriyel direnglerin gelistigi
gozlenmistir (Levin vd., 1998). O zamandan beri, direng seviyeleri noktasi, dramatik bir
sekilde yiikselmeye devam etmistir. 2000 yilinda Diinya Saglik Orgiitii tarafindan
antibiyotiklerin kullanimi sonucunda ¢oklu diren¢ mekanizmasi gelistiren patojenlerin
yiikksek diizeyde oldugu belirtilmis ve bulasict hastaliklar gibi tedavi edilemez hale
gelebilir bir siirece girildiginin uyarilar1 verilmistir (WHO, 2000). ilk basta antibiyotik
direncinin, antibiyotik kullanimmin en yogun oldugu, hastanede yatan tiim hastalarin
yaklasik ticte birinin gereksiz ya da yanlis secilmis antibiyotik kullandigi, hastane
ortamlarinda sinirli oldugu diisliniilmiis ancak bu durum beklenildiginin tam aksi yonde
seyretmistir (Gaynes, 1997; Van Houten vd., 1998).

Antibiyotik kullaniminin daha biiyiik bir sorun haline gelmesinde, 6zel bir gliven
duyulan genis spektrumlu antibiyotiklerin biiyiikk bir katkis1 olmustur ve bu tiir
antibiyotiklerin ¢oklu dirence sahip patojenlerin hizli bir sekilde ortaya ¢ikmasina 6nciluk
ettigi tespit edilmistir (Solomon vd., 2001; Wester vd., 2002). Antibiyotik direncini
arttiran bir diger tehdit de tarim ve gida iiretimi alaninda da antibiyotiklerin kullaniminin
hizla artmasidir. Tarim endiistrisinde, bitki hastaliklarinin kontrolinde antibiyotiklerin,
profilaktik ajanlarin ve bilylme dizenleyicilerinin kullanimi, hayvanlarda (Van den
Bogaard vd., 1999; Barton vd., 2001) ve bitkilerde (McManus vd., 2002) direngli patojenik
bakterilerin ortaya ¢ikmasinin en 6nemli sebeplerinden biri oldugu bulunmustur. Bunlarin

yanisira ilging bir sekilde, klinik ya da tarimsal anlamda yeniliklerin yapilmadig



(uygulamalarin olmadig1) alanlarda yasayan hayvanlardan izole edilen bakterilerde de
yiiksek seviyelerde antibiyotik direngliligi oldugu belirlenmistir (Sherley vd., 2000).

Biiyiik olasilikla ilerleyen donemlerde ¢oklu dirence sahip bakterilerin tedavisinde
giinlimiizde genis faydalar1 olan mevcut antibiyotiklerin kullanim1 yeterli olmayacaktir.
Son yillarda alarm veren bu endise verici sorunun ¢oziimii i¢in ¢alismalar sirmekte ancak
var olan antibiyotikler bu sorunlarin ¢oziimii i¢in yeterli gelmemektedir. Bu durumu
dizeltmek amaciyla acilen hem yeni hem de farkli etki mekanizmasina sahip
antibiyotiklerin tanimlanmasi hem de alternatif antimikrobiyal ajanlarin tespit edilmesi
gerekmektedir. Gunumizde bakteriyofajlar (Alisky vd., 1998), probiyotik bakteriler
(Verschuere vd., 2000; Macfarlane, 2002), antimikrobiyal peptitler (Joerger, 2003;
Papagianni, 2003) ve bakteriyosinler (Pag ve Sahl, 2002; Twomey vd., 2002) gibi ¢ok
sayida alternatif antimikrobiyal ajanlar kabul edilmektedir.  Arastirmacilar bu gibi
antimikrobiyal dnciilerinden optimum oranda faydalanabilmek amaciyla tizerlerinde sik sik
kimyasal degisimler ya da gen miihendisligi (genetik modifikasyonlar) uygulamalari
(Papagianni, 2003; Lien ve Lowman, 2003) yapmaktadirlar.

Yukarida belirtilen antibiyotiklere alternatif olarak degerlendirilen ve
antimikrobiyal ajanlar icerisinde yer alan kuvvetli toksinler olan bakteriyosinler en dnde
gelen grubu temsil etmektedir. Bu potansiyel antimikrobiyal ajanlar (bakteriyosinler),
giiclii fakat dar inhibitor spektrumlart (6ldirme faaliyeti), kararliliklar: ve insanlara olan
diisiik toksisiteleri gibi ilgi cekici ozellikleri dolayisi ile artan bir ilgi almis ve bu
molekiillerle yapilan ¢aligmalar biiyiik hiz kazanmistir. Giinliimiizde yeni bakteriyosinlerin
tespiti ve karakterizasyonu yaninda, klinik ve tarim alaninda kullanim imkanlarim

arttirmak amacli var olan bakteriyosinlere yapilan genetik girisimler de 6nem tagimaktadir.

1.2. Bakteriyosinlerin Genel Ozellikleri

Bakteriyosinler, ilk olarak 1925 yilinda Gratia tarafindan Escherichia coli’nin
tirettigi antimikrobiyal proteinin tespit edilmesi ile kesfedilmis ve bu molekiil kolisin
olarak isimlendirilmistir (Gratia, 1925). Bakteriyosin tanimi ise ilk kez Jakob ve
arkadaslar1 tarafindan 1953 yilinda yapilmistir. Bu tanim sadece farkli tiirler arasi
antagonistik iliskileri ve kolisinleri kapsamaktayken, daha sonra yapilan ¢aligmalarla buna
benzer bircok maddenin bulunmasi sonucu terimin kapsami da genisletilmistir (Eckner,

1992). Bu antibiyotik 6zellikli molekdllerin insanlarda istenmeyen alerjik reaksiyonlara



sebep olabilen terapdtik antibiyotikler ile karigtirlmasina engel olmak ve endiseleri
ortadan kaldirmak icin ozellikle antibiyotik olarak adlandirilmamistir (Cleveland vd.,
2001).

Bakteriyosinler, bakteriler tarafindan tiretilen antimikrobiyal etkiye sahip, protein
ya da proteinlerle birlikte bazi yan gruplar da icerebilen antibiyotik 6zellikli metabolitler
olarak tanimlanmaktadir (Tagg vd., 1976; Klaenhammer, 1993; Jack vd., 1995; Cleveland
vd., 2001). Bu tamimdan hareketle birgok kaynakta bakteriyosinler ile antibiyotikler
karigtirllmaktadir. Ancak bakteriyosinler ile antibiyotikler arasinda 6nemli farkliliklar
bulunmaktadir. Bunlar;

I.  Bakteriyosinler ribozomal olarak sentezlenirken, antibiyotikler ribozomal
olarak sentezlenmezler (ribozom disi peptid sentetazlar, NRPS) ile
sentezlenirler) ve aktif formlarini1 enzimatik islenmeler sonucu kazanirlar.

ii.  Bakteriyosinler, antibiyotiklere gore cok daha dar bir etki spektrumuna
sahiptirler ve ozellikle iiretici susa yakin akraba tiirlere karsi etkilidirler.
Antibiyotikler ise birbirinden farkl: birgok tiire karsi etkilidir.

iii.  Her bakteriyosinin kendi bagisiklik proteini vardir. Bu bagisiklik proteinlerini
kodlayan genler, bakteriyosinlerin yapisal genleri ile baglantilidir. Antibiyotik
bagisikligini yoneten genetik determinantlar ise, yapisal antibiyotik genleri ile
baglantili degildir.

iv.  Bakteriyosinler genellikle bakterinin logaritmik gelisme fazinda {iretilen
birincil metabolit kinetigine sahip ikincil metabolitlerdir. Antibiyotikler ise,
gelisimin ~ duragan  fazinda  iretilen ikincil  metabolitler  olarak
tanimlanmaktadir (Nes vd., 2002).

Uretici sus tarafindan bir ya da daha fazla sayida sentezlenen bu antimikrobiyal
bilesikler, {iretici susa tistlin bir nitelik kazandirir. So6yle ki; bir mikroorganizma ekolojik
nisinde diger organizmalari elimine eder ise biiylime ve hayatta kalma agisindan biytk bir
firsat yakalamis olacaktir. Bahsedilen bu firsat1 bakteriyosin, iiretici mikroorganizmaya
saglamaktadir (Chen ve Hoover, 2003). Basta Lactobacillus ve Lactococcus olmak Uzere
Staphylococcus, Bacillus, Escherichia, Pediococcus ve Leuconostoc cinsi bakterilere ait
pek ¢ok tir bakteriyosin iiretme yetenegine sahiptirler (Gorris, 1994).

Giliniimiizde bakteri ve arkaea’larin 6nemli soylar1 tarafindan tiretilen molekiillerin
icinde bulundugu biiyiik ve islevsel toksin (bakteriyosin) aileleri bulunmaktadir (Riley ve

Wertz, 2002). Bu gruplara dahil olan molekiillerin ortak bazi ozellikleri tasimalar



gerekmektedir. Bir molekiiliin bakteriyosin olarak degerlendirilmesi i¢in ribozomal olarak
sentezlenmesi, protein dogasinda olmasi ve liretici bakteri ile yakin akraba tiirlere karsi
inhibitor aktivitesine sahip olmas1 gerekmektedir.

Bakteriyosin kodlayan genler kromozomal ya da plazmit kékenli olabilmektedir.
Bakteriyosinler inhibisyon aktivitesini, sitoplazmik membranda por olusturma, hiicre
duvarini tahrip etme ve niikleaz aktivitesi gibi farkli mekanizmalarla gergeklestirmektedir
(Braun vd., 1994; Smarda ve Smajs, 1998).

Fizikokimyasal 6zellikleri ve inhibisyon aktiviteleri esas alinarak siiflandirilan ve
her gegen giin yeni iiyelerin ilave edildigi bakteriyosinler icerisinde, gida katkis1 olarak
kullanimina izin verilen tek bakteriyosin Lactotococcus lactis tarafindan iiretilen nisin’dir
(Zendo vd., 2003). Nisin ilk kez Ingiltere’de bir gida koruyucusu olarak kabul edilmis ve
krem peynirlerde kullanimina izin verilmistir. 40 yil1 askin bir siiredir bilinen nisin bugiin
50’yi askin iilkede saglik acisindan giivenli bir gida koruyucusu olarak kabul edilmis ve
birgok gida ¢esidinde kullanilmistir (Ross vd., 2002; Delves-Broughton, 2005). Nisin,
Ozellikle peynir, sivi yumurta {iiriinleri, konserve gidalar, cesitli pastorize siit {iriinleri gibi
tirtinlerin mikrobiyal kontaminantlardan korunmasi amaciyla kullanilmaktadir. Kullanimi
ve onaylanmast miimkiin bir¢cok bakteriyosinin karakterize edilmesi ve gelistirilmesine
ragmen, nisin en ¢ok ticari 6neme sahip bakteriyosin olmaya halen devam etmektedir
(Chikindas ve Montville, 2002).

Son yillarda bakteriyosinlerin yogun bir sekilde arastirilmasindaki en Onemli
sebeplerden biri de, insan ve ¢evre sagligi tizerinde olumsuz etki igermeyen, ancak hastalik
etmeni olan mikroorganizmalara kars1 giiclii bir koruma saglayan en énemli bilesiklerden
biri olmasidir. Bakteriyosinler, insan sindirim sisteminde proteazlar tarafindan hizli bir
sekilde sindirilebilen bakterisidal aktiviteye sahip polipeptidlerdir (Joerger vd., 2000).
Bundan dolay1 viicutta absorbe edilmezler ve kalin bagirsak florasina ulasamazlar. Dogal
kaynakli olmalari, insan ve hayvan bagirsak sisteminde kolayca parcalanmalar1 ve
korunacak gidalarin fizikokimyasal yapilarinda herhangi bir degisime neden olmaksizin,
bozulma ve hastalik etmeni bakterileri inhibe etme o6zellikleri ile bakteriyosinler son
yillarda tizerinde ¢ok fazla calisilan bir konu haline gelmistir (Geinsen vd., 1992; Howard
vd., 1993). Bakteriyosin iireten suslarin dogrudan ya da dolayl bir sekilde gida endiistrisi,
tip alani ve ziraat alaninda kullaniminin artmasi, bakteriyosin iiretme yetenegi yliksek ya
da konakg¢i spektrumu genis yeni bakteriyosin lireticilerinin tanimlanmasi ile miimkiin

olacaktir.



1.3. Bakteriyosinlerin Simflandirilmalar:

Tiim diinyada yiirlitilen yogun caligmalar sonucunda bakteriyosinlerin say1r ve
tiirlinlin  hizla artmasi, bu molekiillerin genel bir simiflandirilmaya tabi tutulmasini
gerektirmigtir.  Bakteriyosinlerin tanimlanmasindan bu yana bir ¢ok smiflandiriima
yapilmis (Fredericq, 1957; Reeves, 1965; Bradley, 1967), bunlar arasinda Klaenhammer
(1993) tarafindan yapilan smiflandirma kabul goérmiistir.  Bu smiflandirilma da
bakteriyosinlerin tiretimindeki hakim konumlarindan dolay1 Lactobacillus ve Lactococcus
cinsleri tarafindan {iretilen bakteriyosinlerin ozellikleri temel olarak alinmigtir.
Klaenhammer (1993) tarafindan yapilan siiflandirmaya goére Gram (+) bakteriler
tarafindan {retilen bakteriyosinler; molekiil agirliklari, 1si1l  kararliliklari, enzim
hassasiyetleri, etki mekanizmalar1 ve igerdikleri modifiye amino asitleri gibi ortak
ozelliklerine gdre 4 ana grup altinda toplanmistir (Tablo 4).

Simif 1 bakteriyosinler: Bu smifin iyeleri, yapilarinda lantiyonin ve J-
metillantiyonin gibi translasyon sonrasi modifiye olan ve ender rastlanan amino asitler
bulunduran lantibiyotiklerdir (Guder vd., 2000). Smuf I bakteriyosinlerin molekiler
agirliklart 1.9 kDa ile 4.6 kDa arasinda degismektedir (Oscariz ve Pisabarro, 2001). Bu
gruptaki bakteriyosinler kimyasal yapilarina ve antimikrobiyal aktivitelerine gore Ia
(elongated) ve Ib (globular) lantibiyotikleri olmak {izere iki gruba ayrilirlar. Smif Ia
grubundaki bakteriyosinler net pozitif yiike sahip ve hidrofobik polipeptid yapisindadirlar.
Membran aktif peptidler olup, bakteri zarinda gézenek olusturarak antimikrobiyal aktivite
gostermektedirler. Sinif Ib’deki bakteriyosinlere kiyasla daha esnek bir yapiya sahiptirler
(Twomey vd., 2002; Chen ve Hoover, 2003). Ortalama buyuklukleri 21-38 amino asittir.
Bu grubun en bilinen dyesi nisin’dir (Guder vd., 2000). Smf Ib grubundaki
bakteriyosinler yiiksiiz veya negatif yiiklii olup, globular peptid yapisindadirlar. Ozel
enzimleri inhibe ederek antimikrobiyal aktivite gostermektedirler (Twomey vd., 2002).
Sinif Ib lantibiyotikler, smif Ia lantibiyotiklerden oldukg¢a kiigiiktiir. Biiyiikliikleri 19
amino asiti asmamaktadir (Guder vd., 2000; Akkog vd., 2009).

Siif I bakteriyosinler: Lantiyonin icermeyen, 10 kDa’dan kiigiik, genelde 1siya
kararli ve translasyon sonrasmda degismeyen bakteriyosinleri iceren oldukca genis bir
gruptur. Smif II bakteriyosinler, Ila ve IIb olmak {izere iki alt grup altinda toplanmaktadir
(Ennahar vd., 2000). Sinif IIa grubundaki bakteriyosinler 6zellikle Listeria’ya kars1 aktif
olup, yapilarinda bulunan peptit N-terminal dizisi sonunda Try-Gly-Asn-Gly-Val-Xaa-Cys



amino asitlerini tagimaktadir (Chen ve Hoover, 2003). Ila alt grubuna dahil
bakteriyosinlerin ve dolayisi ile bu bakteriyosinlerin iireticisi olan bakterilerin Listeria
tirlerine kars1 gosterdikleri yiiksek antibakteriyel etki, biyokoruyucu olarak kullanimlarini
esas alan ¢alismalarin yogunlagsmasina yol agmistir. Bu gruba dahil olan bakteriyosinlere
Ornek olarak pediosin AcH (Bhunia, 1987), sakasin A (Schillinger ve Lucke, 1989) ve
Iokosin A verilebilmektedir (Hastings, 1991). Sinif IIb grubundaki bakteriyosinler primer
yapilar1 birbirinden farkli iki bilesenli (iki peptitli) bakteriyosinleri igerirler. Ayri ayri
aktivite gosterebildikleri gibi, etkin bir sekilde aktif hale gelebilmeleri ic¢in her ikisinin de
aktif olmasi gerekmektedir. Bu grupta bulunan bakteriyosinlerin en énemli 6zelligi, tam
aktivite gosterebilmeleri igin her iki peptite de ihtiya¢ duymalaridir (Nes vd., 2002). Bu
peptitler, tek tek oldukca zayif inhibisyon aktivitesi gosterirken, ayni ortamda olduklarinda
sinerjitik etkilesim sonucu ¢ok daha aktif molekiiller haline gelmektedir (Ramnath vd.,
2004). iki polipeptidin aktif hale gelmesiyle, hiicre membraninda gdzenek olusturarak
antimikrobiyal aktivite gostermektedir (Héchard ve Sahl, 2002).  Ornek olarak
Lactococcus lactis’den elde edilen iki peptidli bir bakteriyosin olan Laktokokkin G
verilebilir (Moll vd., 1998). Simif IIc grubundaki bakteriyosinler ise salgi sinyallerine bagli
olarak iiretilen peptitler olan sinif Ilc bakteriyosinlerdir (Guder vd., 2000). Smif II’deki
bakteriyosinlerin 6zelliklerini gosteren, smif Ila ve IIb digindaki diger bakteriyosinlerdir.
Bu gruptakilerin birgogu sistein amino asit rezidiisii icermekte ve bu bakteriyosinlere
tiyolbiotik’ler veya sistibiotik’ler denilmektedir. Tiyo-aktif bakteriyosinler olup,
aktiviteleri i¢in indirgenmis sistein rezidistine ihtiya¢ duyarlar (De Martinis vd., 2002).

Sinif 1l bakteriyosinler: Yiiksek molekiiler agirliga sahip (>30 kDa) ve 1siya
duyarli proteinlerden olugsmaktadir. Bu grupta yer alan bakteriyosinlerin biiylik bir kism
Lactobacillus cinsi bakteriler tarafindan sentezlenmektedir. Bu grubun en bilinen iiyeleri
helvetisin J, laktisin A, laktisin B, helvetisin V-1829 ve enterolisin A’dir.  Sinif III {iyesi
bakteriyosinlerin ¢ogu 1siya duyarli proteinler olmasina ragmen, helvetisin J gibi 1s1l kararl
tiyeleri de bulunmaktadir (Trotter vd., 2004). Ancak bu gruptaki bakteriyosinler heniiz
yeterince tanimlanamamaislardir.

Smif IV bakteriyosinler: Dordiincii grup altinda siniflandirilan bakteriyosinler ise
biiyiik ve kompleks molekiiller olup, aktiviteleri i¢in karbonhidrat veya lipid bilesenlerine
ihtiya¢ duymaktadirlar.  Bu bakteriyosinler hakkinda yeterli bilgi literatiirde yer
almamaktadir ve biyokimyasal olarak heniiz yeterince tanimlanmamiglardir.

Aydinlatilabilmeleri i¢in bir¢ok bilgiye ihtiya¢ duyulmaktadir (McAuliffe vd., 2001).



Bu siniflar igerisinde sinif II, III ve IV bakteriyosinlerinin kullanim alanlar1 kisith
iken smif I lantibiyotik grubu bakteriyosinler bir¢ok alanda kullanim potansiyeline

sahiptirler (Tablo 1).

Tablo 1. Bakteriyosin siniflari ve bazi 6rnekler (Chen ve Hoover, 2003).

Simif Ornek Uretici Kaynak
Simf I
Sinif Ta Nisin L. lactis Hurst, 1981
Lactocin S L. sake Mortvedt vd., 1991
Smif Ib Mersacidin B. subtilis Altena vd., 2000
Cinnamycin S. cinnamoneus Sahl ve Bierbaum, 1998
Simf 11
Sinif 1la Sakacin P L. sake Tichaczek vd., 1992
Enterocin A E. faecium Aymerich vd., 1996
Sinif 1Ib Lactacin F L. johnsonii Allison vd., 1994
Plantaricin S L. plantarum Jimenez-Diaz vd., 1995
Sinif Tlc Acidocin B L. acidophilus Leer vd., 1995
Enterocin B E. faecium Nes ve Holo, 2000
Simif ITT
Helveticin J L. heleveticus Joerger ve Klaenhammer,
Helveticin V-1829 L. helveticus 1986; Vaughan vd., 1992
Simf IV
Reutericin 6 L. reuteri Kawai vd., 2004
Enterocin AS-48 E. faecalis Maqueda vd., 2004

Her gecen gin yeni bakteriyosinlerin kesfedilmesi farkli 6zelliklere sahip
bakteriyosinlerin tanimlanmasinin ardindan Cotter ve arkadaslar tarafindan 2005 yilinda
var olan smiflandirilma iizerinde bilinen oOzellikleri degistirilmeksizin bir takim
degisiklikler yapilmistir. Bu siniflandirmaya gore, Sinif I lantionin igeren lantibiyotik
grubu bakteriyosinleri, Smif II ise lantionin igermeyen bakteriyosinleri kapsamaktadir.
Onceki siniflandirma sisteminde Smmf III olarak bilinen, biiyiik, 1siya dayaniksiz
bakteriyosinler ise Dbakteriyolizinler olarak siniflandirilmistir.  Klaenhammer’in
siniflandirmasinda IV. sinifta yer alan, aktivite i¢in peptid olmayan bir kisma ihtiya¢ duyan
bakteriyosinler ile ilgili bilgilerin kisithh olmasi Onerilen yeni smiflandirmaya dahil
edilmemesine sebep olmustur (Cotter vd., 2005). Ardindan yapilan iki farkli
siiflandirilma birlikte tam olarak degerlendirilerek son olarak Sekil 1’de goriilen

siiflandirilma elde edilmistir (Cotter vd., 2006).



A Klaenhammer (1993) Smiflandwmas: B.Cotter ve ark. (2005) Smiflandwmasi

I Lantibiyotikler || IL Degistirilmemis peptitler Smif e, M ve IV I Lantibiyotikler
(2 altsmif) elimine edilerek bu (11 alt smif)
ITa. Pedivosin benzeri gruplar Smif II" ye
I Bityiik 1s1l- ITb. Iki bilegenli dahil edilmis I1. Degistirilmemis peptitler
stabil proteinler IIc. Thiol aktf
ITa. Pedivosin benzeri
IV Kompleks yapil1 olanlar ITb. Lki bilesenli
(lipit-karbohidrat) ITc. Halkasal
Lantibivotik alt smiflars 11d. Karistk
Smif TV halkasal ve Smif IT tekrar
peptitler olarak dnzenlenmis Smif IV eklenmis
degistirilmis :
[ Lantibivotikler II. Degistirilmemis peptitler || III.Biiyiik proteinler
Ia. Dogrusal Ia. Pedivosin benzeri ITTa. Bakterivolitik
Ih Halkasal ITh. Kar5ik IITb. Non -litik
Ic. Cok bilegenli Ilc. Cok bilegenli

IV. Halkasal peptitler

Sekil 1. Bakteriyosinlerin giincel evrensel siniflandirma semasi (Cotter vd., 2006).

Farkli 6zelliklere sahip molekiillerin hizla literatiirdeki yerini almasi sonucunda bu

gibi yeni siniflandirilmalarinda  giindeme gelecegi ve hali hazirda bdylesi
sinflandirilmalarin da var oldugu unutulmamalidir.

Bacillus cinsleri tarafindan iiretilen bakteriyosin ya da bakteriyosin benzeri
molekdller BLIS (Bacteriocin Like Inhibitor Substances) degerlendirildiklerinde, Bacillus
cinsine ait bakterilerin Laktik Asit Bakterileri (LAB)’den sonra ikinci en 0Onemli
bakteriyosin Ureticileri olduklart belirlenmistir (Abrioue vd., 2011). Bacillus cinsleri
tarafindan {iretilen molekiillerin uygulama alanlar1 ve sayilar1 her gecen giin hizli bir
sekilde artmaktadir. Bu sebeplerden dolayi, LAB dikkate alinarak Klaenhammer (1993) ve
Cotter ve arkadaslart (2006) tarafindan hazirlanan sekil 1°de bahsedilen evrensel
siiflandirmalarin disinda Bacillus cinsi bakteriler tarafindan iiretilen molekiiller dikkate
alinarak bir benzer smiflandirilma daha yapilmistir. Bacillus ve LAB tarafindan {iretilen
molekiillerin benzer o6zelliklere sahip olmasi bakimindan Tablo 2’de goriildigii gibi

siiflandirilmalarida olduke¢a benzer sekilde yapilmistir (Abrioue vd., 2011).
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Tablo 2. Bacillus bakteriyosinleri i¢in dnerilen siniflandirilma (Abrioue vd., 2011).

Simf Ozellik Ornek

Smif 1. Translasyon sonrasi modifiye peptitler

Altsmif I.1. - Tek peptit icerikli lantibiyotikler Subtilin, Ericin S, Ericin A

Altsimf 1.2.  Diger tek peptit igerikli lantibiyotikler Sublancin 168, Mersacidin,
Paenibacillin

Altsmf1.3.  Iki peptit icerikli lantibiyotikler Haloduracin, Lichenicidin

Altsmif 1.4, Diger translasyon sonras1 modifiye peptit ~ Subtilosin A

iceren molekuller
Sinif I1. Modifiye olmamis peptitler

Altsimif I1.1.

Pediocin-benzeri peptitler

Coagulin, SRCAM 37, SRCAM 602,
SRCAM 1580

Thurincin H, Thuricin S, Thuricin
17, Bacthuricin F4, Cerein MRX1

Altstmf I1.2.  Thurisin benzeri peptitler

Altsimf I1.3.  Diger linear peptitler Cerein 7A, Cerein 7B, Lichenin,
Thuricin 439
Sinif I11. Buyuk proteinler Megacin A-216, Megacin A 19213

Gram (-) bakterilerin tirettigi bakteriyosinler ise basli basina ayri bir sinif olarak

kabul edilmektedir.  Gram (-) bakterilerin bakteriyosinleri, Gram (+) bakterilerin
bakteriyosinleri ile molekiil biiyiikliigii acisindan karsilastirildiginda birgogunun daha
biiyiilk oldugu bilinmektedir. Gram (-) ve Gram (+) bakteriler tarafindan firetilen
bakteriyosinler arasinda iki temel farklilik bulunmaktadir. Bunlar; Gram (-) bakteriler
tarafindan {iretilen bakteriyosinlerin; (i) genellikle hiicre parcalama yoluyla serbest
kalmasi, (ii) SOS regulasyonu gibi ana diizenleyici yollar ile regiile edilmesidir (Riley ve
Wertz, 2002). Bir ¢ok enterik bakterinin bakteriyosin liretme yetene§ine sahip oldugu
bilinmektedir. Son yapilan c¢alismalarda cevresel enterik izolatlardan Hafnia alvei,
Citrobacter freundii, Klebsiella oxytoca, Klebsiella pneumonia ve Enterobacter cloacae
bakterilerinin %3-26 oranlarinda bakteriyosin iirettikleri ortaya ¢ikarilmistir (Riley vd.,
2003).

kolisinlerden bir veya daha fazlasini iiretebildigi belirlenmistir (Riley ve Gordon, 1992).

E. coli suslarmin %15-50 oraninda, en ¢ok calisilan bakteriyosin grubu olan

Molekiiler ¢alismalar, enterik bakteriyosinlerin yeni tanimlanmis reseptdrleri kullanmasina
ve dar inhibitor spektrumlarini saglayan 6zgiil translokasyon fonksiyonlarina ragmen diger
bakteriyosinlere benzer inhibitor (6ldiirme) aktivitelere sahip olduklarini ortaya ¢ikarmistir

(Riley vd., 2001; Wertz ve Riley, 2004).
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‘Bakteriyosinojenisite’, Gram (-) bakterilerin antimikrobiyal peptid (AMP)’lerin
sentez ve salgilanma yetenegini tanimlamak icin kullanilan bir terimdir (Daeschel vd.,
1990; Lopez-Meza vd., 2011). Bu molekdller ilk olarak E. coli bakterisinde tespit edilmis
ve kolisinler olarak isimlendirilmistir. Daha sonra, bu molekillere benzer antimikrobiyal
peptitlerin Gram (+) bakteriler tarafindan da iiretildigi tespit edilmis ve bu molekiiller daha
biiyiik bir ilgi ile karsilanmistir. Ozellikle, gida zehirlenmelerine sebep olan Gram (-)
bakterilere karsi faaliyet gdstermesi nedeniyle gidalarin muhatazasinda kullanilabilecegi
diisiiniilen Gram (+) laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen AMP’ler daha da biiyiik bir
ilgi gorerek calisilmistir (Hardy, 1975; Tagg vd., 1976). Her ne kadar bakteriyosinlerin
kesfine Gram (-) bakteriler onciililk etmis olsa da sonraki yillarda yapilan ¢alismalar Gram
(+) bakteriler tarafindan tretilen bakteriyosinler iizerinde yogunlagmistir. Gram (+)
bakteriler tarafindan iiretilen AMP’lerin kararli yapilar1 ve Ozellikle tretici bakterinin
dogaya ve insan sagligina zararsiz olmasi bakteriyosin ¢aligmalarinin Gram (+) bakteriler
lizerinde odaklanmasina sebep olmustur. Oyle ki siniflandirilmalar bile Gram (+)
bakteriler dikkate alinarak yapilmis ve bir ¢cok farkli molekiiliin tanimlanmasindan dolay1
bir ¢ok farkli 6zellik tasiyan siniflar olusturulmustur. Gram (-) bakteriler tarafindan
tiretilen bakteriyosinler ise yalnizca bir sinif olarak degerlendirilmistir. Gram (-) bakteri
grubunda Pseudomonas aeruginosa tarafindan iretilen Pyosin ve Escherichia coli
tarafindan iiretilen Kolisin V, en iyi ¢alisilan iki bakteriyosin olarak kalmistir (Jack vd.,
1995; Lopez-Meza vd., 2011).

Gram (-) bakteriler tarafindan tretilen AMP’ler arasinda farkliliklar olmasina
ragmen, kolisin bu grup iyelerince iiretilen AMP’lerin temsilcisi olarak bilinmektedir.
Kolisinler 29 ve 90 kDa arasindaki proteinlerdir, baglanmalari, tasinimlar ve 6zel aktivite
alanlari, pyosin bakteriyosinleri ile aymidir. Kolisinlerin biiylik molekiiller olmasi sebebi
ile salgilanmalar1 Uretici hicrenin pargalanarak 6limi ile gergeklesir (Sano vd., 1993;
Riley ve Wertz, 2002). P. aeruginosa suslari tarafindan sentezlenen pyosinler de yine
kolisinler gibi yliksek molekiil agirlikli molekiillerdir. Pyosinlerin, Myoviridae ailesinin
bakteriyofaj kuyruklarina benzer, R, F ve G olmak {izere {ig tiirti tanimlanmistir. R Tip ve
F tip pyosinler proteazlara duyarli degilken S tipi proteazlara duyarli bakteriyosinleri
icermektedir (Michel-Briand ve Baysse, 2002; Waite ve Curtis, 2009).

E. coli ve enterobakteriler tarafindan iretilen AMP’lerin diger bir tiiri de
mikrosinler olarak isimlendirilen dairesel peptidlerdir. E. coli AY25 tarafindan iiretilen

mikrosin J25 bu grup i¢in model alinmistir (Craik vd., 2003). Mikrosinler gastrointestinal
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sistemin kolonizasyonunda bakteriler arasinda olusan rekabette 6nemli bir rol oynayan
10 kDa altinda diisiik molekiil agirlikli molekiiller. Asir1t pH degerlerine, proteazlara ve
1s1ya genel olarak kararlilik gosteren hidrofobik molekiillerdir (Duquesne vd., 2007).

1.4. Bakteriyosinlerin Sentezlenme Mekanizmalari

Bakterilerin, bakteriyosinleri veya benzeri maddeleri neden sentezledikleri ve nasil
kullanmaya basladiklar1 hakkinda caligmalar yapilmasina ragmen, heniiz bu durum tam
olarak acikliga kavusturulamamistir. Ancak, birgok bakteriyosinin iiretim mekanizmalari,
amino asit dizilisleri, etki mekanizmalari, iiretici genlerin DNA dizilisleri belirlenmis ve
genel olarak bir ¢ok ortak ozelliklere sahip olduklari saptanmistir. Ribozomal olarak
sentezlenen bakteriyosinleri ve bagisiklanmalarini kodlayan genlerin operon kiimelerinde
organize olduklar1 bilinmektedir (Nes vd., 1996). Bakteriyosin gen kiimeleri subtilin
(Banerji ve Hansen, 1988) ve mersacidin (Altena vd., 2000) gibi kromozom uzerinde,
devergicin A ve sakacin A gibi plazmitte ya da lacticin 481 (Dufour, 2000) gibi
transpozonlar da lokalize olabilmektedir. ~ Ancak genel olarak bakteriyosinlerin
biyosentezinde temel siiregler aynidir. Bu siiregler kisaca, polipeptit dizisinin RNA
tarafindan kodlanmasi, Oncl protein olarak ayrilmasi, ¢esitli modifikasyonlara ugrayarak
sistein sayisina gore son seklini kazanmasi ve sec-bagimli mekanizma yardimiyla hucre
disina salgilanmasi seklinde 6zetlenebilmektedir.

Kesfedildikleri glinden bu yana siirekli yapilari, biyosentezleri, etki mekanizmalari
gibi bir ¢cok 6zelliklerinin aydinlatilmasi i¢in bir ¢ok ¢alisma yapilan subtilin ve nisin gibi
daha birgok lantibiyotik grubu molekiillerin analizi ile bu genlerin islevleri hakkinda
detayli bilgilere ulagilmistir. Bu bilgiler diger var olan bakteriyosinler i¢in model
olmusglardir.  Bu Yylzden Ilantibiyotiklerin biyosentezini kavrayabilmek digerlerinin
biyosentezini anlamayi kolaylastirmistir.  Lantibiyotiklerin biyosentetik genleri ‘lan’
sembolu ile gosterilmektedir.  Lantibiyotiklerin biyosentezinden sorumlu operonda
genellikle, 6ncil peptit (Lan A), modifikasyon enzimi (Lan B, C / Lan M), lider peptidlerin
tasinmasindan sorumlu proteaz (Lan P), ABC (ATP’ye bagiml kaset), tasiyict (Lan T),
bagisiklik proteini (Lan FEG ve Lan 1) ve duzenleyici proteinlerin (Lan R, Lan K) genleri
yer almaktadir (Chen ve Hoover, 2003). Sekil 2°de goriildiigii gibi sirasiyla ilk olarak
onciil bakteriyosin (inaktif form) sentezi gerceklestirilir. Ardindan onciil bakteriyosin Lan

B ve Lan C ile modifiye (proteolitik kesim ve pentasiklik halkalarin olusumu gibi) edilir.
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ABC tasiyict proteini Lan T tarafindan olgun bakteriyosin salinimi gerceklestirilir. Hiicre
disinda olgun bakteriyosin molekiillerinin birikimi kritik seviyeye ulastigt zaman, hiicre
membranina bagl kinaz fosforillenerek aktif hale gecer. Daha sonra bu fosforil grubu Lan
R proteinine transfer edilir ve hiicre i¢i yaniti diizenleyici Lan R proteini, bagisiklik
proteinleri olan Lan | ve Lan FEG genlerinin transkripsiyonunun baslamasini saglar
(Chandrapati ve O’Sullivan, 1999; Breukink vd., 2003). Boylece uretici mikroorganizma

kendini tirettigi molekiiliin inhibisyon aktivitesinden korur.
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Sekil 2. Sinif I bakteriyosinlerin regiilasyon ve biyosentezleri (Chen ve Hoover,
2003).

Yukarida bahsedildigi gibi sinif II ve simf III bakteriyosinlerin biyosentezi de
lantibiyotik (sinif I) bakteriyosinlere benzemektedir. Aralarindaki tek farklilik sinif II ve
siif III bakteriyosinleri kimyasal modifikasyona ugramamakta ve bunun sonucu anormal
aminoasitler igcermemektedirler. Sekil 3’te sinif II ve siif Il bakteriyosinlerin biyosentezi
gosterilmektedir. Burada da goriildiigii gibi bakteriyosinlerin {i¢ bilesenli regiilator sistemi
tipik olarak histidin protein kinaz (HPK) enzimini, respons regulatorini (RR) ve
indiiksiyon faktoriinii (IF) icermektedir. IF membranda bulunan HPK enzimini uyarir.
Bunu takiben HPK enzimi sitoplazmada bulunan RR’yi fosforilleyerek bu uyariy: hiicreye
iletir ve biyosentezin baslamasini saglar (Montville ve Winskowski, 1997; Ennahar vd.,

1999, 2000; Isleroglu vd., 2005) .
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Sekil 3. Sinif IT ve Sinif 11 bakteriyosinlerin regiilasyon ve biyosentezleri
(Asutay, 2007).

1.5. Bakteriyosinlerin Etki Mekanizmalari

Bakteriyosinler duyarli mikroorganizmalar iizerinde farkli etki mekanizmalarina
sahiptirler. Sitoplazmik zarda gozenekler olusturarak, diisiik molekiil agirligina sahip
hiicre bilegenlerinin hiicre digina sizmasmma yol agarlar. Bununla birlikte, iyonlarin,
ozellikle de ATP’nin kayb1 ve hiicre i¢i pH dengesinin korunmasinda etkili olan K*
iyonunun hiicre disina sizmasi, hiicrede enerji tilketimine neden olmaktadir. Hiicrede
meydana gelen bu degisimler, DNA ve RNA gibi hiicre igin hayati 6nemi olan makro
molekiillerin yikimina, bu molekiillerle birlikte protein ve peptidoglikan Uretimi gibi
biyolojik islemlerin inhibisyonuna yol agmaktadir (Twomey vd., 2002).

Cotter’in 2005 yilinda yapmis oldugu smiflandirmayr dikkate alarak bu siniflara
dahil bakteriyosinlerin etki mekanizmasi sematize edilmistir (Sekil 4). Buna gore Sinif I
bakteriyosinlerinin bazilari, peptidoglikan alt tinitelerini tasiyan esas molekiil olan Lipid
II’ye baglanarak, sitoplazmadan hiicre duvarina peptidoglikan alt {initeleri tasinamamasina
bu sebeble hiicre duvari sentezinin dogru sekilde gerceklesmemesine ve sonucunda da
hiicrenin oliimiine sebep olmaktadir. Bazilarinin da, Lipid II'yi reseptdr gibi kullanip
membrana baglanma sonucunda por olusumuna sebep oldugu, bdylece, hizli hiicre
Olimiine neden oldugu bilinmektedir.  Yani Sekil 4’de gorildigi gibi smif I
(lantibiyotiklerin) bakteriyosinlerinin bir kismi duyarli hiicre zarinda por olustururken

bazilar1 da por olusturmaksizin hiicre 6liimiine sebep olmaktadir. Smif II peptidler ise
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amfifilik heliks yapilar1 sayesinde hedef hiicrenin membranina yerleserek depolarizasyona

ve dogrudan hicre Olimine neden olurlar.

Buyuk bakteriyolitik proteinler

(bakteriyolizinler) ise dogrudan hedef hiicrelerin hiicre duvarina etki ederek, hicrelerin

parcalanmasina ve 6liimiine yol agmaktadirlar (Cotter vd., 2005; Bagbiilbiil, 2009).
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Sekil 4. LAB tarafindan iiretilen bakteriyosinlerin etki mekanizmalari

(Cotter vd., 2005).

Gram (-) bakterilerin iirettikleri bakteriyosinler igin model teskil eden, E. coli

suslar1 tarafindan sentezlenen, kolisinlerin etki mekanizmasi incelendiginde Gram (+)

bakteriler tarafindan sentezlenen bakteriyosinlere c¢ok benzer 0&zellikler tasidiklar

gozlenmektedir. Kaolisinlerin membranda por olusturarak ya da dogrudan peptidoglikan

tabakaya zarar vererek duyarli hiicrelerin 6liimiine sebep oldugu gézlenmektedir. Ve yine

diger bakterilerde oldugu gibi bagisikliktan sorumlu proteinlerin salinimi ile trettigi

molekdlln aktivitesinden kendini korumaktadir (Sekil 5).
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Sekil 5. E. coli suslari tarafindan iiretilen kolisinlerin etki mekanizmasi
1.6. Bakteriyosin Uretici Susun Kendini Koruma Mekanizmasi

Uretici suslar kendi membranlarini iirettikleri molekiillerin etkisinden korumak icin
cesitli sistemler gelistirmislerdir. 1. grup bakteriyosinlerde iiretici sus kendi {irettigi
bakteriyosinden korunmak i¢in iki sistem gelistirmistir. Lan | ve Lan FEG bagisiklik
proteinleri kullanilmaktadir, bu iki sistem sinerjik olarak ¢alismaktadir. Lan I sitoplazmik
membranin digina baglanarak, bakteriyosin tarafindan meydana getirilecek gbézenek
olusumunu engellemektedir. Lan FEG ise olusturulan bakteriyosinlerin hiicre disina
salimimindan sorumludur. II. grup bakteriyosinler ise sitoplazmik membrana baglanan bir

protein ile bagisiklik saglamaktadir (Chen ve Hoover, 2003).

1.7. Bakteriyosinlerin Kullanim Alanlar
1.7.1. Gida Sanayisinde Kullanimm

Yiyecek ve icecek gibi iiriinlerin depolanmasinda antimikrobiyal bilesiklerin ilavesi

geleneksel koruyucu bir ara¢ haline gelmistir. Bakteriyosinler, ticari gida koruyucularinin
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blylk bir kismini kapsayan bir alt grubu olusturmaktadir (Chen ve Hoover, 2003).
Uzerinde en ¢ok calisilmis bakteriyosinlerden biri olan nisinin, FAO/WHO kurulusu
tarafindan 1969 yilinda gida katkis1 olarak kullanilmasina izin verilerek diinyada birgok
iilkede giivenli ve etkili bir sekilde kullanilmaktadir (Unliitiirk ve Turantas, 1999). Ayrica
bircok bakteriyosinin; st urtinleri, et iiriinleri, konserve iiriinleri gibi bircok gidanin yapim
ve depolama asamalarinda gida koruyucu olarak kullanilabilecegi gdsterilmistir (Ryan vd.,
2002). Bakteriyosinler birgok gidada hastalik etmeni patojenlere karsi kullanilmaktadir
(Tablo 3). Bunlarin yanisira immobilize bakteriyosinlerin, gidalarin paketlenmesinde
kullanilan gida yiizeyine uygulanan filmlerde kullanilmasidir.  Protein yapisindaki
biyofilmlerin polimer yapisina dogrudan katilarak elde edilen antimikrobiyal biyofilmler,
temas ettikleri gida yilizeyinde mikrobiyal gelisimi etkileyebilmektedir. (Mauriello vd.,
2004; Ercolini vd., 2006). Ancak unutulmamasi gereken bir nokta, dogru kullanilmadigi
taktirde her yeni bulusta oldugu gibi bakteriyosinlerin kullanimininda dejenerasyona
ugramasidir. Her ne kadar bakteriyosinlere karst mikroorganizmalarin diren¢ kazanmast
nadir ise de Ozellikle L. monocytogenes’in nisin ve pediosin gibi geleneksel
bakteriyosinlere karsi toleransinin arttigi bildirilmistir (Rasch ve Knochel, 1998; Van

Schaik vd., 1999).

Tablo 3. Bakteriyosinlerin gida saniyisinde kullanimi1

Bakteriyosin  Uretici Kullanim Potansiyeli Kaynak

Nisin L. lactis Risotto-tipi peynirlerde L. Davies vd., 1997
monocytogenes kontrolii

Sakacin P L. sake Somonlarda L. monocytogenes
kontrolii Katla vd., 2001

Nisin L. lactis Etlerde"CIostrldlum sporogenes Rayman vd., 1981
kontrolii

Bacillocin 490  B. licheniformis  Gidalardaki Bacillus spp. kontrolii Martirani vd., 2002

Pediocin ACH P. acidilactici Sosislerde L.monocytogenes kontrolli  Degnan vd., 1992

1.7.2. Tip ve Veterinerlik Alaninda Kullanimi

Bakteriyosinlerin patojen olmayan bakteriler tarafindan {retilmesi ve bu sebeple
dogaya ve canlilara hicbir zarar1 olmamasi, tip alaninda antimikrobiyal ajan olarak

kullanimin1 glindeme getirmistir. Sonug olarak tip alaninda bakteriyal kdkenli hastaliklarin
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kontrol asamasinda bakteriyosinler kullanilmaya baglanmistir (Riley ve Chavan, 2007).
Bakteriyosinler 6zellikle klinik uygulamalarda geleneksel antibiyotiklere karsi artan
bakteriyel diren¢ karsisinda insan ve hayvan enfeksiyonlarinin tedavisi i¢in alternatif

antimikrobiyaller olarak degerlendirilmektedirler (Lawton vd., 2007). Bakteriyosinler tip

ve veterinerlik alaninda hastalik etmeni patojenlere kars1 kullanilmaktadir (Tablo 4).

Tablo 4. Bakteriyosinlerin tip ve veterinerlik alaninda kullanimi1 (Gillor vd., 2005).

Bakteriyosin Uretici Kullanim Potansiyeli Kaynak
Lantibiyotikler

Ancovenin Streptomyces spp.  YUksek tansiyon tedavisi Kido vd., 1983
Cinnamycin Streptomyces spp.  Iltahap ve alerji tedavisi Marki vd., 1991
Epidermin S. epidermidis Deri enfeksiyon tedavisi Allgaier vd., 1986
Lacticin 3147 L. lactis Mastitis enfeksiyon tedavisi Ryan vd., 1999
Lanthiopeptin ~ S. cinnamoneum  Herpes simplex virus tedavisi Naruse vd., 1989
Mutacin S. mutans Dis ¢iiriikleri tedavisinde Hillman, 2001
Kolisinler

El, E4,E7,E8, E.coli Hemorajik kolit ve hemolitik Sable vd., 2000
Kve $4 tremik sendrom tedavisi

Mikrosinler

24 E. coli Tavuk salmonelosis tedavisi Wooley vd., 1999
B17 E. coli Sigirlarda antibakteriyel ajan Yorgey vd., 1994
E294 K. pneumoniae  Hiuicre proliferasyonu denetleme Hetz vd., 2002
Pyosinler

S-35 P. aeruginosa Akciger enfeksiyonlari tedavisi Nakayama vd.,2000

1.7.3. Tarim Alaninda Kullanim

Bakteriyosinler bitki patolojisinde 6nemli uygulamalara sahiptir. Bitki patojenleri

bakteriyosinler ile kontrol edilebilmektedir (Vidaver vd., 1983).

Literatirde bu gibi

caligmalara birgok 6rnek bulunmaktadir. Bu ¢alismalardan birinde, Bacillus licheniformis
P40’dan elde edilen bakteriyosinin patateste kok hastaligina sebep olan Erwinia
carotovora bakterisine karsi inhibisyon etkisi arastirilmistir. Calismanin sonucunda; bu
bakteriyosinin hastalik sebebi bakteriye karsi giiclii bir inhibisyon etkisine sahip oldugu
belirlenmistir (Cladera-Olivera vd., 2006). Bu tiir ¢aligmalar bakteriyosinlerin mikrobiyal
miicadele ajan1 olarak kullaniminin miimkiin oldugunu gostermektedir. Bakteriyosinler

tarim alaninda hastalik etmeni patojenlere karsi1 kullanilmaktadir (Tablo 5).



19

Tablo 5. Bakteriyosinlerin tarim alaninda kullanimi (Gillor vd., 2005).

Bakteriyosin  Uretici Kullanim Potansiyeli Kaynak
Serracin-P S. plymithicium Ates yaniklig1 hastaligi tedavisi Jabrane vd., 2002
Glycinicin X. campestris pv. Siyah ¢iriklik, bakteriyel nokta, Heu vd., 2001,
glycines yaprak lekesi hastaliklarinin tedavisi ~ Kim vd., 2001
Carotovoricin  E. c. subsp. Yumusak ¢iirtikliik hastaligi tedavisi ~ Beightonvd., 1982
carotovora
X. campestris pv. Ates yaniklig1 hastaligi tedavisi Sakthivel ve
oryzae Mew, 1991
R. solanacearum Tutun solgunluk enfeksiyon tedavisi  Chen ve Echandi,
1984
P. syringae pv. Zeytin diigtimii hastalig1 tedavisi Chen ve Echandi,
ciccaronei 1984

1.7.4. Diger Alanlarda Kullanim

Bakteriyosin Ureten Bacillus’lar farkli ¢evresel uygulamalar icin uygun olabilirler.
Cereicidin Ureten B. cereus S1 susu ve diger BLIS iireten bazi suslar Brezilya’da bir yag
deposundan izole edilmis (Korenblum vd., 2005) ve bunlarin SRB (siilfat indirgeyen
bakteriler)’ye kars1 antimikrobiyal aktivite gosterdikleri tespit edilmistir.  Bunlarin
arasinda, B. firmus H,0O-1 susu tarafindan tiretilen asir1 1s1 ve alkali pH’larda kararli olarak
kalabilen, kiclk bir peptit olan BLIS’in petrol sondaj sirasinda ¢evre kosullarina dayanikli
olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu BLIS’in, SRB’ye kars1 ylksek antimikrobiyal aktivite
goOstermesi, petrol endiistrisinde bu gibi bakterilerle iligkili problemleri kontrol etmek icin
biyosit olarak kullanim potansiyelini diisiindiirmiistiir. Sonraki ¢aligmalarda H,O-1 susu
tarafindan tiretilen BLIS’in SRB canlilig1 ve bir SRB konsorsiyum biyofilminin olusumunu
azalttigr tespit edilmistir (Korenblum vd., 2008). Yazarlar, bu sus ya da irettigi
antimikrobiyal peptitin boru hatti temizleme teknolojilerinde biyofilm olusumunu
engellemek igin kullanim potansiyeline sahip olabilecegini One siirmiislerdir.
Bakteriyosinler birgok bakterinin spesifik igareti gibi epidemiyolojik calismalarda yaygin
olarak kullanilmaktadir (Tora, 1995).
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1.8. Amag

Bakteriyosinler, herhangi bir bakteri tarafindan sentezlenen ve bu bakteri ile ayni
ortami1 paylasan diger bakterilerin gelisimi {izerinde inhibisyon etkisi g0Ostererek
sentezlendigi bakteriye avantaj saglayan protein yapili molekiillerdir. Bakteriyosinlerin
insanlifa ve g¢evreye zararsiz bir molekiil olmasi bilim diinyasinda dikkatleri iizerine
cekmistir. Bu 6nemli molekiillerin, tip alaninda insan ve hayvanlarda hastalik etmeni olan
patojenlerin inhibisyonunda, gida sektoriinde gidalardaki istenmeyen mikroorganizmalarin
inhibisyonunda ve tarim alaninda bitki patojeni bakterilerin inhibisyonunda kullanimi
yogun bir sekilde arastirilmakta ve kullanilmaktadir.  Ozellikle coklu antibiyotik
direngliligine sahip patojenlerin dramatik bir sekilde artis1 ve bircok alanda bu direncli
patojenlerle yapilacak miicadelede ¢ikmazlarin yakin oldugu giiniimiiz diinyasinda en
onemli alternatifler icerisinde degerlendirilen bakteriyosinlerin dnemi daha da artmistir.
Bakteriyosinlerin kesfinden buyana gecen uzun zaman siirecinde birbirinden farkli
Ozelliklere sahip birgok yeni molekiil tanimlanmis ve her gegen giin hizla bu molekiillere
yenileri eklenmis olmasina ragmen bazi birgok bakteri grubu tarafindan iiretilen
bakteriyosinler hakkindaki bilgiler kisith kalmistir.

Bu tez kapsaminda yiiriitiilen calismalarda baglica amacim, giin gegtik¢e kullanim
alanlar1 genigleyen bdylesi dnemli bakteriyosin molekiillerine en azindan bir yenisini
ekleyebilmek ve biyolojik miicadele alaninda kullanim potansiyellerini belirlemektir. Bu

amac dogrultusunda doktora tezinde;

I. Karadeniz Bolgesinde yaygin olan Coleoptera grubu findik zararlis1 boceklerden

izole edilen ¢esitli bakterilerin bakteriyosin liretim kapasitelerinin belirlenmesi,

ii. Tespit edilen bakteriyosinlerin saflastirilmasi, biyokimyasal ve molekiler

tanimlamalarinin yapilmasi ve

iii.  Bu bakteriyosinlerin biyolojik miicadelede kullanim imkanlarinin arastirilmasi,

hedeflenmistir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Test ve Indikator Bakterilerin Temini

Calismada antimikrobiyal madde iiretim potansiyelleri arastirilacak test bakterileri
Karadeniz Teknik Universitesi Biyoloji Boliimii Mikrobiyoloji laboratuarindan temin
edildi. Bakteriler Karadeniz bolgesinde yaygin olarak bulunan Coleoptera grubu findik
zararlilarindan izole edilmis ve tanimlamalar1 yapilmistir (Tablo 6).

Test bakterilerinin antimikrobiyal madde (retim kapasitesinin ve inhibisyon
spektrumunun belirlenmesi amaciyla kullanilan indikator Bacillus thuringiensis suslari Dr.
Daniel R. Zeigler, (BGSC, Bacillus Genetic Stock Center)’den temin edildi (Tablo 7).
Diger indikator bakteriler, ATCC (American Type Culture Collection)’den ve laboratuar
izolat1 indikatdr bakteriler Prof. Dr. Fikrettin SAHIN (Yeditepe Universitesi, Istanbul)’den
temin edildi (Tablo 8).

2.2. Kullanilan Besiyerler ve Biiyiime Kosullari

Tum bakteriler rutin olarak %30 gliserol icerikli TSB (Triptik Soy Broth) ya da NB
(Nutrient Broth) besi ortamlarinda -80°C’de uzun vadede stoklandi. Deneyde
kullanilacaklari zaman Oncelikle tek koloni diisecek sekilde TSA (Triptik Soy Agar) ya da
NA (Nutrient Agar) besi ortamlarina ¢izgi ekimleri yapilarak +4°C’de kisa siireli muhafaza
edildi. Rutinde kullanilan besi ortamlarinin disinda, ¢alismalar siiresince BHIB (Brain Heart
Infusion Broth), LBB (Luria-Bertani Broth) ve MHB (Muller Hilton Broth) ortamlar
kullanildi.  Test bakterileri ve indikator bakteriler ¢alismada kullanilmak iizere sivi

besiyerinde bakteri tiiriine gére 30-37 °C’de blyutildu.
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Tablo 6. Test bakterileri ve izole edildikleri findik zararlis1 bocekler

Zararh Bocek

Test Bakterileri

Kaynak

Anoplus roboris

Balaninus nucum

Melolontha melolontha

Xyleborus dispar

Agelastica alni

Obera linearis

Arl; Bacillus circulans
Ar2; Bacillus polymyxa
Ar3; Enterobacter sp.
Ar4; Bacillus sphaericus

Bn1; Bacillus thuringiensis
Bn2; Pseudomonas fluorescens
Bn3; Micrococcus luteus

Bn5; Escherichia coli

Mm1; Pseudomonas sp.

Mm2; Bacillus thuringiensis

Mm3; Serratia marcescens

Mm4; Enterobacter sp.

Mmb5; Bacillus sphaericus

Mm6; Acinetobacter sp.

Mm7; Bacillus weihenstephanensis

Xd1; Pseudomonas fluorescens
Xd2; Bacillus megaterium

Xd3; Bacillus thuringiensis

Xd4; Pseudomonas rhizosphaerae
Xd5; Pantoea cedenensis

Aal; Enterobacter agglomerans
Aa2; Listeria sp.

Aa3; Pseudomonas chlororaphis
Aa4; Pseudomonas flourescens

Ol1; Acinetobacter calcoaceticus
OI2; Enterobacter aerogenes
OI3; Pseudomonas sp.

Ol4; Flavobacterium sp.

OI5; Microbacterium sp.

0l6; Enterobacter agglomerans
OI7; Xanthomonas sp.

OI8; Pseudomonas syringae

0I9; Pseudomonas sp.

OI10; Xanthomonas sp.

OI11; Enterobacter cancerogenus
0l12; Xanthomonas maltophilia
OI13; Serratia marcescens

Demir vd., 2002

Sezen ve Demirbag,
1999

Sezen vd., 2007

Sezen vd., 2008

Sezen vd., 2004

Bahar ve Demirbag,
2007
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Tablo 7. indikat6r Bacillus thuringiensis suslari

Bakteriler Kaynak
B. t. subsp. galleriae HD29 BGSC
B. t. subsp. tolworthi HD537 BGSC
B. t. subsp. israelensis HD567 BGSC
B. t. subsp. thuringiensis HD2 BGSC
B. t. subsp. aizawai HD133 BGSC
B. t. subsp. tochigiensis HD868 BGSC
B. t. subsp. kurstaki 3 BGSC
B. t. subsp. entomocidus HD9 BGSC
B. t. subsp. canadensis HD30 BGSC
B. t. subsp. aizawai HD137 BGSC
B. t. subsp. kenyae HD136 BGSC
B. t. subsp. thompsoni HD542 BGSC
B. t. subsp. colmeri 1S720 BGSC
B. t. subsp. darmstadiensis HD146 BGSC
B. t. subsp. morrisoni HD12 BGSC
B. t. subsp. Tenebrionis BGSC
B. t. subsp. indiana HD521 BGSC
B. t. subsp. kumamtoensis HD867 BGSC
B. t. subsp. Kurstaki BGSC
B. t. subsp. israelensis BGSC

BGSC, Department of Biochemistry, Bacillus Genetic Stock Center, University of
Ohio, Cleveland, OH, USA.

Tablo 8. Farkli indikator bakteriler

Bakteriler Kaynak
Bacillus subtilis ATCC
Enterobacter cloaceae ATCC
Enterococcus faecalis ATCC
Proteus vulgaris ATCC
Klebsiella pneumonia ATCC
Pseudomanas aeroginosa ATCC
Staphylococcus epidermidis ATCC
Salmonella typhimirium ATCC
Staphylacoccus aureus ATCC
Listeria monocytogenes ATCC
Yersinia pseudotuberculosis ATCC
Bacillus cereus BGSC
Bacillus cereus ATCC
Enterococcus faecalis ATCC
Escherichia coli ATCC
Bacillus megaterium Lab. izolat1
Proteus mirabilis Lab. izolati
Bacillus pumilis Lab. izolati
Staphylacoccus cohni Lab. izolati

ATCC, American Type Culture Collection; BGSC, Department of Biochemistry,
Bacillus Genetic Stock Center, University of Ohio, Cleveland, OH, USA;
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2.3. izolatlarin Bakteriyosin Uretme Potansiyellerinin Arastiriimasi

Coleoptera grubu findik zararlis1 boceklerden izole edilen test bakterilerinin (37
adet) bakteriyosin Uretme kapasitesinin belirlenmesinde agar nokta ekim yontemi ve kuyu

difiizyon yontemi kullanildu.

2.3.1. Agar Nokta Ekim Yontemi

Test bakterilerinin bakteriyosin iiretme kapasitesinin belirlenmesi icin ilk agsamada
agar nokta ekim yontemi kullanildi (Paik vd., 1997). Bu calismada ilk olarak test
bakterilerinin, TSA besi ortamina ¢izgi ekimi yapildi ve 30°C’de 18 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresi bitiminde olusan kolonilerden, steril kiirdan aracilig1 ile TSA ortami
iceren petrilere nokta ekimi yapildi ve 30°C’de 18 saat inkiibasyona birakildi. Ayni
zamanda indikator bakteriler de TSB besiyerinde uygun sicakliklarda 16-18 saat inkube
edildi. Bu indikator bakterilerden 20’ser pL alinarak, 5 mL yumusak agar (% 0.7 oraninda
agar iceren TSB) igerisine inokiile edildi. Bu sekilde hazirlanan yumusak agar ortami,
nokta ekim sonrasi gelisen kolanileri iceren TSA (zerine ikinci bir tabaka halinde homojen
bir sekilde yayildi.  Ardindan petriler indikator bakterilerin gelisimi i¢in uygun
sicakliklarda 16-18 saat inkiibe edildi. Calismanin sonucunda, ¢evresinde inhibisyon zonu
g0zlenen bakteriler, antibakteriyal madde iiretme yetenegine sahip bakteriler olarak, yani
agar nokta ekim yontemi agisindan pozitif bakteriler olarak, inhibisyon zonu gézlenmeyen
bakteriler ise agar nokta ekim yontemi agisindan negatif bakteriler olarak tanimlandi (Sekil
6).

Indikatér bakteri

Uretici (Test) bakteri

Inhibisyvon zonu

Sekil 6. Agar nokta ekim yontemi (Chen vd., 1999).
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2.3.2. Kuyu Difuizyon Yontemi

Agar nokta ekim yontemi ile yapilan tarama c¢alismasinin sonucu pozitif ¢ikan
bakteriler tarafindan iretilen molekiiliin aktivite spektrumunun belirlenmesi,
karakterizasyonu ve sonraki calismalarda rutin olarak kullanilacak yontemin zeminini
hazirlamak amaciyla kuyu difiizyon yontemi kullanild1 (Padilla vd., 1996). Bu ydntem
aktif molekiil igerikli siipernatantin eldesi ve elde edilen silipernatantin kuyu diflizyon
yonteminde kullanilmasi seklinde iki asamadan olusmaktadir (Sekil 7).

Birinci asamada, nokta ekim yontemi ile antimikrobiyal madde {irettikleri
belirlenen test bakterinin iirettikleri molekiillerin kismi sekilde saflastirilmasi amaciyla,
oncelikle secilen test bakterileri 16-18 saat uygun besiyeri ve sicaklik ortaminda inkiibe
edildi. Ardindan 13000 rpm’de 15 dakika santrifiij yapildi ve siipernatant 0.45 pum
gozenekli membran filtre kullanilarak filtre edildi. Daha sonra aktivitesinin belirlenmesi
icin kullanilmak {izere +4°C’de muhafaza edildi.

Ikinci asamada, indikator bakterilerin gece kiiltiirii yapildi. 20 mL yumusak agar
(% 0.7 oraninda agar igerikli broth) icerisine 10" hiicre/mL (yaklasik 50 pL) bakteri olacak
sekilde indikatdr bakteri eklendi ve petrilere bu karisim dokiilerek donmasi beklendi.
Steril pipet uglar1 kullanilarak agilan kuyulara 100 pL birinci asamada anlatildigi gibi
hazirlanan, aktif molekiil igerikli kiiltiir siipernatant1 eklendi. Petriler indikator bakterilerin
gelisimi i¢in uygun sicaklikta 18 saat inkiibasyona tabi tutuldu. Bu siirenin sonunda, test

bakterilerinin indikator bakterilere karsi olusturduklar inhibisyon zonlar1 incelendi.

—_—

-

Uretici bakterinin Santrifiij Filtrasyon Alctif siipernatant

> kdiltiire edilmesi
"—"“!
‘s -; i

I.Asama
A

2

Il.Asama

Indikatér baldteri igerikch Alctif siipernatantm eldenmesi ve mkiibasyon
sitresi sonunda inhibisyon zonunun incelenmesi

yumusak agarm dokiilmesi

~

Sekil 7. Kuyu difiizyon yontemi
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2.4. indikator Bakteri Secimi

Inhibisyon spektrumu belirleme calismalariin ardindan, bakteriyosin Gretiminin
Olctlmesi, bakteriyosin aktivitesinde var olan degisimlerin tanimlanmasi, etki mekanizmasi
ve tliim saflagtirlma asamalar1 gibi molekiilleri tanimlamak maksadi ile yapilan tiim
caligmalarda kullanilmak tizere, her bakteri i¢in 6zel bir indikatér bakteri secimi yapildi.
Bu se¢im yapilirken bakterilerin {irettikleri maddelere duyarliligi en yliksek olan indikat6r

bakteriler tercih edildi.

2.5. Bakteriyosinlerin Kantitatif Tayini

Bakteriyosin aktivitesinin kantitatif bir karsilig1 olarak aktivite, AU (Arbitrary
Unit) cinsinden hesaplandi. Bunun igin bakteriyosin igerikli siipernatantlarin ve her
saflastirma asamasinda elde edilen bakteriyosin icerikli drneklerin steril saf su kullanilarak
iki kat seri diliisyonu yapildi ve her bir seyreltigin kuyu difiizyon metodu ile bakteriyosin
etkinlik diizeyi arastirildi. Bakteriyosinin AU cinsinden degeri Sekil 8’de gosterildigi gibi,
iki kat seri diliisyon sonrasi aktivite gosteren en yiiksek diliisyon oraninin kuyuya eklenen
bakteriyosin miktarina boliindiikten sonra sonucun 1000 ile ¢arpimiyla elde edildi (Van

reenen vd. 1998; Todorov ve Dicks, 2005).

En yiiksek diliisyon oran1 x 1000

Eklenen bakteriyosin miktar1

Sekil 8.  Bakteriyosin aktivite testi. A, seri dilisyon ile aktiviteye sahip en
yiiksek diliisyon oraninin belirlenmesi, B; bakteriyosinin AU
cinsinden degerinin hesaplanmasinda kullanilan formiil.
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2.6. Bakteriyosin Uretim Zamaninin Belirlenmesi

Bakteriyosin iiretim zamaninin belirlenmesi molekiillerin karakterizasyonlarinda
kullanilan parametrelerden birisidir. Bu parametrenin aydinlatilmas1 amaciyla bakteriyosin
tiretme kapasitesine sahip oldugu tespit edilen bakterilerin 16-18 saatlik gece kulttrleri
olusturuldu ve bu gece kiiltiiriinden 500 mL NB igerisine %1 hacim olacak sekilde ekim
yapildi. Daha sonra ornekten 2 mL alind1 ve geriye kalan kiiltiir 30°C’de ¢alkalamali
etiivde inkiibasyona birakildi. Ayrilan 2 mL 6rnegin bir kismi bakteri yogunlugunun
Olciimii amaciyla spektrofotometrede (600 nm) ilk 6l¢iim yapilmak iizere kullanildi. Diger
kismi ise bakteriyosin aktivitesine bakilmak tizere 13000 rpm’de 15 dakika santrifij
yapildi ve elde edilen siipernatant 0.45 um gozenekli membran filtreden suzildikten sonra
+4°C’de muhafaza edildi. Her iki saatte bir inkiibasyona birakilan kiiltiirden 2 mL alinarak
yukarida tanimlanan iglem yaklasik 80 saat boyunca yapildi. Bu siire boyunca elde edilen
orneklerin secilen duyarli indikator bakteriye karsi, kuyu diflizyon metodu kullanilarak
bakteriyosin aktivitesi incelendi ve bu ¢alisma sonucunda es zamanl yiirlitiilen bakteri
bliylime egrisine karsilik, bakteriyosin iiretme kapasitesini AU cinsinden gdsteren grafik

olusturuldu. Calismanin sonucunda, bakterinin aktif molekiilii iiretme zamani belirlendi

(Cherif vd., 2001).

2.7. Ortam Kosullarinin Bakteriyosin Uretimi Uzerine EtKisi

Bakteriyosin tiretiminde etkili oldugu bilinen farkli pH, sicaklik, besiortami ve sure
gibi ortam kosullarinin {iretilen aktif molekiillerin aktivitesine olan etkileri arastirildi. Bu
calismanin sonucunda aktif molekiiliin tiretildigi optimum kosullar belirlenerek sonraki

caligmalarda belirlenen bu kosullar kullanildi (Mandal vd., 2008).

2.7.1. Besiyeri ve Suirenin Bakteriyosin Uretimi Uzerine EtKkisi

Farkli besiortamlarmin ve inkiibasyon siirelerinin bakteriyosin aktivitesine olan
etkisinin belirlenmesi amaciyla, Triptik Soy Broth (TSB), Brain Heart Infusion Broth
(BHIB), Nutrient Broth (NB), Luria-Bertani Broth (LBB) ve Muller Hinton Broth (MHB)

besi ortamlarina inokiiliim miktar1 %2 olacak sekilde bakterilerin gece kiiltiirlerinden
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inokdle edildi ve 30 °C'de 72 saat boyunca kiiltiire edildi. 24 saatte bir alinan 6rneklerden
bakteri yogunlugunu gostermek amaciyla 600 nm’de absorbans 6l¢iildii ve ayn1 zamanda
kuyu diflizyon yontemiyle aktiviteleri hesaplandi. Bu ¢alismanin sonucunda bakteriyosin
tiretiminin maksimun oldugu ortam ve siire tanimlandi. Tiim denemeler iki tekrarl olarak

yarataldd.

2.7.2. pH’n Bakteriyosin Uretimi Uzerine EtKisi

Aktif molekiil iiretme yetenegine sahip bakterilerin farkli pH’lardaki biiyiimesini
izlemek ve bakteriyosin aktivitesinin en iyi hangi pH’da gergeklestigini belirlemek
amactyla, bir 6nceki calismada secilen uygun besiyerinin pH’s1, 3.0, 5.0, 7.0, 9.0 ve 11.0’a
ayarlandi. Aktif molekiil iiretme yetenegine sahip bakterilerin gecelik kiiltiirlerinden farkli
pH degerine sahip besiyerleri icerisine % 2 oraninda inokiilasyon yapildiktan sonra
30°C'de inkiibe edildi. Inkiibasyondan 48 saat sonra orneklerin son pH, 600 nm’de
absorbans ve kuyu difiizyon yontemi ile aktivite degerleri belirlendi. Bu ¢alismanin
sonucunda bakteriyosin tretiminin maksimum oldugu pH tanimlandi. Tiim denemeler iki

tekrarl olarak yiiriitiildii.

2.7.3. Sicakhgin Bakteriyosin Uretimi Uzerine Etkisi

Farkli sicaklik derecelerinde bakteri biiylimesinin ve bakteriyosin aktivitesinin
belirlenmesi amaciyla, bir dnceki ¢alismalarda se¢ilen uygun pH ve besiyeri ortamlarina
aktif molekiil iiretme yetenegine sahip bakterilerin gece kiiltiirlerinden % 2 oraninda
inokdile edildikten sonra bakteriler 25, 30, 35, 37, 40 ve 45°C’de inkiibe edildi. 48 saat
sonra orneklerin son pH, 600 nm’de absorbans ve kuyu diflizyon yontemi ile aktivite

degerleri hesaplandi. Tiim denemeler iki tekrarli olarak gerceklestirildi.

2.8. Ortam Kosullarimin Bakteriyosin Aktivitesi Uzerine Etkisi

Bakteriyosinlerin literatliirde var olan diger bakteriyosinler ile kiyaslanabilmesi,

dolayisiyla tanimlanabilmesi ve de elde edilen molekiiliin kullanim alanlarinin dogru bir
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sekilde secilebilmesi amaciyla planlanan bu calismada farkli sicakliklarin, pH’larin,

enzimlerin ve organik ¢Ozuculerin bakteriyosin aktivitesine olan etkileri belirlendi.

2.8.1. Sicakhgin Bakteriyosin Aktivitesi Uzerine Etkisi

Aktif bakteri slipernatant1 30, 50, 70, 90 ve 100°C sicakliklarda 30, 60, 90’ar
dakika ve 121°C’de 15 dakika siireyle bekletildi. Sicakliga maruz birakilan bu 6rneklerin
bakteriyosin etkinlikleri duyarli indikator bakterilere karsi kuyu diflizyon metodu ile
belirlendi. Bunlarin yanisira sicaklik uygulanmamis siipernatantlar kontrol grubu olarak
kullanildi. Bakteriyosin etkinlik diizeyi AU cinsinden hesaplandi ve kontrol grubu ile

kiyaslanarak aktivitede var olan degisimler belirlendi (Franz vd., 1997; Tuncer, 2005).

2.8.2. pH’nin Bakteriyosin Aktivitesi Uzerine Etkisi

Aktif bakteri siipernatantinin pH’s1, 6 N NaOH veya 6 N HCI kullanilarak 2.0-11.0
degerleri arasinda ayarlandi. pH’lar1 ayarlanan siipernatantlar 0.45 um gézenekli membran
filtrelerden gegirilerek steril edildi ve +4°C’de 24 saat bekletildi. pH degisimlerinin
bakteriyosin aktivitesi iizerine etkisinin belirlenmesi amaciyla uygun indikatdr bakteriler
kullanilarak kuyu diflizyon metodu uygulandi. Membran filtrelerden gegirildikten sonra
higbir isleme tabi tutulmayan siipernatantlarin (kontrol) inhibisyon etkinlikleri, pH
diizeyleri ayarlanan siipernatantlar ile karsilastirilarak aktivitede var olan degisimler
belirlendi. Bakteriyosin etkinlik diizeyi AU cinsinden hesaplandi (Franz vd., 1997;
Tuncer, 2005).

2.8.3. Enzim ve Organik Cozuictilerin Bakteriyosin Aktivitesi Uzerine EtKisi

Uretilen antimikrobiyal maddenin protein dogasinda olup olmadiginin belirlenmesi
amaciyla, aktif siipernatanta son enzim konsantrasyonu 1 mg/mL olacak sekilde Proteinaz
K (Sigma, USA) ilave edildi ve 37 °C’de 2 saat inkiibasyona birakildi. Enzim uygulanan
ve uygulanmayan silipernatantlarin antimikrobiyal aktivitesi duyarli indikator bakterilere
kars1 kuyu difiizyon yontemi kullanilarak tespit edildi (Franz vd.,1997; Tuncer, 2005).

Aktif bakteri siipernatanti igerisine %10 oraninda aseton, biitanol, DMSO, H-O,

etanol ve metanol eklenerek 25°C’de 1 saat inkibe edildi. Organik c¢o6zucdlerin
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bakteriyosin aktitesine olan etkileri kuyu difiizyon yontemi ile duyarli indikator bakteri
kullanarak belirlendi. Denemelerde kontrol olarak, organik ¢6ziicii ile muamele edilmemis
stipernatantlar kullanildi. Bakteriyosin etkinlik diizeyi AU cinsinden hesaplandi (Franz
vd., 1997; Tuncer, 2005).

2.9. Bakteriyosinlerin Etki Mekanizmasinin Belirlenmesi

Bakteriyosinlerin etki mekanizmasinin bakterisidal ya da bakteriyostatik oldugunu
belirleyebilmek amaciyla tasarlanan bu calismada, segilen duyarli indikator bakterilerin
gece kdlturlerinden 100 mL broth ortamina %2 oraninda inokiile edildi ve ODggo= 0,35-
0,40 olacak sekilde biiyiitiildii. Ardindan kiiltiir bes farkli tiipe, 10 mL/falkon tiip olacak
sekilde boliindii. Ayrilan indikatér bakteri igerikli bu tiipler igerisine aktivitesi dnceden
belirlenmis aktif bakteri siipernatantindan 10 pL, 100 pL, 500 puL ve 1000 pL eklendi ve
bir tiip kontrol olarak kullanilmak {izere bakteriyosin eklenmeksizin yalnizca indikator
bakteri icerecek sekilde hazirlandi (Sekil 9). 24 saat siiresince 2 saat araliklarla alinan
orneklerin bakteri yogunlugunu tespit etmek amaciyla hem 600 nm’de absorbans él¢uldu
hem de belli oranlarda seyreltilerek canli hiicre sayimi yapilmak lizere agar igerikli
petrilere yayildi. Bakteriyosin miktarina karsilik indikator bakteri yogunlugunu igeren

grafik olusturularak sonuglar degerlendirildi (Chehimi vd., 2010).

S

100pL Ak‘rrf 500pL Almf 1000pL Aktif Kontrol
10pL Aktif .

siipernatant stipernatant supernatant
siipernatant

Indikatar Indikatar Indikator Tndikatdr Tndikatdr
bakteri bakteri bakteri bakteri bakteri
kil iiri kiiltiir kiiiirii kil i Kiiltiiri

Sekil 9. Bakteriyosinlerin etki mekanizmasinin belirlenmesi

2.10. Bakteriyosinlerin Saflastirilmasi

Aktif molekiiller kimliklendirilmek amaciyla saf bir sekilde elde edildi. Bu amag

dogrultusunda ¢ok asamali bir saflastirma metodu belirlendi. Her asamada hem aktivite
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hem de protein miktarinin belirlenmesi amaciyla belirli miktarlarda (15 mL) +4°C’de
muhafaza edildi ve geriye kalan miktar ile saflastirilma iglemlerine kayipsiz devam edildi.
Saflagtirma amaciyla uygulanan yéntemler sirasiyla;
i.  Optimum sartlar dikkate alinarak bakteri kiiltiirlerinin yapilmasi,

ii.  Bakteri kiiltiirlerinden aktif siipernatant eldesi ve 1s1l islem uygulanmasi,

iii.  Amonyum sulfat ¢oktlirmesi,

iv.  Diyaliz ve ultrafiltrasyon,

v. Jel filtrasyon kromotografisi,

vi.  Yiiksek basingl sivi kromotografisi (HPLC)’dir.

2.10.1. Aktif Siipernatantin Eldesi ve Isil Islem Uygulanmasi

Aktif molekil Uretme kapasitesine sahip olan bakterilerden Uretilen bu molekdllerin
saflagtirilmasi1 igin bakteriler optimum kosullar altinda ve buyuk miktar (450 mL)
besiyerinde kultlr edildi. Bakterilerin kiltir edilmesinin ardindan, kiiltiir sivist 13000
rpm’de 15 dakika santrifiij yapildi ve siipernatant 0.45 pm goézenekli membran filtre
kullanilarak filtre edildi. Elde edilen 6rnek aktif molekil igerikli kiiltiir siipernatant1 olarak
isimlendirildi.

Daha sonra bu aktif siipernatant, fizikokimyasal karakterizasyon caligmalart ile
onceden belirlenen, aktivitesini kaybetmedigi 1s1 derecesine maruz birakildi ve ardindan
santrifiij yapilarak bu derecelere dayanamayan proteinler ortamdan uzaklastirildi. Elde

edilen aktif siipernatant sonraki saflagtirma asamalari igin +4°C’de muhafaza edildi.

2.10.2. Amonyum Sulfat Cokturmesi

Amonyum slfat [(NH,4).SO4] ¢oktiirmesi, kabaca ¢ozeltinin tuz konsantrasyonunu
artirarak proteinin ¢Oziiniirligiiniin degigsmesi ve bunun sonucunda denatiire olmadan
cokmesine dayanan bir ¢oktiirme yontemidir. Bu metot hem etkili bir saflagtirma hem de
ornegi konsantre etme metotudur.

Bu ¢alismada oncelile aktif bakteri siipernatantina %50 doygunlukta olacak sekilde
kati amonyum siilfat eklendi. %350 doygunluk i¢in gerekli miktarda amonyum siilfat,
Green ve Hughes (1955) tarafindan hazirlanan amonyum siilfat tablosu kullanilarak

hesaplandi ve yavasga siipernatant iizerine bu miktar eklendi. Amonyum siilfatin



32

tamaminin eklenmesinden sonra manyetik karistirici lizerinde karigtirllmak suretiyle bir
gece +4°C’de bekletildi ve ertesi giin 30 dakika boyunca 6000 rpm’de santrifiij yapildi.
Santrifiij sonrasi, dibe ¢6ken pellet steril dH,O kullanilarak ¢oziildii ve ardindan 0.45 pm
gozenekli membran filtreden gecilerek +4°C’de muhafaza edildi. Coken proteinleri
uzaklastirilan %50 amonyum siilfat doygunluguna sahip slipernatanta %85 doygunluk igin
gerekli miktarda amonyum silfat ilave edildi ve yine bir gece +4°C’de karistirildi. %50
doygunluk igin yapilan tiim islemler bu asamada da tekrarland1 (Cherif vd., 2001). Iki
doygunluk sonrasi elde edilen orneklerin aktiviteleri kuyu diflizyon metodu ile duyarli
indikatdr bakteri kullamlarak ile belirlendi. Inhibisyon zonlar1 hicbir isleme maruz
birakilmamug aktif stipernatant (kontrol) grubu ile kiyaslanarak incelendi. Ayni zamanda

protein miktarlar belirlenerek spesifik aktiviteleri hesaplandi.

2.10.3. Diyaliz ve Ultrafiltrasyon

Diyaliz, istenmeyen kiigiik molekiillerden kurtulmak i¢in yapilan bir islemdir. Bu
calismada amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucunda ozellikle tuzun ve kii¢iik molekiillerin
uzaklastirilmas1 hedeflendi. Diyaliz amaciyla 3,5-5 kDa biiyiikligiindeki molekiilleri
icerisinde tutabilme potansiyeline sahip membran (Spectra/Por) tercih edildi. Amonyum
stilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen orneklerin aktivite analizleri i¢in ayrilan miktarlar
disinda tamami diyaliz islemine tabi tutuldu. Ornekler, diyaliz tiipleri icerisinde 16 saat
boyunca dH,O’ya kars1 diyaliz edildi ve 4 saat araliklarla dH,O degistirildi (Cherif vd.,
2001).

Diyaliz sonrast elde edilen Ornekler ultrafiltrasyon ile konsantre edildi.
Ultrafiltrasyon, membran filtrasyon yontemlerinden biridir ve 0zellikle numuneyi
konsantre etmek ve sahip oldugu goézeneck oOzelliklerine gore de kiiciik molekiilleri
uzaklastirmak maksadiyla kullanilmaktadir. Bu amagla ultrafiltrasyon islemi ic¢in 6zel
hazirlanan 5 ve 3 kDa biiytikliigiindeki molekiilleri tutabilme potansiyeline sahip membran
icerikli falkon tipler (Sartorius) kullanildi. Tiiplere diyaliz sonrasi elde edilen 6rnekler
yuklendi ve 6000 g’de 30 dakika tiim 6rnek tilkeninceye kadar ¢ok kez santrifilj edildi.
Falkon icerisinde var olan membranin (zerinde kalan (membrane tarafindan tutulan)

konsantre 6rnek daha sonraki asamalarda kullanilmak {izere +4°C’de muhafaza edildi.



33

2.10.4. Jel Filtrasyon Kromatografisi

Jel filtrasyon kromotografisi, molekiillerin biiyiikliiklerine gore ayrimini saglayan
bir saflastirma islemidir. Bu ¢alismada, kolon dolgu maddesi olarak Sephadex G-50 ve G-
10 (Sigma) kullanildi. Dolgu maddeleri 10 mL i¢in 1g tartilarak dH,O icerisinde 1 saat
kaynar su banyosunda kaynatildi ve sonrasinda sogutuldu. Daha sonra gazi giderilerek,
100 cm (boy) x 1cm (¢ap) boyutlarindaki kolona karistirilarak dokiildii. Kolon steril dH,0
ile yikanip kararli hale getirildi ve dolgu maddesinin kolona tamamen yerlesmesi saglandi.
Konsantre diyalizattan 3 mL 6rnek kolona yiklendi ve dH,O kullanilarak akis baslatildi.
Kolon akis hiz1 30 mL/saat olacak sekilde ayarlandi. Kolondan ¢ikan 6rnekler, eppendorf
tiplerine 1,5 mL hacminde toplandi. Toplanan fraksiyonun 280 nm’deki absorbansi
sifirlanana kadar fraksiyonlar toplanmaya devam edildi.  Ardindan toplanan bu
fraksiyonlarin 280 nm absorbanslar1 kullanilarak kalitatif protein tayini ve ayni zamanda
kuyu diflizyon yontemi ile aktivite tayini yapildi. Aktivite ve 280 nm’deki absorbanslari
dikkate alinarak grafik olusturuldu ve aktif molekiiliin kolondan ¢iktig1 aralik belirlendi
(Basbiilbiil, 2009).

2.10.5. Yiiksek Basin¢ch Sivi Kromotografisi

Yiiksek basingli sivi kromotografisi (High Pressure Liquid Chromatography,
HPLC), molekiillere ¢ok kuvvetli baglanan ylizeye, yiiksek basing uygulanarak
molekiillerin yiizeyden ¢ok daha hizli gegmesi prensibine dayanan saflastirma metodudur.
Bu calismada, Ultraviole (UV) detektorli HPLC (Agilent 1260, USA) cihazi kullanildi.
Analiz i¢in en uygun kolon, haraketli faz ve akis hiz1 yapilan bir ¢ok deneme ile optimize
edildi. Diger asamalarla kismi olarak saflastirilan aktif molekiil igerikli 100 pL 6rnek
(maksimum enjeksiyon hacmi), dakikada 0,5 mL akis hizina sahip Agilent Zorbax 300 SB-
C18, 100-4,6 mm boyutlarindaki HPLC kolonuna enjekte edildi. Hareketli faz olarak
Acetonitril-H,O (%0,05 TFA igerikli) ve yontem olarak ise dogrusal gradient sistemi
kullanildi. Ardindan UV dedektorii 280+4 nm dalga boyuna ayarlandi ve bu aralikta
fraksiyon toplayici ile fraksiyonlar toplandi. Elde edilen fraksiyonlarin aktivitesi, duyarli
indikator bakteriye karsi uygulanan kuyu difizyon metodu ile belirlendi.  Aktif
fraksiyonun tespit edilmesi sonucunda, elde edilen HPLC kromotogramindaki pikler

icerisinde aktif olan pik ve suresi tespit edildi.
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2.11. Bakteriyosinlerin Ucus Zamanh Kiitle Spektrometrisi ile Tanimlanmasi

Bu sistemde, ytiklii molekiillerin yiiksek bir elektrik alan ile hizlandirilmasi ve tiim
kiitlelerin ayn1 baslangi¢ enerjisine sahip olmasi saglanir. Sonra bu iyonlarin "ugus tipu"
denilen yaklagik 1-1,5 metrelik bir tiip boyunca u¢masi saglanir. Hepsi aym1 baslangi¢
enerjisine sahip olmasina ragmen hafif olan molekiiller daha hizli, agir olan molekiiller ise
daha yavas ucar. Ve son olarak dedektére ulasma zamanlarina gore (u¢us zamanlarina
gore) kiitleler tespit edilir.  Bdylesi bir prensibe dayanan Ucgus Zamanh Kiitle
Spektrometrisi (Time-Of-Flight Mass Spectrometry, TOF-MS), molekiillerin tanimlanmasi
icin kullanilan en popiiler yontemlerden biridir.

Bu calismada aktif molekiillerin kesin  kitlelerinin  belirlenmesi  ve
kimliklendirilmesi ugus zamanh kiitle spektrometresi (Agilent 6230, USA) ESI-TOF-MS
ile gerceklestirildi. Yiiksek basingli sivi kromotografisi (HPLC) ile saf bir sekilde elde
edilen molekuliin 1 pL’si enjekte edildi. Elektrosprey iyonizasyonu ile hem pozitif iyon
hem de negatif iyon modunda aktif molekullerin kutleleri belirlendi. TOF-MS odl¢umleri
100 ile 3200 m/z araliginda yapildi. Data toplama islemi Agilent firmasinin “Data
Acqusition” programu ile yapildi. Kullanilan ESI-TOF-MS sartlari; Kapilar voltaj: 3500 V;
Nebulizator basmnct: 20 psi; Kurutma gazi: 12.0 1/dk; Gaz sicakligr: 350 °C; Fragmentor
voltage: 200 V’dir.

2.12. Veri Tabam Analizleri

Elde edilen kutle bilgileri evrensel METLIN (http://metlin.scripps.edu) ve
BACTIBASE (http://bactibase.pfba-lab-tun.org) veri tabanlar1 kullanilarak tarandi. Veri
tabanlarindan elde edilen olast molekiil yapilari, aktif molekiillerin tanimlanmasi

asamasinda degerlendirildi.

2.13. Saflastirilan Molekiillerin Belirlenmesi

2.13.1. SDS-PAGE ile Belirlenmesi

Saf olarak elde edilen aktif molekiillerin goriintiilenmesi amaciyla Laemmli (1970)

tarafindan Onerilen yontem dogrultusunda %15°lik Tris-Glisin  SDS-PAGE yapildi.


http://metlin.scripps.edu/metabo_search_alt2.php
http://bactibase.pfba-lab-tun.org/
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Belirte¢ ve uygun sekilde hazirlanan 6rnekler iki tekrarli olacak sekilde polimerlesmis jel
kuyularina yiiklendi. Aktif molekiillerin yaklasik biiyiikliigiiniin gosterilmesi amaciyla iki
farkli belirte¢ kullanildi. Belirtecler ve igerigindeki proteinlerin molekiiler agikliklari
sirasiyla; Broad Range Protein Moleculer Weight Marker (Promega); 225, 150, 100, 75,
50, 35, 25, 15 ve 10 kDa ile Unstained Low Range Protein Ladder (Fermantas); 100, 30,
25, 20, 15, 10,5 ve 3,4 kDa’dur. Orneklerin yiiklenmesi sonrasinda yaklasik {i¢ saat
siiresince Ornekler 100 voltta yiiriitiildii. Bu islem bitiminde jel ikili tekrarlar dikkate
almarak diizglin bir bi¢cimde kuyu boyunca kesildi ve her biri igerdikleri 6rnegin
karigtirllmamasi amaciyla isaretlendi. Jelin kesilen 6rneklerin tekrarini igeren kismi CBB-
G250 ile hazirlanmig boyama ¢ozeltisi icerisinde protein bantlari net bir sekilde goriinene
kadar boyandi ve ardindan boyanin fazlasi aritilarak protein bantlar1 incelendi.

Dogrudan jelde aktivite calismalari igin jelin kesilen parcalari dogrudan %25
isopropanol ve %10 asetik asit icerikli fiksasyon ¢Ozeltisi igerisine alinarak 30 dakika bu
cozelti icerisinde bekletildi ve sonra steril dH,O icerisinde 2-3 saat toksisitesinden
arindirildi.  Jeller daha sonra agar icerikli petriye yerlestirildi ve 10" hiicre/mL oraninda
duyarli indikator bakteri igerikli yumusak agar (% 0,7 agar icerikli broth) jelin {izerini
kapliyacak sekilde eklendi. Ardindan 16-24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi
sonucunda aktif bantin yer aldig1 noktada var olan inhibisyon zonu incelendi. Zon olusan
kistmin jelin st kismina olan uzakhg: olgiilerek, jelin boyanan diger kisminda bu

mesafeye karsilik gelen protein banti belirlendi (Bhunia vd., 1987; Cherif vd., 2001).

2.13.2. ince Tabaka Kromotografisi ile Belirlenmesi

Ince tabaka kromotografisi (ITK) c¢ok bilesimli karisimlara uygulanabilen giincel
bir kimyasal ayirma ve analiz teknigidir. Duragan bir faz Uzerinde akmakta olan hareketli
bir s1vi fazdan olusan bir sistemdir. Kati bir ylizeye (duragan faz) emdirilen 6rnek, ¢éziicti
igerisine yerlestirilir. Coziicii soliisyonun ylizeyde ilerlemesiyle, drnekteki molekiillerin
¢coziinme yeteneklerine gore ayrilmasi temeline dayanan hizla uygulanabilen bir islemdir.
Aktif oldugu belirlenen spotlar kati ortamdan kazinarak saflagtirildigi 6lgiide saf olarak
elde edilebilmekte ya da R; degeri hesaplanarak standartlarla molekiiliin kiyaslanmasi
yapilabilmektedir.

Bu ¢alismada ince tabaka kromotografisinde kullanilacak hareketli faz i¢in uygun

cozlculerin tespiti amaciyla 6ncelikle ¢oziicii ektraksiyon teknigi ile molekiillerin en iyi
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sekilde niifuz edebildigi ¢oziicii tespit edildi. Bu islem i¢in su ile faz olusturabilen dietil
eter, ve kloroform olmak Uzere iki farkli ¢oziicti kullanildi. Her ¢6ziicii igin; 2 mL aktif
bakteri siipernatanti lizerine, 2 mL ¢06ziicii eklenerek hazirlanan tipler 15 dakika
vortekslendikten sonra 15 dakika 3000 rpm hizda santrifiijlendi. Tim islemler steril
kosullar altinda yapildi. Daha sonra, ¢Oziicli faz (organik) ile sulu faz birbirinden
dikkatlice ayrild1 (Pelaez vd., 1998). Hem organik faz 6rneginin hem de sulu faz 6rneginin
kuyu diflizyon yontemi ile uygun indikator bakteriye karsi inhibisyon aktiviteleri incelendi.
Organik faza aktif molekiiliin tamamiyla gegtigi ¢Oziicii (inhibisyon aktivitesinin sadece
organik fazda goriildiigii), ince tabaka kromotografisinde hareketli faz olarak kullanilmak
uzere segildi.

Yukaridaki ¢alisma sonrasi elde edilen igerisinde aktif molekdl iceren organik faz
Ornegi ince tabaka kromotografisinde kullanildi. Bu 6rnek silika jel plagin en altina nokta
seklinde pastor pipeti ile yiiklendi. Daha sonra bu silika jel plakasi hareketli faz icin tercih
edilen cozelti icerikli beher igerisine yerlestirildi. Beherin agz1 sikica kapatilarak
¢Oziiciiniin silika jel {izerinde asagidan yukar1 dogru ilelemesi saglandi. Coziicii yukariya
tam olarak ulastiginda sistem durduruldu ve silika jel plakasi havada kurutuldu. Daha
sonra aktif molekdlin goriiniir hale gelmesi amaciyla 180-200°C’de (isitic1 tabla tizerine
koyularak) 5-10 dakika siire 1sitildi molekiiliin bulundugu noktada koyu kahverengi bir
noktanin varlig1 gozlendi.

Biyootografi, ince tabaka kromotografisi sonrasinda, kromotografik plaklarin
Uzerindeki spot (nokta)’larin biyolojik aktivitesini belirlemeye yarayan bir sistemdir. Bu
calisma igin silika jele 6rnek iki tekrarli olarak yukarida anlatildig gibi yiiklendi ve uygun
¢ozlcu icerisinde yuratuldu. Ardindan plaka ikiye kesildi ve bir pargasi gorintilenmek
tizere yakilirken diger parcasi agar igerikli petri lizerine yerlestirildi ve 10" hiicre/mL
oraninda duyarli indikatér bakteri icerikli yumusak agar silikajel plakasimnin {izerini
kapliyacak sekilde eklendi. 16-24 saat inkiibasyona birakildi ve inkiibasyon siiresi
sonucunda aktif spotun yer aldig1 noktada var olan inhibisyon zonu incelendi. Zon olusan
kisim ile silika jeldeki gorindr spot karsilastirildi. BOylece spotun aktif molekul icerikli
olup olmadigi tespit edildi (Colak, 2006; Ycel, 2007).
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2.14. Protein Miktar Tayini

Tiim c¢aligmalarda protein tayinleri Bradford yontemi kullanilarak yapildi.
(Bradford, 1976). Bradford yontemi Coomassie Brillant Blue G250 boyasinin proteinlere
baglanmasi esasina dayanan bir yontemdir. Bu ¢alismada protein standardi olarak albumin
kullanildi.  Albiminin 1 mg/mL’lik stok ¢o6zeltisi hazirlanarak, standart ¢ozeltiler bu
stoktan 5-200 ug/mL olacak sekilde dH,O ile seyreltilerek hazirlandi. Hazirlanan standart
cozeltilerden tiiplere 100’er puL aktarildi, kontrol grubuna ise 100 uL dH,O eklendi. Butin
tiplere S'er mL hazirlanan Coomassie Brillant Blue G250 ¢d6zeltisinden eklenerek
karistirildi.  Standartlarin 595 nm dalga boyundaki absorbanslart 6l¢iildiikten sonra bu
absorbans degerleri kullanilarak protein standart grafigi ¢izildi. Bu grafik kullanilarak

orneklerin protein miktar1 belirlendi.

2.15. Bakteriyosinlerin Molekuler Karakterizasyonu

Aktif molekiil iiretme yetenegine sahip oldugu belirlenen bakteriler tarafindan
uretilen molekillerin ekspresyonundan sorumlu genlerin kromozomal ya da plazmit
kokenli olup olmadigimi belirlemek amaciyla plazmit eliminasyon calismalar1 planlandi
(Hardy, 1993).

Plazmit eliminasyon analizi icin Oncelikle etidiyum bromirin giderek artan
konsantrasyonlarin1 igeren (1-500 ug/mL) 2 mL’lik LB besiyerlerine bakteri gece
kiltiirinden 20 pL inokiile edildi. Bir gece tiremeye birakilan ve iiremenin goriildiigii en
yuksek etidiyum bromur konsantrasyonu ihtiva eden tip (bakteri kalttr() secildi. Segilen
bu kiiltiir LB ile dilisyon yapilarak agar iizerine yayma metodu ile ekildi, tek kolonilerin
tiremesi icin 30°C’de, 16-18 saat inkiibe edildi. Ureyen koloniler tek tek alinarak stok
kilturleri hazirland1 ve sonra agar nokta ekim metodu ile bakteriyosin aktivitesi tarandi.
16-18 saat inkiibasyondan sonra kolonilerin gevresinde inhibisyon zonu incelendi.

Bu calismanin sonucunda plazmitlerinin uzaklastirilmasina ragmen c¢evresinde
inhibisyon zonu olan, suslarin tirettigi antimikrobiyal maddenin ifadesinden kromozomun
sorumlu oldugu, inhibisyon zonu olusturmayan suslarin iirettigi antimikrobiyal maddenin

ifadesinden ise plazmitlerin sorumlu oldugu sonucuna varildu.
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2.16. Bakteriyosinlerin Baz1 Bitki Patojenleri Uzerine Etkisi

Elde edilen molekiillerin biyolojik miicadele alaninda kullanim imkanlarinin
arastirtlmasi1 amaciyla bu molekiillerin bitki patojeni bakterilere karsi inhibisyon aktivitesi
agar nokta ekim yontemi ile laboratuar ortaminda in vitro olarak arastirildi ve biyolojik
miicadele amaciyla kullanilabilme potansiyelleri degerlendirildi. Bu ¢aligmada kullanilan
bitki patojeni bakteriler Yeditepe Universitesi Genetik ve Biyomiihendislik Bolimii
ogretim iiyesi Prof. Dr. Fikrettin SAHINden temin edildi (Tablo 9).

Tablo 9. Bitki patojeni bakteriler

Bakteri Kaynak

Erwinia amylovora Lab. Izolat1
Erwinia chrysantum Lab. izolat:
Erwinia sp. Lab. Izolat1
Erwinia sp. Lab. izolat:
Micrococcus luteus Lab. Izolat1
Micrococcus luteus Lab. Izolat1
Paucimonas lemoignei Lab. Izolat1
Pseudomonas putida Lab. izolat1
Pseudomonas putida Lab. Izolat1
Pseudomonas savastanoi Lab. izolat:
Pseudomonas savastanoi Lab. Izolat1
Pseudomonas savastanoi Lab. izolat:
Pseudomonas syringae Lab. Izolat1
Pseudomonas syringae Lab. izolat1
Pseudomonas syringae Lab. Izolat1
Pseudomonas syringae Lab. izolat1
Pseudomonas syringae Lab. Izolat1
Xanthomonas axonopodis Lab. izolat1
Xanthomonas axonopodis Lab. Izolat1
Xanthomonas axonopodis Lab. Izolat1
Xanthomonas axonopodis Lab. izolat1
Xanthomonas axonopodis Lab. Izolat1
Xanthomonas axonopodis Lab. izolat1

Xanthomonas axonopodis Lab. Izolat1




3. BULGULAR

3.1. Bakterilerin Bakteriyosin Uretme Potansiyeli

Agar nokta ekim yontemi pratik, kolay uygulanabilir ve 6zellikle literatiirde siklikla
kullanilan bir metot olmas1 sebebi ile test bakterilerinin bakteriyosin iiretme kapasitesinin
arastirtlmasinda On tarama igin tercih edildi. Bu yontem ile otuzyedi test bakterisinin
(izolat) bakteriyosin iiretme yetenegi yirmidort indikator bakteri kullanilarak belirlendi
(Tablo 10). Indikatdr bakteri olarak on ii¢ farkli Bacillus thuringiensis susu ve bunlarin
yanisira onbir farkli Gram (+) ve Gram (-) bakteri kullanildi. Bakteriyosinler 6zellikle
tiretici bakteri ile yakin akraba tiirlere etki etmektedir. Bu bilgi dogrultusunda, planlanan
calismada, antibakteriyal aktivite acisindan test edilecek bakteriler igerisinde Bacillus
cinslerinin 6zellikle de B. thuringiensis suslarinin fazla olmasi sebebi ile indikator bakteri
olarak 6zellikle B. thuringiensis suslari tercih edildi.

Agar nokta ekim yontemi ile yapilan 6n tarama g¢alismasi li¢ kez farkli tekrarli
deneyler yapilarak sonuglandirildi. Tablo 10°da isaret edildigi gibi, otuz yedi test
bakterisinin yirmi dort indikatdr bakteriye karsi antagonistik etkilerinin taranmasi sonucu,

bes test bakterisinin antibakteriyal etkiye sahip olduklar1 belirlendi. Bunlar;

I.  Xyleborus dispar’dan izole edilen; Pseudomonas fluorescens (Pf-Xd1),
ii.  Anoplus roboris’den izole edilen; Bacillus polymyxa (Bp-Ar2),
iii.  Balaninus nucum’dan izole edilen; Bacillus thuringiensis (Bt-Bnl),
iv.  Melolontha melolontha’dan izole edilen; Serratia marcescens (Sm-Mm3),

v. Agelastica alni’den izole edilen; Pseudomonas flourescens (Pf-Aa4)’dir.

Bu sonuclar antibakteriyal madde (retme potansiyelleri agisindan denenen
entomopatojenik bakterilerde bakteriyosin ya da bakteriyosin benzeri madde dretim
oraninin %13,5 oldugunu gosterdi. Antibakteriyal madde iirettikleri belirlenen bu bes
bakteri etki spektrumu ve karakterizasyonu i¢in kuyu difiizyon metodunda kullanilmak

tizere sonraki calismalara tasindi.



Tablo 10. Agar nokta ekim yontemi ile belirlenen bakteriyosin dretici izolatlar

indikator Bakteriler

Psp
Mm1l

Bt
Mm2

Sm
Mm3

Esp
Mm4

Test Bakterileri

Bs
Mm5

Asp
Mm6

Bw
Mm7

Bc
Arl

Bp
Ar2

Esp
Ar3

Bs
Ar4d

. subsp. galleriae HD29

. subsp. thuringiensis HD2
. subsp. tochigiensis HD868
. subsp. kurstaki 3

. subsp. entomocidus HD9
. subsp. canadensis HD30
. subsp. aizawai HD137

. subsp. thompsoni HD542
. subsp. indiana HD521

. subsp. colmeri 1S720

. subsp. darmstadiensis HD146
. subsp. morrisoni HD12

. t. subsp. tenebrionis
Enterobacter cloaceae
Enterococcus faecalis
Salmonella typhimirium
Escherichia coli

Proteus vulgaris
Staphylococcus aureus
Pseudomonas aeroginosa
Klepsiella pneumonia
Bacillus subtilis

Listeria monotogenes
Staphylococcus epidermidis

DO TIODODDED®D W
~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~

+

+ +

+ + 4

B.t.; Bacillus thuringiensis, (+); inhibisyon zonu var, (-); inhibisyon zonu yok.

ov



Tablo 10’un devami

indikator Bakteriler

AcC
Ool1

Ea
Ol2

Psp
0OI3

Fsp
Ol4

Msp
0I5

Test Bakterileri

Ea
ol6

Xsp
ol7

Ps
Ol8

Psp
0l19

Xsp
0I110

Ec
Ool11

Xm
Ol12

Sm
Ol13

. subsp. galleriae HD29

. subsp. thuringiensis HD2
. subsp. tochigiensis HD868
. subsp. kurstaki 3

. subsp. entomocidus HD9
. subsp. canadensis HD30
. subsp. aizawai HD137

. subsp. thompsoni HD542
. subsp. indiana HD521

. subsp. colmeri 1S720

. subsp. darmstadiensis HD146
. subsp. morrisoni HD12
t. subsp. tenebrionis
Enterobacter cloaceae
Enterococcus faecalis
Salmonella typhimirium
Escherichia coli

Proteus vulgaris
Staphylococcus aureus
Pseudomonas aeroginosa
Klepsiella pneumonia
Bacillus subtilis

Listeria monotogenes
Staphylococcus epidermidis

W mEmmwww
~ ~ ~+ ~+ ~ ~ ~+ ~+ ~ ~ ~+ —~+

B.t.; Bacillus thuringiensis, (+); inhibisyon zonu var, (-); inhibisyon zonu yok.

1h%



Tablo 10’un devami

indikator Bakteriler

Ea
Aal

Lsp Pc
Aa2 Aa3

Pf
Aad

Bt
Bnl

Test Bakterileri

Pf
Bn2

Ml
Bn3

Ec
Bn5

Pf
Xd1

Bm
Xd2

Bt
Xd3

Pr
Xd4

Pc
Xd5

. subsp. galleriae HD29

. subsp. thuringiensis HD2
. subsp. tochigiensis HD868
. subsp. kurstaki 3

. subsp. entomocidus HD9
. subsp. canadensis HD30
. subsp. aizawai HD137

. subsp. thompsoni HD542
. subsp. indiana HD521

. subsp. colmeri 1S720

. subsp. darmstadiensis HD146
. subsp. morrisoni HD12

. t. subsp. tenebrionis
Enterobacter cloaceae
Enterococcus faecalis
Salmonella typhimirium
Escherichia coli

Proteus vulgaris
Staphylococcus aureus
Pseudomonas aeroginosa
Klepsiella pneumonia
Bacillus subtilis

Listeria monotogenes
Staphylococcus epidermidis

DOIOOIITDDTEEDEE®D
~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~+

+ +

+ 4+ + + + ++ 4

+ +

+ + + + + A+

14

+

B.t.; Bacillus thuringiensis, (+); inhibisyon zonu var, (-); inhibisyon zonu yok.

A%
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Agar nokta ekim yontemi sonucu pozitif ¢ikan bes bakterinin (Tablo 10)
stipernatantinda, aktif molekiiliin varliginin tespit edilmesi ve bu molekiiliin aktivite
spektrumlarinin belirlenmesi amaciyla kuyu difiizyon metodu kullanildi. Bu g¢alismanin
sonucunda, P. fluorescens (Pf-Xdl ve Pf-Aad) izolatlar1 tarafindan tretilen molekiiller,
bakteri kiiltiir siipernatindan elde edilemedi. On tarama calismasi sonucunda yine pozitif
sonu¢ veren B. polymyxa (Bp-Ar2) tarafindan iiretilen molekiil ise bakteri siipernatindan
elde edildi ve kuyu difuzyon metodu ile aktivitesi gosterildi. Ancak inhibisyon
aktivitesinin diisiik ve aktivite spektrumunun dar olmasi sebebi ile bir sonraki
karakterizasyon asamalari i¢in se¢ilmedi. B. thuringiensis (Bt-Bnl) ve S. marcescens (Sm-
Mm3) bakterileri tarafindan iiretilen molekiiller ise hem bakteri siipernatindan elde edildi
hem de kuyu diflizyon metodu ile genis aktivite spektrumuna sahip olduklar1 belirlendi.
Aktif molekili tanimlayabilmek igin, karakterizasyonun her asamasinda hiicrelerden
ayrilmig kiiltiir stipernatantlarinin  kullanilmas1 bakimindan, mutlaka bakteri kaltir
slipernatantinda aktivite saptamak gerekmektedir. Bu sebeple sonraki karakterizasyon
caligmalari igin agar nokta ekim yontemi agisindan pozitif olan bes izolat arasindan, kuyu
diflizyon yéntemi icin de pozitif sonug veren ve inhibisyon aktivite spektrumu genis olan
B. thuringiensis (Bt-Bnl) ve S. marcescens (Sm-Mm3) izolatlari segildi.

Segilen izolatlarin kuyu difizyon yoOntemi ile inhibisyon spektrumlarinin
belirlenmesi amaciyla yapilan galisma sonrasinda, B. thuringiensis (Bt-Bnl) tarafindan
tiretilen molekiiliin, farkli Bacillus thuringiensis suslari, B. cereus, B. weihenstephanensis
ve Listeria monocytogenes gibi farkli bakterilere karsi inhibisyon aktivitesi oldugu (Tablo
11, 12 ve 13) ve toplam 65 indikator bakteri arasinda bu etkinin %18,5 oraninda oldugu
belirlendi. S. marcescens (Sm-Mm3) tarafindan iiretilen molekiiliin ise daha genis bir
inhibitér spektrumuna sahip oldugu belirlendi. Farkli Bacillus thuringiensis suslari, B.
cereus, B. subtilis, Enterococcus faecalis, Erwinia amylovora, Proteus mirabilis ve
Pseudomonas fluorescens gibi farkli tiir bakterilere karsi inhibisyon aktivitesi oldugu
(Tablo 11, 12 ve 13) ve toplam 65 indikator bakteri arasinda bu etkinin %38,5 oraninda
oldugu belirlendi. Bt-Bnl ve Sm-Mm3 tarafindan {iretilen molekiillerin bazi indikator
bakterilere kars1 inhibisyon aktivitesi Sekil 10 ve 11°de 6rnek olarak gosterildi. iki bakteri
tarafindan tretilen molekiillerin antibakteriyal spektrumlarinin gosterilmesi amaciyla
yapilan ¢aligmalarda daha once belirtilen indikatdr bakterilerin yanisira, test bakterileri de
indikator bakteri olarak kullanildi (Tablo 13). Bu sayede tarama spektrumu genisletilerek

aktivite spektrumlar1 daha net bir sekilde belirlendi.



Sekil 10.
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Bt-Bnl bakteriyosininin bazi bakteriler iizerine olan
inhibisyon aktivitesi. Indikatér bakteriler; A. Bacillus
thuringiensis subsp. canadensis, B. Bacillus thuringiensis
subsp. israelensis, C. Bacillus thuringiensis subsp.
kenyae, D. Bacillus cereus

Sekil 11.

Sm-Mm3 bakteriyosininin bazi bakteriler {izerine olan
inhibisyon aktivitesi. Indikatdr bakteriler; A. Bacillus
thuringiensis, B. Bacillus subtilis, C. Enterococcus
faecalis, D. Pseudomonas fluorescens



Tablo 11. Hedef bakteriyosinlerin B.t’ler Uizerine etkisi

indikator Bakteriler

Inhibisyon Zonlar1 (mm)

Bt-Bnl Sm-Mm3
B. t. subsp. galleriae HD29 - 30
B. t. subsp. tolworthi HD537 11 24
B. t. subsp. israelensis HD567 23 28
B. t. subsp. thuringiensis HD2 20 -
B. t. subsp. aizawai HD133 - 22
B. t. subsp. tochigiensis HD868 - 13
B. t. subsp. kurstaki 3 12 -
B. t. subsp. entomocidus HD9 10 20
B. t. subsp. canadensis HD30 17 35
B. t. subsp. aizawai HD137 - 24
B. t. subsp. kenyae HD136 - 16
B. t. subsp. thompsoni HD542 - 35
B. t. subsp. colmeri 1S720 - 18
B. t. subsp. darmstadiensis HD146 - -
B. t. subsp. morrisoni HD12 25 33
B. t. subsp. tenebrionis - 19
B. t. subsp. indiana HD521 - -
B. t. subsp. kumamtoensis HD867 - -
B. t. subsp. israelensis 14 -

Tablo 12. Hedef bakteriyosinlerin farkli indikator bakteriler Uzerine etkisi

indikator Bakteriler

Inhibisyon Zonlar1 (mm)

Bt-Bnl

Sm-Mm3

Enterobacter cloaceae
Bacillus cereus T-HT
Enterococcus faecalis
Salmonella typhimirium
Escherichia coli

Yersinia pseudotuberculosis
Proteus vulgaris

Bacillus cereus
Staphylococcus aureus
Pseudomonas aeroginosa
Klepsiella pneumonia
Bacillus subtilis

Listeria monocyctogenes
Staphylococcus epidermidis
Bacillus megaterium
Proteus mirabilis

Bacillus pumilis
Enterococcus faecalis
Staphylococcus cohni
Escherichia coli

12

24
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Tablo 13. Hedef bakteriyosinlerin test bakterileri Gizerine etkisi

Inhibisyon Zonlar1 (mm)

Bt-Bnl Sm-Mm3
Ar2; Bacillus polymyxa - 18
Ar3; Enterobacter sp. - -
Ar4; Bacillus sphaericus - -
Bn1; Bacillus thuringiensis - 26
Bn2; Pseudomonas fluorescens - 20
Bn3; Micrococcus luteus - -
Bn4; Serratia marcescens - -
Bn5; Escherichia coli - -
MmZ1; Pseudomonas sp. - -
Mm2; Bacillus thuringiensis - 22
Mm3; Serratia marcescens - -
Mm4; Enterobacter sp. - 22
Mmb; Bacillus sphaericus - -
Mm7; Bacillus weihenstephanensis 14 -
Xd1; Pseudomonas fluorescens - -
Xd3; Bacillus thuringiensis - 23

Xd4; Pseudomonas rhizosphaerae - -

indikator Bakteriler

Aal; Enterobacter agglomerans - -
Aa2; Listeria sp. - -
Aa4; Pseudomonas flourescens - -
Ol1; Acinetobacter calcoaceticus - -
0I2; Enterobacter aerogenes - -
OI3; Pseudomonas sp. - -
0l6; Enterobacter agglomerans - -
0l9; Pseudomonas sp. - -
OI11; Enterobacter cancerogenus - -

Kuyu difiizyon yontemi sonrasinda, Bt-Bnl ve Sm-Mm3 izolatlar1 tarafindan
tiretilen aktif molekiiller i¢in sonraki saflagtirma ve karakterizasyon c¢alismalarinda, tiim
kuyu difiizyon metodu ile aktivite belirleme calismalarinda rutin olarak kullanilacak
indikator bakteri segimi yapildi. Iki bakteri tarafindan iiretilen antibakteriyal molekiillere
en duyarli olan indikator bakteriler tercih edildi. Serratia marcescens (Sm-Mm3) bakterisi
icin Bacillus thuringiensis subsp. thompsoni HD542 bakterisi, Bacillus thuringiensis (Bt-

Bn1l) bakterisi igin ise Bacillus thuringiensis subsp. canadensis HD30 bakterisi secildi.
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3.2. Hedef Bakterilerin Bakteriyosin Uretim Zamani

Bakteriyosin iiretiminin bakterinin gelisim basamaklarindan hangisine rastladigini
aydinlatmak amaciyla tasarlanan bu g¢alismada, kuyu diflizyon yontemi ile inhibisyon
aktivitesinin belirlenmesi ve 600 nm dalga boyunda yapilan spektrometrik olgtimler ile
bakteri yogunlugunun belirlenmesi sonucunda, Bt-Bnl bakterisi tarafindan {iretilen
antibakteriyal madde iiretiminin, dolayisiyla aktivitesinin; bakterinin logaritmik biiyiime
fazinin basinda bakteri biiyiimesine paralel olarak arttigi ve logaritmik fazin ortalarinda
maksimum seviyeye ulastigi belirlendi. Duragan fazin ortalarina kadar sabitlesen
antibakteriyal aktivitede duragan fazin sonlarina dogru bir diisiis gozlendi (Sekil 12A).

Bt-Bnl bakterisi gibi Sm-Mm3 bakterisi tarafindan tiiretilen antibakteriyal madde
iiretiminin de yine bakterinin logaritmik gelisme fazinin basinda bakteri biiylimesine
paralel olarak arttig1 ve logaritmik fazin ortalarinda maksimum seviyeye ulastigi belirlendi.
Duragan fazin ortalarina kadar sabitlesen antibakteriyal aktivitede duragan fazin sonlarina

dogru ani, hizli bir diisiis gozlendi (Sekil 12B).

Bt-Enl
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Sekil 12. Bakteriyosinlerin tretim zamani. A. Bt-Bnl, B. Sm-Mm3
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3.3. Ortam Kosullarimin Hedef Bakteriyosinlerin Uretimleri Uzerine Etkisi

Bu ¢aligsmada bakteriyosin iiretiminin en iyi oldugu ortam kosullarinin belirlenmesi
amaclandi. Ortam kosullarinin bakteriyosin iiretimi iizerinde dogrudan etkisi oldugu
bilinmektedir (Kamoun vd., 2009). Bakteriyosinin maksimum sekilde iiretildigi optimum
kosullarin belirlenmesi, karakterizasyonu ve saflagtirllmasi ic¢in biiyiikk 6nem arz
etmektedir. Bu amag¢ dogrultusunda farkli inkiibasyon siiresi, besiortami, pH ve sicaklik
parametreleri degerlendirilerek Sm-Mm3 ve Bt-Bnl tarafindan iiretilen antibakteriyal

maddelerin maksimum seviyede iiretildigi optimum kosullar belirlendi.

3.3.1. Besiyeri ve Sirenin Bakteriyosin Uretimi Uzerine Etkisi

Bakteriyosin {iiretiminin en iyl oldugu besiortamimin tercih edilmesi amaciyla
BHIB, NB, LBB, MHB ve TSB olmak {izere bes farkli besiyeri kullanildi. Ayrica zamanin
optimizasyonu igin de 24, 48 ve 72 saat olmak lizere ii¢ farkli zaman araliginda aktivite
tayini yapildi. Belirlenen parametreler kullanilarak yiiriitiilen ¢alisma sonucunda aktivite
hesaplamasi yaninda bakteri yogunlugunun belirlenmesi i¢in 600 nm’de absorbans
Olctimleri yapildi. Boylece bakteri yogunlugu ile bakteriyosin iiretimi arasindaki iligki
belirlendi.

Bu calismanin sonucunda, Bt-Bnl bakterisi tarafindan tretilen aktif molekiiliin
MHB ortaminda 24 ve 48 saat inkiibasyon siiresi sonunda en iyi sekilde tiretildigi tespit
edildi (Tablo 14). Ozellikle uzun siiren saflastirma asamalarinda aktif siipernatantin en
erken sekilde elde edilmesi gerekmektedir. Bu sebebledir ki optimum inkiibasyon siiresi
olarak ayni aktiviteyi veren 48 saat inkiibasyon siiresi yerine 24 saat inkiibasyon siiresi

tercih edildi.

Tablo 14. Bt-Bnl bakterisinin farkli besiyerlerinde biiyiimesi ve bakteriyosin tiretimi

Inkiibasyon 24 saat* 48 saat™ 72 saat

Besiyerleri Aktivite ODgpo Aktivite ODgpo Aktivite ODgpo
BHIB 40 2,845 30 2,593 30 2,703
NB 100 1,302 120 1,667 60 0,745
LBB 10 1,396 10 1,414 10 1,502
TSB 30 1,658 30 1,718 30 1,349
MHB* 120 1,512 120 1,892 100 2,087

*; optimum ortam kosullar1
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Sm-Mm3 tarafindan tiretilen aktif molekiiliin ise en iyi liretildigi ortam olarak LBB
goOzlenirken, inklbasyon suresi 72 saat olarak belirlendi (Tablo 15). Secilen ortam ve
inkiibasyon siiresi digerleri ile kiyaslanacak olursa aktivitenin ve bakteri yogunlugunun

digerlerinden oldukga farkli oldugu agik¢a gozlendi.

Tablo 15. Sm-Mm3 bakterisinin farkli besiyerlerinde bityimesi ve bakteriyosin uretimi

Inkiibasyon 24 saat 48 saat 72 saat*

Besiortamlan Aktivite ODgpo Aktivite ODgpo Aktivite ODggo
BHIB 240 2,965 430 3,874 1600 4,408
NB 330 1,483 400 2,634 640 3,223
LBB* 1000 2,246 1200 4,349 1600 4,520
TSB 320 2,362 430 3,507 960 4,094
MHB 320 1,747 960 2,953 1600 3,567

*; optimum ortam kosullari

Bu c¢alismanin sonucunda, her zaman bakteri yogunluguna paralel bir bakteriyosin
tiretiminin s6z konusu olmadig1 ve besiyeri igeriginin, iiretilen molekiiliin aktivitesine ya

da bakteri tarafindan iiretilmesine dogrudan bir katkis1 oldugu ortaya ¢ikarildi.

3.3.2. Sicakhigin Bakteriyosin Uretimi Uzerine Etkisi

Bakteriyosin {iretiminin en iyi oldugu sicakligin tespit edilmesi amaciyla 25, 30, 35,
37, 40 ve 45°C olmak iizere alt1 farkli sicaklik denemesi yapildi. Caligmanin sonucu,
bakteri yogunlugunun 600 nm’de Olgiilerek tespiti, tiretilen aktif molekiiliin aktivitesi ve
son pH degerleri kullanilarak degerlendirildi.

Yapilan bu c¢aisma sonucunda, Bt-Bnl bakterisinin 45°C’de az da olsa
biiyiiyebildigi ancak aktif molekiil iiretemedigi gosterildi. Diger sicakliklarda da bakteri
yogunlugu yiiksek olmasina ragmen tiretilen molekiiliin aktivitesinde sicaklikla ters orantilt
olarak bir diisiis gerceklesdigi gozlendi. Calismanin sonucunda, Bt-Bnl bakterisi
tarafindan iiretilen aktif molekiiliin 25°C’de en iyi sekilde tiretildigi belirlendi (Sekil 13 ve
Tablo 16).
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Tablo 16. Bt-Bnl bakterisinin farkli sicakliklarda biiyiimesi ve
bakteriyosin tretimi

Sicakhik (°C)  Aktivite ODso Son pH
25* 400 4,167 6,64
30 80 2,900 6,52
35 80 1,623 6,30
37 60 2,317 6,50
40 40 1,654 6,41
45 - 1,039 5,98

*; optimum sicaklik derecesi

Bt-Bnl

450 q - 45

400 % 1 g
. 350 T 35
= 300 +3 %
= 250 A T25 &
2z 200 + 2 B
" H
2 150 T15 =
£ 100 1 =
= =)
Z 50 TO5 £

0 . . . . . . . . ; 0
25 27 29 31 33 38 a7 39 41 43 45
Sicakhk (C)
—— Altivite Absotbans

Sekil 13. Bt-Bnl bakterisinin farkli sicakliklarda biiylimesi ve bakteriyosin dretimi

Sm-Mm3 bakterisi 37 ve 40°C’de buyiyebilmesine ragmen bu sicakliklarda aktif
molekiil tiretebilme kapasitesini kaybettigi belirlendi. 45°C’de ise bakteri blylmesinin
tamamen durdugu ve dolayisiyla aktif molekdl Gretiminin de durdugu belirlendi. Bu
calisma sonrasinda, Sm-Mm3 bakterisi tarafindan iiretilen aktif molekiiliin 25°C’de en iyi
sekilde tretildigi belirlendi. Artan sicaklik degerlerinde aktif molekul Gretimi her ne kadar

devam etsede iiretilen molekiillerin aktivitesinde diisiisler kaydedildi (Sekil 14 ve Tablo
17).
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Tablo 17. Sm-Mm3 bakterisinin farkli sicakliklarda biiylimesi ve
bakteriyosin tretimi

Sicaklik (°C)  Aktivite ODgoo Son pH
25* 6400 4,861 7,26
30 2880 3,795 7,12
35 20 7,468 7,68
37 - 6,945 7,84
40 - 1.552 6,61
45 - - 7,01

*; optimum sicaklik derecesi

Sm-Mm3
7000 - T 8.000
8000 T 7000
£ + 5000 E
= 4000 - g
z 1000 T 4000 §
2 1 - 3000 8
£ 20007 t2000 g
< 1000 + + 1000 %
0 . o o - 0.000
25 30 35 40 45
Sicaklik( °C)
= Altivite Abszorbans

Sekil 14. Sm-Mm3 bakterisinin farkli sicakliklarda biiyiimesi ve bakteriyosin
uretimi

3.3.3. pH’n Bakteriyosin Uretimi Uzerine Etkisi

Bu calismada bakteriyosinlerin en iyi iretildigi pH araligmin belirlenmesi
amaclandi. Bu amacla besiortamlariin pH degerleri 3, 5, 7, 9 ve 11 olacak sekilde
ayarlandi. Calismanin sonucunda aktivite, absorbans ve son pH 0l¢iilerek her iki bakteri
icin de optimum pH degeri belirlendi.

Bt-Bn1 bakterisi tarafindan iiretilen molekiil i¢in optimum pH araliginin 7-9 oldugu
ve bu aralikta molekiiliin 640 AU/mL aktiviteye sahip oldugu belirlendi. pH 5’de 160
AU/mL aktiviteye sahip molekiil tretildigi ve pH 3 ile pH 11 degerlerinde bakteri
blyumesinin olmadigi buna bagli olarak da molekil aktivitesinin olmadigi gosterildi.
(Tablo 18 ve Sekil 15).
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Tablo 18. Bt-Bnl bakterisinin farkli pH’larda biiyiimesi ve bakteriyosin

dretimi
pH Aktivite ODeoo Son pH
3 - - 2,87
5 160 5,095 6,20
7 640 7,040 6,90
o* 640 4,614 7,44
11 - - 9,90
Kontrol 640 5,835 6,87
*; optimum pH
Bt-Bnl
700 - - 8.000

-+ 7.000
-+ 6.000
-+ 5000
T 4.000
T 3.000
-+ 2.000
+ 1000
0.000

600 -
500 -
400 -
300 -
200 -

Alktivite (AU/mL)

100 -

(002 O) SUCQI0S T

pH
—+— AKTIVITE —=— ABSORBANS

Sekil 15. Bt-Bnl bakterisinin farkli pH’larda biiylimesi ve bakteriyosin iiretimi

Bu c¢alismanin sonucunda, Sm-Mm3 bakterisi tarafindan tiretilen molekiil i¢in
optimum pH araliginin ise 5-9 oldugu ve bu pH araliginda molekiiliin 640 AU/mL
aktiviteye sahip oldugu bulundu. pH 3 ve 11 degerlerinde bakteri biiyliimesinin olmadigi

ve buna bagl olarak da molekdl aktivitesinin olmadigi gézlendi (Tablo 19 ve Sekil 16).
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Tablo 19. Sm-Mma3 bakterisinin farkli pH’larda biiyiimesi ve
bakteriyosin tretimi

pH Aktivite ODeoo Son pH
3 - - 2,86
5* 640 5,284 6,92
7* 640 5,699 7,24
9* 640 6,664 7,88
11 - - 9,90
Kontrol 640 6,228 7,53

*; optimum pH

Sm-IIm3
700 - — 7.000
600 1 16000
Ty &
g 500 | T+ 5000 3
LDG 400 - 14000 2
e 4
£ 300 4 z000 =
[ Q
B S
£ 200 12000 &
het =}
100 - + 1000 =
0 . . . . . 0.000
3 5 7 9 1 K
pH
—+— KTIVITE —8— ABSORBANS

Sekil 16. Sm-Mm3 bakterisinin farkli pH’larda biiyiimesi ve bakteriyosin liretimi

3.4. Ortam Kosullarimin Hedef Bakteriyosinlerin Aktiviteleri Uzerine EtkKisi

Hedef bakteriyosinlerin, 1s1, pH kararliliklari, ¢esitli kimyasallarin ve enzimlerin
aktivite Uzerine etkileri arastirilarak fizikokimyasal karakterizasyonlar1 yapildi. Bu
calismalar, hem inhibitér maddelerin yapisin1 aydinlatmakta hem de Gzerinde calisilan
bakteriyosinin dahil oldugu simif hakkinda bilgi vermektedir. Bunlarin yanisira elde edilen
molekiillerin hangi alanlarda kullanilabilecegi konusunda da yine buradan elde edilecek

sonuclardan biiyiik 6l¢iide faydalanilmaktadir.
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3.4.1. Sicakligin Bakteriyosin Aktivitesi Uzerine Etkisi

Bu c¢alismada sicakligin bakteriyosin aktivitesine olan etkisinin belirlenmesi
amaclandi. Bu amac¢ dogrultusunda aktif bakteri siipernatant1 farkli zaman araliklarinda
farkli sicaklik derecelerine maruz birakildi.

Bt-Bn1 bakterisi tarafindan iiretilen bakteriyosinin 50°C’de 30 dakika ve altindaki
sicakliklarda aktivitesini korudugu gosterildi. Daha yiiksek sicakliklarda ise aktivitesini
tamamen kaybettigi bulundu (Tablo 20 ve Sekil 17A).

Sm-Mm3 bakterisi tarafindan iretilen aktif molekiiliin ise sicakliga oldukca
dayanikli oldugu belirlendi. 100°C’de 90 dakika siiresince inkiibe edildiginde bile
aktivitesinin yalnizca %50’sini kaybettigi, sadece otoklavlandiginda aktivitesini tamamen
kaybettigi yapilan ¢aligmalarla tespit edildi (Tablo 20 ve Sekil 17B). Yiiksek sicakliklarda

kararlilik molekiile {istiin bir nitelik kazandirarak kullanim imkanlarini arttirmaktadir.

Tablo 20. Sicakligin hedef bakteriyosinler izerine etkisi

Sicaklik Zaman Kalan Aktivite (%0)
(°C) (dk) Bt-Bnl Sm-Mm3
30 30 100 100
60 100 100
90 100 100
50 30 100 100
60 88 100
90 75 100
70 30 50 100
60 14 100
90 0 100
90 30 0 100
60 0 80
90 0 75
100 30 0 70
60 0 65
90 0 50
121 20 0 0
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Bt-Bnl
120
- 100
9
E 80
z &
-
< 40
g
= 20
2
a
k1) 60 20 a0 &0 20 0 60 20 30 60 a0 30 60 o0 20
30°C s50°C T08C 90°C 100°¢ 121°¢
A Siire (Dakika)

Sm-Mm3

=
Fl07 -— = — = = = = = = = 8
2w S
= - —
£ 0 .
‘E‘ 50 ~

. .
= 0 !.
= 4w 3\
G A
VI

0 A

10 \

0 .

30 50 30 0 50 90 30 60 90 30 60 90 30 60 30 20
l_r_J | J | J |
T J
30°C oe°C 0eC opeC 100°C 121°C
B Siire (Dakika)

Sekil 17. Sicakligin hedef bakteriyosinler Gizerine etkisi. A. Bt-Bnl, B. Sm-Mm3

3.4.2. pH’nin Bakteriyosin Aktivitesi Uzerine Etkisi

Bu ¢alismanin sonucunda, Bt-Bn1 bakterisi tarafindan {iretilen bakteriyosinin, pH
6-8 araliginda aktivitesini tamamen korudugu, pH 5 ve 9’da aktivitesinin %50’sini
kaybettigi diger pH araliklarinda ise aktivitesinin biiylik bir kistmin1 kaybettigi belirlendi
(Tablo 21 ve Sekil 18A).

Sm-Mm3 bakterisi tarafindan {retilen aktif molekiiliin ise pH degisimlerine
oldukca dayanikli oldugu belirlendi. pH 5-9 aralifinda aktivitesinde hicbir degisim
gozlenmezken pH 10 ve 11 degerlerinde aktivitesinin %50°sini korudugu gozlendi. pH 2-4
araliginda ise aktivitesinin %25°ni korudugu belirlendi. Her ne kadar aktivitesinde
kayiplar olsa da Sm-Mm3 bakterisi tarafindan iiretilen bakteriyosin Bt-Bnl bakterisi
tarafindan {iretilen bakteriyosin ile kiyaslandiginda pH degisimlerine karsi oldukc¢a

dayanikli oldugu sdylenebilmektedir (Tablo 21 ve Sekil 18B).
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Tablo 21. pH’1n hedef bakteriyosinler Gizerine etkisi

pH Kalan Aktivite(%bo)
Bt-Bnl Sm-Mm3
2 3 25
3 6 25
4 25 25
5 50 100
6 100 100
7 100 100
8 100 100
9 50 100
10 3 50
11 3 50
Et-Bnl
700
5 600 -
< 50
a0
= 30 1
Z 20 1
210 A
4 0
2 3 4 5 6 7 § y IR [
A pH
Srm-Mm3
~ 1400
£ 1200 - ¢ ’ ¢
T 1000 -
L so0 -
F 60 -
S 400 |
% om -
l] T T T T T T hd
2 3 4 5 6 7 8 » w1
B pH

Sekil 18. pH’m hedef bakteriyosinler (izerine etkisi. A. Bt-Bnl, B. Sm-Mm3
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3.4.3. Enzim ve Organik Cozuculerin Bakteriyosin Aktivitesi Uzerine EtKisi

Bu calismada aktif molekiillerin protein dogasinda olup olmadigin1 anlamak
amaciyla enzim olarak Proteinaz K uygulamasi yapildi. Aktif bakteri slipernatantina
Proteinaz K uygulamasindan sonra Bt-Bnl tarafindan iiretilen antibakteriyal molekiiliin
aktivitesinin tamamen kayboldugu, Sm-Mm3 tarafindan iiretilen antibakteriyal molekiiliin
aktivitesinde ise bir degisim olmadig1 goriildii (Tablo 22).

Yine molekiillerin karakterizasyonlari ve siiflandirmalari i¢in uygulanan diger bir
metot ise organik ¢oziiciilerin antibakteriyal molekiillere karsi etkisinin belirlenmesidir.
Bu uygulamalarin sonucunda hem Bt-Bnl hem de Sm-Mm3 tarafindan iiretilen

antibakteriyal molekiiliin aktivitesinde bir degisim olmadig: belirlendi (Tablo 22).

Tablo 22. Enzim ve organik ¢ozlculerin hedef bakteriyosinler tizerine etkisi

Uygulamalar Kalan aktivite (%)
Bt-Bnl Sm-Mm3
Enzim
Proteinaz K 0 100
Organik Cozuculer (%10)
Aseton 100 100
Butanol 100 100
DMSO 100 100
H,O 100 100
Etanol 100 100
Metanol 100 100

3.5. Hedef Bakteriyosinlerin Etki Mekanizmasi

Bakteriyosinlerin indikator bakteriye karsi bakteriosidal veya bakteriostatik etkiye
sahip olup olmadigimi anlamak amaciyla tasarlanan bu calismada, Bt-Bnl tarafindan
tiretilen kismi saflagtirllmis antibakteriyal maddenin, indikatér bakteri Bacillus
thuringiensis subsp. canadensis HD30’un logaritmik gelisme fazindan Once belirli
miktarlarda 10 mL’lik kiiltiir ortamina eklenmesi, indikatdr bakterinin gelisimi iizerinde
uygulanan doza bagli olarak inhibisyona sebep oldu. Ortama 1000 puL ve 500 uL aktif
molekiil i¢erikli 6rnegin eklenmesi ile besiyerinde gdzlenen bakteri kaynakli bulanikligin 2

saat icerisinde yok oldugu gozlendi. 24 saat hatta bir hafta sonrasinda bile besiyerinin
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berrakliginin korundugu belirlendi ve 600 nm absorbans dl¢iimlerinde absorbansin sifira
yakin olmasi gdzlenen bu sonuglar1 destekledi. Ayni1 zamanda koloni olusturabilen canli
hiicre sayimi1 (CFU) ¢alismanin paralelinde yiirttildi. 1000 pL ve 500 pL aktif molekl
eklenen kilturlerden alinan 6rneklerde higbir sekilde koloni olusumu gézlenmedi. Diger
tarafta 100 pL aktif molekiil igerikli 6rnek eklenen kiiltiirin CFU sayiminda 8 saat
boyunca koloni olusumu gézlenmezken 24 saatin sonunda koloni sayisinda ani bir artig
gozlendi. 10 pL aktif molekiil igerikli 6rnegin eklenmesi ise tamamen yetersiz bir miktar
olarak degerlendirildi ve yogun koloni olusumu, bulanik kiiltiir ve yiiksek absorbans gibi
kontrolden farksiz sonuglar elde edildi (Tablo 23 ve Sekil 19). Bu sonuglar Bt-Bnl
bakterisi tarafindan iiretilen bakteriyosinin diisiik dozlarda bakteriyostatik, yuksek dozlarda
ise bakteriyolitik bir etkiye sahip oldugunu gosterdi. Bu c¢alismanin yanisira indikator
bakterinin logaritmik gelisme fazindan sonra aktif molekiiliin eklenmesi bakteriyosin

aktivitesinin diismesine ve sonuglarin degismesine sebep oldugu belirlendi.

Tablo 23. Bt-Bnl bakteriyosininin farkli konsantrasyonlarinin etki mekanizmasi

Sire Eklenen miktar (uL) / ODggo
(Saat) 0 10 100 500 1000
0 0,350 0,350 0,350 0,350 0,350
2 1,149 1,161 0,267 0,204 0,149
4 1,815 1,796 0,330 0,205 0,161
6 1,700 1,726 0,200 0,199 0,160
8 2,278 1,865 0,290 0,245 0,168
24 2,744 1,974 1,637 0,066 0,057
Bt-Bnl
: - B
é’ 159 s00pL
:::% 0.5 sy —O—KON:ROL
1] 2 4 e (saﬁaD g 24

Sekil 19. Bt-Bnl bakteriyosininin farkli konsantrasyonlarinin etki mekanizmasi
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Sm-Mm3 bakterisi tarafindan iiretilen aktif molekiiliin etki tarzini aydinlatmak
amaciyla indikator Bacillus thuringiensis subsp. thompsoni HD542 bakterisinin logaritmik
gelisim fazindan Once farkli konsantrasyonlarda kismi saflagtirilmis molekiil 10 mL’lik
kiltir ortamma eklendi. 2, 6 ve 8 saat inkibasyon siresi sonucunda tim
konsantrasyonlarda kiiltiiriin bakteri yogunlugunda bir azalma olmadig1 gozlendi. CFU
sayimlarinda koloni olusturan canli hiicrenin yogun bir sekilde oldugu tespit edildi. Ilging
bir sekilde 1000 pL kismi saflagtirilmis aktif molekiil eklenen kiiltiirdeki bakteri
yogunlugunda, diger 500 uL ve 100 puL gibi eklenen diisiik konsantrasyonlara oranla bir
artisin oldugu gozlendi. 24 saat inkiibasyondan sonra ise beklenen durum gergeklesti,
1000 pL ve 500 pL aktif molekiil igeren kiiltiir sivist berraklasti ve yapilan canli hiicre
sayiminda sadece iki koloni olusumu gozlendi. Digerlerinde 6zellikle 100 pL eklenen

kiiltiirde ise yogun bir koloni olusumu gozlendi (Tablo 24, Sekil 20).

Tablo 24. Sm-Mm3 bakteriyosininin farkli konsantrasyonlarinin etki mekanizmasi

Siire Eklenen miktar (uL)/ ODsgoo

(Saat) 0 10 100 500 1000
0 0,250 0,250 0,250 0,250 0,250
2 0,581 0,441 0,271 0,332 0,464
4 1,013 0,94 0,165 0,229 0,542
6 1,132 1,033 0,168 0,195 0,527
8 1,380 1,606 0,187 0,258 0,570
24 2,395 2,975 1,953 0,203 0,022

Sm-Mm 3

——10uL

—s—100pL
500uL
1000uL

—+—EKONTROL

Absorbans ODa00
5

53
SURE (Saat)

Sekil 20. Sm-Mm3 bakteriyosininin farkli konsantrasyonlarinin etki mekanizmasi
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Bu ¢alismanin sonucunda, Sm-Mm3 aktif molekiliniin yiksek konsantrasyonlarda
(1000 pL) indikator bakteri kiiltiir ortamina eklenmesi, inhibisyon etkisinin ancak belirli
bir siire sonra (24 saat) ortaya c¢ikmasia sebep oldugu belirlendi. Bu olay aktif
molekiillerin birbiriyle etkilesime girmesi sebebiyle indikatér bakteri membranina
tutunamamasi ve sonucunda etkinlik gosterememesi seklinde agiklanabildi. Sm-Mm3
bakterisi tarafindan {iiretilen aktif molekiiliin etki tarzinin diisiik dozajlarda kisa siireli
bakteriyostatik bir etkiye sahip oldugu, yiiksek dozajlarda ise uzun sireli bakteriyostatik
bir etkiye sahip oldugu belirlendi. Bakteriyolitik bir etki i¢in yiliksek ancak farkli sekilde

bir uygulama gerektigi diistintilmektedir.

3.6. Hedef Bakteriyosinlerin Saflastirilmasi

Aktif molekiillerin tanimlanabilmeleri i¢in saf bir sekilde elde edilmeleri
gerekmektedir.  Bu c¢alismada, antibakteriyal molekiillerin saflagtirilmasi amaciyla;
sirastyla bakteri kiiltlirlinden aktif silipernatantin elde edilmesi, 1s1l islem, asamali
amonyum sulfat ¢oktlirmesi, diyaliz, ultrafiltrasyon, jel filtrasyon kromotografisi ve ylksek
basingli sivi kromotografisi (HPLC) olmak iizere birbirini takip eden ¢ok asamali bir
saflagtirma yontemi kullanildi. Ancak molekiillerin birbirlerinden oldukga farkli olmasi
saflagtirllma asamalarinda da farkli sonuglarin elde edilmesine sebep oldu. Bacillus
thuringiensis  (Bt-Bnl) bakterisi tarafindan iretilen antibakteriyal —molekiiliin
saflagtirllmasinda basar1 kaydeden bir metodun Serratia marcescens (Sm-Mm3) bakterisi
tarafindan iiretilen antibakteriyal molekiiliin saflastirmasi i¢in uygun bir metod olmadig
yine tam tersi durumlarinda ortaya ciktig1 belirlendi (Sekil 21 ve 22). En basarili sonucu
elde etmek amaciyla bir takim modifikasyonlar yapilarak ayni ¢alismalar iki molekdil i¢in
de kullanildi.

Sekil 21°de isaret edildigi gibi Bacillus thuringiensis (Bt-Bn1) bakterisi tarafindan
iiretilen antibakteriyal molekiiliin saflagtirilmasinda tercih edilen tiim basamaklarda basar1
kaydedildi. Molekiil bagar1 ile birbirini izleyen asamalar sonucunda saf olarak elde edildi.
Her asamada kuyu diflizyon metodu ile aktivite tayini yapilirken bradford yontemi ile de

protein miktar tayini belirlenerek spesifik aktivite ve saflastirilma katsayis1 hesaplandi.



61

24 Saat Inkiibasyon Sonras1 Aktif Kiiltiir Siipernatant Eldesi +)
Isil islem (+)
P. M. T.<}: ﬂ §> AT,
Asamali Amonyum Siilfat Coktiirmesi (+)
P. M. T.<; ﬂ :> AT.
Diyaliz ve Ultrafiltrasyon (+)
P. M. TDH < AT.
Jel Kromotografisi (+)
P. M. T>ﬂ < AT.
Yiiksek Basingli S1ivi Kromotografisi (HPLC) (+)

Sekil 21.  Bt-Bnl bakteriyosininin saflastirma stratejisi. A.T.; Aktivite
Tayini, P.M.T.; Protein Miktar Tayini, (+); ¢alismanin
sonucunun basarili oldugunu gostermektedir.

Serratia marcescens (Sm-Mm3) bakterisi tarafindan iretilen antibakteriyal
molekiiliin saflastirmas1 igin ise yine Bt-Bnl molekiliinde takip edilen yéntemler
uygulandi. Ancak Sekil 22’de goriildiigii gibi basarili bir amonyum siilfat ¢oktlirmesi
sonrasinda yapilan diyaliz ve ultrafiltrasyon asamasinda basar1 kaydedilemedi. Amonyum
stilfat ¢oktlirmesi sonrasinda yapilan jel filtrasyon kromotografisi ¢aligmasi sonrasinda
aktif molekiil basarili bir sekilde elde edildi ancak aktivitesinde biiyiik kayiplar meydana
geldi. Son olarak dogrudan amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonrasi yapilan HPLC ile molekiil
basarili bir sekilde saflagtirilarak elde edildi. Her asamada kuyu diflizyon metodu ile
aktivite tayini yapildi ancak aktif siipernatant ve amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucunda
elde edilen 6rnekler disinda, bradford yontemi ile protein miktar tayini belirlenemedigi igin

spesifik aktivite ve saflagtirilma katsayisi hesaplanamadi.
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72 Saat Inkiibasyon Sonras1 Aktif Kiiltiir Siipernatant Eldesi (+)
Isil islem (+)
P.M. T.4> ﬂ < AT.
Asamali Amonyum Siilfat Coktiirmesi +)
P.M.T. <: < AT. \
Diyaliz ve Ultrafiltrasyon Jel Filtrasyon Kromotografisi HPLC
Kuyu Diflizyon Kuyu Difilizyon Kuyu Diflizyon
Yontemi ile Aktivite Yontemi ile Aktivite Yontemi ile Aktivite
Testi Testi Testi
Q) () (+) (+)

Sekil 22. Sm-Mm3 bakteriyosininin saflagtirma stratejisi. A.T.; Aktivite Tayini, P.M.T.;
Protein Miktar Tayini,(+); ¢alismanin sonucunun basarili oldugunu, (-);
¢alismanin sonucunun basarisiz oldugunu, (+) (-); calismanin hem bagarili hem
de basarisiz sonuglar igerdigini gostermektedir.

3.6.1. Aktif Kiiltiir Siipernatantinin Eldesi

Bacillus thuringiensis (Bt-Bnl) ve Serratia marcescens (Sm-Mm3) bakterileri
tarafindan iretilen molekiillerin siipernatanttan elde edilmesi amaciyla Onceki
optimizasyon caligmalart ile belirlenen optimum kosullar kullanilarak bakteriler kalttr
edildi. Bakterilerin 6ncelikle gece kiiltiirii yapildi ve ardindan bu kiiltiirden %1 oraninda,
Bt-Bnl bakterisi, pH’sinda herhangi bir degisim yapilmaksizin 450 mL MHB sivi
besiyerine inokiile edildi ve kiltir 25°C’de 24 saat siresince inkiibe edildi. Sm-Mm3
bakterisi, yine pH’sinda herhangi bir degisim yapilmaksizin 450 mL LBB siv1 besiyerine
inokile edildi. Kultiir 25°C’de 72 saat siiresince inkiibe edildi. Sonrasinda 13000 rpm’de
15 dakika santrifiij yapildi ve siipernatant 0,45 um gdézenekli membrandan siiziildiikten

sonra bir sonraki asamaya gecildi ya da 6rnek +4 °C’de muhafaza edildi.
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3.6.2. Isil islem Uygulanmasi

Aktif siipernatant, fizikokimyasal karakterizasyon c¢aligmalar1 ile 6nceden
belirlenen Bacillus thuringiensis (Bt-Bnl) ve Serratia marcescens (Sm-Mm3) bakterileri
tarafindan iretilen molekiillerin aktivitesini kaybetmedigi sicaklik derecelerine maruz
birakildi. Bt-Bnl bakteri siipernatanti, 50°C’de 30 dakika, Sm-Mm3 bakteri siipernatanti
100°C’de 30 dakika stiresince inkiibe edildi. Ardindan santrifiij yapilarak bu derecelere
dayanamayan (denatiire olan) proteinler ortamdan uzaklastirildi. Elde edilen érneklerin 15
mL’si kuyu difuizyon metodu ile aktivite tayini ve bradfort yontemi ile protein miktar
tayini yapildi. Bt-Bnl bakterisi tarafindan iiretilen molekiiliin aktivitesinin 160 AU/mL ve
spesifik aktivitesinin 627,5 AU/mg oldugu tespit edildi (Tablo 25). Sm-Mm3 bakterisi
tarafindan iiretilen molekiiliin aktivitesinin ise yine 160 AU/mL ve spesifik aktivitesinin
241,1 AU/mg oldugu tespit edildi (Tablo 26). Spesifik aktivite; aktivitenin protein

miktarina boliinmesi ile bulundu.

3.6.3. Amonyum Sulfat Coktirmesi

Bir derece saflastirmak ve Ozellikle konsantre etmek amaciyla tasarlanan bu
calisma igin, 1s1l islem sonrasi elde edilen 450 mL aktif bakteri siipernatanti icerisine %50
doygunluk igin 140,85 g ve sonrasinda %85 doygunluk i¢in 115,2 g kati amonyum siilfat
yavasca eklendi. Ilk doygunluk i¢in gerekli amonyum siilfatin tamamimin eklenmesinden
sonra karistirilmak suretiyle bir gece +4°C’de bekletildi ve ertesi giin santrifiij yapildi.
Santrifiij sonrasi, dibe ¢oken pellet steril 25 mL dH,O kullanilarak ¢6ziildii ve ardindan
0,45 um gozenekli membran filtreden gegirildi. Aymi islemler diger doygunluk icin
tekrarlandi. Bt-Bnl bakterisi tarafindan {iiretilen molekiiliin, %50 ve %85 doygunluk
sonrasi elde edilen orneklerin kuyu diflizyon metodu ile aktivitelerinin sirasiyla 2560
AU/mL ve 640 AU/mL, spesifik aktivitelerinin ise 3575,3 AU/mg ve 705,6 AU/mg oldugu
belirlendi.  Inhibisyon zonlar1 higbir isleme maruz birakilmamis aktif siipernatantin
(kontrol) aktivitesi 160 AU/mL ve spesifik aktivitesi ise 627,5 AU/mg olarak hesaplandi
ve digerleri ile kiyaslanarak sonuglar degerlendirildi (Tablo 25 ve Sekil 23A).
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Calismanin sonucunda, Bacillus thuringiensis (Bt-Bn1) bakterisi tarafindan iiretilen
molekiil %50 doygunlukta amonyum siilfat ¢oktlirmesi sonucu yiiksek aktivite ile basarilt
bir sekilde elde edildi. Sonraki saflastirma asamalarinda kullanilmak iizere +4°C’de

muhafaza edildi.

Tablo 25. Bt-Bnl bakteri kiiltiir siipernatinin (NH4),SO4 ¢Oktlirmesi

(NH4)2S0O, Aktivite Protein Miktari Spesifik Aktivite
Doygunluk Oranlari (AU/mL) (mg/mL) (AU/mg)
%50 pellet* 2560 0,716 3575,3

%85 pellet 640 0,907 705,60

%85 Supernatant 0 0,096 0
Kontrol 160 0,255 627,50

*; basarili amonyum siilfat doygunluk oranm

Tablo 26. Sm-Mm3 bakteri kiiltiir stipernatantinin (NH4)»SO,4 ¢oktirmesi

(NH4)2SO, Aktivite Protein Miktar1  Spesifik Aktivite
Doygunluk Oranlari (AU/mL) (mg/mL) (AU/mg)
%50 pellet* 2560 0,5230 48948
%85 pellet 640 0,6797 941,60
%85 Slpernatant 0 - -
Kontrol 160 0,6636 241,10

*; basarili amonyum siilfat doygunluk oram

Sm-Mm3 bakterisi tarafindan iiretilen molekiiliin, iki doygunluk sonras1 elde edilen
orneklerin kuyu diflizyon metodu ile aktivitelerinin sirastyla 2560 AU/mL ve 640 AU/mL,
spesifik aktivitelerinin ise 4894.8 AU/mg ve 941,6 AU/mg oldugu belirlendi. Inhibisyon
zonlart higbir isleme maruz birakilmamis aktif siipernatantin (kontrol) aktivitesi
160 AU/mL ve spesifik aktivitesi 241.1 AU/mg olarak hesaplandi ve digerleri ile
kiyaslanarak sonuglar degerlendirildi (Tablo 26 ve Sekil 23B). Calismanin sonucunda,
Serratia marcescens (Sm-Mm3) bakterisi tarafindan tiretilen molekiil %50 doygunlukta
amonyum siilfat ¢coktlirmesi sonucu yiiksek aktivite ile basarili bir sekilde elde edildi.

Sonraki saflastirma asamalarinda kullanilmak {izere +4°C’de muhafaza edildi.
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Sekil 23.  Amonyum sulfat c¢oktirmesi ile elde edilen bakteriyosinlerin
aktivitesi. A; Bt-Bnl, B; Sm-Mm3, A.S.C.; Amonyum Silfat
Cokturmesi, dy; Doygunluk

3.6.4. Diyaliz ve Ultrafiltrasyon

Istenmeyen kii¢iik molekiillerin ve iyonlarin uzaklastirilmasi amaciyla bu
calismada, %50 doygunlukta amonyum sulfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen 6rnekler 3,5-5
kDa cut off degerine sahip diyaliz tiipleri igerisinde 16 saat boyunca dH,O’ya kars1 diyaliz
edildi.

Bu calismanin sonucunda Bt-Bnl bakterisi tarafindan {iretilen aktif molekiil,
yapilan aktivite testi ile aktivitesini kaybetmeksizin elde edilebildi (Sekil 24A). AU
cinsinden aktivite degeri ve protein miktar1 hesaplanarak, spesifik aktivitesi tespit edildi.
Ardindan numuneyi konsantre etmek amaciyla, ultrafiltrasyon islemi i¢in 6zel hazirlanan
5000 MW ozellikli falkon tiipii kullanildi. Falkonlara diyaliz sonrasi elde edilen 6rnekler
yuklenildi ve santrifiij edildi.  Sonrasinda yapilan aktivite testi ile aktivitesini
kaybetmeksizin molekiil basarili bir sekilde elde edilebildi. Aktivite, spesifik aktivite ve
saflastirma katsayilar1 hesaplandi (Tablo 29).

Basarili bir amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonrasi elde edilen Sm-Mm3 bakterisi
tarafindan iiretilen aktif molekiil ise diyaliz ve ardindan yapilan ultrafiltrasyon
islemlerindeki basarisizlik sebebi ile aktivitesinin hemen hemen tamamini kaybetti. Sekil
24B’de goriildiigii gibi ultrafiltrasyon ve diyaliz 6rneklerinde inhibisyon zonlarmin 5-6
saat gibi kisa bir siire inhibisyon zonunun olustugu ancak sonraki saatlerde zonun derhal
yok oldugu gozlendi. Bu sonug bize, diyaliz sonrasi 6rnegin az da olsa aktif molekiil

icerdigini ancak, Onceki calismalarda gosterildigi {izere, diisiik konsantrasyonlarda
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bakteriostatik etki sebebi ile inhibisyon aktivitesini kisa bir siire sonra kaybettigini
gosterdi. Burada diyaliz membran1 gézeneklerinin molekiiliin kiigiik olmasi sebebi ile
uygun olmadigi anlasildi.  Saflastirmanin bu asamast Sm-Mm3 icin basarisizlikla

sonuclandi.

Sekil 24. Kismi saflastirilan hedef bakteriyosinlerin inhibisyon aktivitesi.
A; Bt-Bnl, B; Sm-Mm3, A.S.C.; Amonyum Sulfat Cokttirmesi, dy;
Doygunluk

3.6.5. Jel Filtrasyon Kromatografisi

Bu ¢alismada, kolon dolgu maddesi olarak molekiillerin 6zellikleri dikkate alinarak
iki farkli dolgu maddesi kullanildi. Bt-Bnl bakterisi tarfindan iiretilen molekiiliin
saflastirilmast amaciyla Sephadex G-50, Sm-Mm3 bakterisi tarfindan {iretilen molekiiliin
saflagtirilmast amaciyla ise Sephadex G-10 kullanildi. Uygun prosediir ile hazirlanan
kolon steril dH,O ile yikanip kararli hale getirildi. Bt-Bnl igin konsantre diyalizattan
3 mL 6rnek kolona yiklenirken, Sm-Mm3 i¢in konsantre diyalizat 6rnegi olmadig1 i¢in
kolona basarili %50 doygunluktaki amonyum siilfat ¢oktiirme 6rneginin 3 mL’si yuklendi.
dH,0 kullanilarak akis hizi1 30 mL/saat olacak sekilde akis baslatildi ve kolondan ¢ikan
ornekler, eppendorf tiiplerine 1,5 mL hacminde toplandi. Fraksiyon toplanmasina 280
nm’deki absorbansi sifirlanana kadar devam edildi. Ardindan toplanan bu fraksiyonlarin
280 nm absorbanslar1 kullanilarak kalitatif protein tayini ve ayn1 zamanda kuyu diflizyon
yontemi ile aktivite tayini yapildi. Aktivite ve 280 nm'deki absorbanlar1 dikkate alinarak

grafik olusturuldu ve aktif molekiiliin kolondan ¢iktig1 aralik belirlendi (Sekil 25A).
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Sekil 25. Bakteriyosinlerin jel filtrasyon kromotografi kromotogrami. A; Bt-Bnl,
B; Sm-Mm3

Bu calismanin sonucunda, Bt-Bnl bakterisi tarfindan iiretilen aktif molekiiliin
11-30 araligindaki fraksiyonlarda toplandigi tespit edildi (Sekil 25A). Ardindan bu
fraksiyonlar dort grupta toplanarak ultrafilrasyon igin kullanilan 6zel falkonlar tiipler
kullanilarak konsantre edildi. Dort konsantre kismi saflastirilmis 6rnegin, aktiviteleri ve
spesifik aktiviteleri belirlendi (Tablo 27). Elde edilen 6rneklerden konsantre C’nin hem
aktivitesinin oldukea yiiksek olmasi hem de yapilan SDS-PAGE c¢alismasi ile sekil 30°da
goriildiigli gibi safliginin  olduk¢a iyi oldugunun gozlenmesi sonucunda HPLC

calismasinda kullanilmak {izere +4°C’de muhafaza edildi.
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Sm-Mm3 bakterisi tarfindan iretilen molekilun ise 15-30 arasindaki fraksiyonlarda
elde edildigi belirlendi ancak aktivitenin oldukc¢a diisiik oldugu gozlendi (Sekil 25B). Bu
sebeple elde edilen 6rnekler sonraki saflastirma asamasina tasinmadi. Bu ¢alisma 6zellikle
tuz yogunlugunun ve kiiciik molekiillerin ortadan kaldirilmasi amaciyla diyalizin yerine
kullanilabilir alternatif bir metot olmasiyla istekleri karsilayan pozitif bir sonug verirken,
¢ikan orneklerin aktivitelerinin diisiik olmasi (< 160 AU/mL) istenmeyen, negatif bir sonug

dogurdu.

Tablo 27. Jel filtrasyon kromotografisi ile elde edilen Bt-Bn1 aktif fraksiyonlarinin
aktiviteleri

Konsantre Fraksiyon Aktivite  Protein Miktar1 Spesifik Aktivite

Ornek No (AU/mL) (Hg/mL) (AU/mL)
A 11-15 320 0,2784 1149,30
B 16-20 640 0,0543 11786,4
C* 21-25 1280 0,0650 19692,2
D 26-30 160 0,0340 4705,90

*: aktivitenin en iyi oldugu 6rnek

3.6.6. Yiiksek Basinch Sivi Kromotografisi

Yiiksek Basingli Sivi Kromotografisi (HPLC) ile Bt-Bnl bakterisi tarafindan
tiretilen aktif molekiiliin saflastiriimasinda kullanilan optimize dogrusal gradient sartlar
Tablo 28’de gosterildi. Bu ¢alismanin sonucunda, Bt-Bnl molekulinin bir ¢ok saflagtirma
asamasi ile basarili bir sekilde saflagtirilmasi sebebi ile fraksiyon toplayicida sadece oniki
fraksiyon elde edildi. HPLC sonrasinda elde edilen oniki fraksiyonun aktivitesine kuyu
difizyon metodu ile bakildi. Bunlar igerisinde 12. fraksiyonun aktif molekiilii igerdigi
belirlendi ve HPLC kromotograminda aktif pikin (aktif molekiiliin) 31.160 dakikada
kolondan ¢iktig1 belirlendi (Sekil 26). Saf bir sekilde elde edilen aktif molekiil belirlenen
aralikta 15 kez topland1 ve liyofilize edilerek konsantre edildi. Ardindan protein miktar1 ve
aktivitesi belirlenerek spesifik aktivite ve 6zellikle saflastirma katsayisi hesaplandi (Tablo
29).
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Tablo 28. Bt-Bnl bakteriyosininin saflagtirilmasi i¢in HPLC
optimize dogrusal gradient sartlar

Sure Cozicu A Cozicu B
0.00 95,0 5,00
5.00 95,0 5,00
12.00 65,0 35,0
15.00 65,0 35,0
32.00 30,0 70,0
36.00 30,0 70,0
40.00 5,00 95,0
45.00 5,00 95,0
50.00 95,0 5,00

Cozucu A; H,0 (%0,05 TFA igerikli ), Cozucu B; Asetonitril

MWDLA, Sig=260,
mAU 1
700
600

50 Aktif Molekl

400
300
200

100

o

. ,
F3.32 2786
E— 31.460

5 10 15 2 5 30 3 4 4 min

Sekil 26. Bt-Bnl bakteriyosininin HPLC kromotogrami. ( %); kuyu difuizyon yontemi
ile 31.460 dk toplanan fraksiyonun aktivitesi

Birbirini basart ile takip eden saflagtirma asamalarinin sonrasinda tiim basamaklari
igeren bir tablo olusturularak saflagtirma katsayisi hesaplandi. Sonug olarak Bacillus
thuringiensis (Bt-Bnl) bakterisi tarafindan tiretilen antibakteriyal molekiiliin 78 kat
saflastirilarak elde edildigi gosterildi (Tablo 29). Saflastirilan bu molekiiliin tanimlanmast
amaciyla TOF-MS ve goriintiilenmesi amaciyla da SDS-PAGE c¢alismasi yapild1 (Sekil 28
ve Sekil 30).
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Tablo 29. Bt-Bnl bakteriyosinin saflastirilma 6zeti

Hacim  Aktivite Protein  T.Protein T. Aktivite S. Aktivite Saf.

Ornek (mL) (AU/mL)  (mg/mL) (mg/mL) (AU/mg) (AU/mg) Katsayisi
Supernatant 450 160 0,2550 114,8 72000 627,5000 1
AS.C. 025 2560 0,7160 17,90 64000 3575,300 05,70
Diyaliz 020 1280 0,0997 1,900 25600 12838,40 20,45
Ultrafiltrasyon 005 2560 0,1956 0,900 12800 13087,80 20,86
JF.K 005 1280 0,0650 0,300 06400 19692,31 31,38
HPLC 0,30 1280 0,0260 0,030 00384 49230,80 78,46

Sm-Mm3 bakterisi tarafindan tiretilen aktif molekiiliin saflastirilmasinda kullanilan
HPLC optimize linear gradient sartlar1 Tablo 30’da gosterildi. Diger asamalardaki
basarisizliklar sebebi ile %50 amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen aktif molekiil
igerikli 6rnegin 100 pL’si, HPLC kolonuna enjekte edildi. Burada saflastirilan diger
molekiilde oldugu gibi sadece 12 fraksiyon degil, saflastirilmasinda yasanan aksilikler
sebebi ile optimizasyon g¢alismalar1 sirasinda, farkli caligmalarla 63, 40, 56, 25 gibi ¢ok
sayida fraksiyon elde edildi. Elde edilen tiim fraksiyonlarin aktivitesine kuyu difiizyon
metodu ile bakildi. Sartlarin optimize edildigi en son HPLC c¢alismasi sonucunda 25
fraksiyon elde edildi ve bunlar igerisinde 23. fraksiyonun aktif oldugu gosterildi (Sekil 27).
Bu caligmanin neticesinde aktif molekiiliin 34.059 dakikada kolondan ¢iktig1 belirlendi.
Bu caligma ile molekiiliin tanimlanabilmesi i¢in gerekli saf 6rnek basarili bir sekilde elde
edildi. Ancak saflagtirilan 6rnekte protein miktarin belirlenememesi sebebi ile Bt-Bnl

bakteriyosininde oldugu gibi saflastirilma tablosu olusturulamadi.

Tablo 30. Sm-Mm3 bakteriyosininin saflastirilmasi igin HPLC
optimize dogrusal gradient sartlari

Stire Coziici A Coziicii B
0.00 5,00 95,0
2.00 5,00 95,0
35.00 50,0 50,0
40.00 50,0 50,0
45.00 95,0 5,00
50.00 95,0 5,00
55.00 5,00 95,0

Cozlcl A; H,0 (%0,05 TFA igerikli ), Cozlcl B; Asetonitril
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Sekil 27. Sm-Mm3 bakteriyosininin HPLC kromotogrami. (% ); kuyu difiizyon yontemi
ile 34.059 dk toplanan fraksiyonun aktivitesi

3.7. Hedef Bakteriyosinlerin Tanimlanmasi

Molekiillerin kesin kiitlerinin belirlenerek tanimlanabilmesi amaciyla yapilan ugus
zamanli kiitle spektrometrisi sonucunda Bacillus thuringiensis (Bt-Bn1) tarafindan iiretilen
molekil i¢in iki farkli kromotogram elde edildi. Bunlardan ilki 1570 Da iki yukli
molekiilii (iyon) [M+2H]*? gosteren kromotogram (Sekil 28A), digeri 1047 Da ii¢ yiiklii
molekiilii (iyon) [M+3H]™® gosteren kromotogramdir (Sekil 28B). Ucus Zamanl Kiitle
Spektrometrisinde kiitlesinin belirlenmesi istenen molekiiliin 6zelligi dogrultusunda
sonuglar elde edilmekte ve bu sonuclar degerlendirilerek kesin kiitle hesaplanmaktadir. Bu
sistemde kullanilan elektron bombardimani karsisinda kii¢iik molekiiller kararli bir sekilde
tek iyon formunda karsimiza ¢ikarken Bt-Bnl tarafindan iiretilen molekll gibi buyuk
molekiiller yapilarini, tek iyon formunu, koruyamamakta ve belirli bolgelerinden kopmalar
meydana gelmektedir. Bunun sonucunda ortamda ¢oklu iyonlarin olusumu s6z konusu
olmaktadir. Ardindan bu iyonlardan yola ¢ikarak gercek kiitle hesabr manual ya da var
olan Agilent Mass Hunter programi yardimiyla yapilmaktadir. Bu bilgilerden yola ¢ikarak
HPLC ile saf bir sekilde elde edilen Bt-Bnl tarafindan iiretilen antibakteriyal molekilin
TOF-MS ile 3139.3951 Da biiyiikliigiinde oldugu belirlendi (Sekil 28C). Bu ¢alismanin
sonucunda negatif iyon modunda Sm-Mm3 bakterisi tarafindan Uretilen antibakteriyal
molekiiliin ise kiiclik olmasi sebebi ile 479 Da biyiikliigiinde oldugu TOF-MS
spektrumunda baskin tek bir pik ile belirlendi (Sekil 29).
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Sekil 28.  Bt-Bn1 bakteriyosininin TOF-MS spektrumu. A; iki yiklii iyon [M+2H]*
kromotogrami, B; U¢ yukli iyon [M+3H]* kromotogrami, C; Bt-Bnl
bakteriyosininin hesaplanan gercgek kutlesini gosteren TOF-MS spektrumu.
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Sekil 29. Sm-Mm3 bakteriyosininin TOF-MS spektrumu

3.8. Veri Tabam Analizi

Elde edilen kutle bilgileri evrensel METLIN (http://metlin.scripps.edu) ve
BACTIBASE (http://bactibase.pfba-lab-tun.org) veri tabanlar1 kullanilarak tarandi.

Bacillus thuringiensis (Bt-Bnl) tarafindan iiretilen molekiiliin Bactibase veri
tabaninda yapilan tarama sonucunda Thuricin H (Accession no BAC201) ile eslestigi
gOzlendi. Thuricin H, baldan izole edilen B. thuringiensis susu tarafindan iiretilen,
3,139 kDa biiyiikliigiinde, anti-Listerial aktiviteye sahip bir bakteriyosindir. Molekiil
kiitleleri yaninda B. thuringiensis (Bt-Bn1) tarafindan iiretilen molekiil ile bir ¢ok 6zellik
acisindan da benzer oldugu goriildii.

Bactibase veri tabaninda yapilan tarama sonucunda, Serratia marcescens (Sm-
Mm3) bakterisi tarafindan Uretilen antibakteriyal molekil ileherhangi bir molekl
eslesmesi gerceklesmedi. Metlin veri tabanmi kullanilarak molekiil biiyiikliigiine gore
yapilan analiz sonrasinda ise 29 farkli olasi molekiil yapist elde edildi. Bu molekdller
arasinda dogal olmayan sentetik bilesikler, bitkilerde antibakteriyal 6zelligi olmayan boyar
maddeler gibi olasilik dahilinde olmayan, sadece molekiil buyiklikleri benzer
molekiillerin oldugu belirlendi. Bu ihtimal dis1 molekiillerin haricinde, veriler igerisinde

12 olas1 molekiil yapisinin li¢ aminoasitten olusan peptitleri isaret ettigi gézlendi.


http://metlin.scripps.edu/metabo_search_alt2.php
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3.9. Saflastirilan Molekiillerin Belirlenmesi

3.9.1. SDS-PAGE ile Belirlenmesi

Saf olarak elde edilen aktif molekiillerin goriintiilenmesi amaciyla Laemmli (1970)
tarafindan Onerilen yontem dogrultusunda %15’lik Tris-Glisin  SDS-PAGE yapildi.
Marker ve uygun sekilde hazirlanan her saflastirma asamasinda elde edilen drnekler iki
tekrarli olacak sekilde polimerlesmis jel kuyularina yiiklendi ve yiriitiildii. Bu islem
bitiminde jel ikili tekrarlar dikkate alinarak diizgiin bir bicimde kuyu boyunca kesildi ve
her biri igerdikleri 6rnegin karigtirllmamasi amaciyla isaretlendi. Jelin kesilen drneklerin
tekrarini iceren kismi CBB-G250 ile hazirlanmis boyama ¢ozeltisi igerisine alindi. Protein
bantlar1 net bir sekilde goriinene kadar yaklasik 1 saat boyunca calkalanarak boyandi ve
ardindan boyanin fazlasi aritilarak beyaz 151k kaynagi altinda protein bantlar1 incelendi.
Diger tarafta dogrudan jelde aktivite ¢caligmalar yiiriitiildii ve aktif bantin yeri tespit edildi.

Yapilan ¢alisma sonrasinda Bacillus thuringiensis (Bt-Bnl) tarafindan iiretilen
molekiiliin saflagtirma asamalar1 sonucunda elde edilen bantlar degerlendirildiginde
beklenildigi gibi sonug verdigi gézlendi. 3.139 Da biiyiikliigiindeki molekilin en kiguk
10 kDa protein igerikli marker kullanildiginda, aktif bantlarin bulundugu noktanin
10 kDa’dan oldukca kiigiik oldugu gozlendi (Sekil 30A). En kiigiik 3,4 kDa biiyiikliiglinde
protein igerikli marker kullanildiginda ise aktif molekiiliin 3.4 kDa’dan daha kiigiik oldugu
gosterildi (Sekil 30C). Ancak molekiiliin ¢ok kiiciik ve seyreltik olmasi yogun bir bant
gorunimiinden ziyade silik bir bant seklinde gosterildi. Ozellikle HPLC saflastirmasinda
100 pL gibi kiiciik bir enjeksiyon hacmine sahip olmasi elde edilen molekiiliin
konsantrasyonunun diisiik olmasina sebep oldu. Konsantrasyonun arttirilmasi amaciyla
cok kez HPLC islemi tekrarlanarak aktif fraksiyonlar toplanarak birlestirildi ve ancak
molekil SDS-PAGE ile gorinar hale getirilebildi. Dogrudan aktivite testinde ise jelin
boyanan kisminda bant gorlinmese dahi aktif molekiiliin oldugu noktada inhibisyon zonu
net bir sekilde g6zlendi (Sekil 30B ve D). Amonyum sulfat ¢oktiirmesi sonucunda ve takip
eden diger calismalarda en yogun bantin yine Bacillus thuringiensis (Bt-Bnl) bakterisi
tarafindan Oretilen antibakteriyal molekiile ait oldugu dogrudan aktivite testi ile ortaya

cikarildi
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Sekil 30. Bt-Bnl bakteriyosininin SDS-PAGE ve jelde dogrudan aktivitesi. A;
1. Belirteg, 2. Aktif stipernatant, 3. %50 doygunlukta amonyum sulfat
coktirmesi, 4. Diyaliz, 5. Ultrafiltrasyon, 6. Jel filtrasyon
kromotografisi (konsantre C 6rnegi). B; Jel filtrasyon kromotografisi
orneginin (6 no’lu 6rnek) jelde dogrudan inhibisyon aktivitesi. C;1.
Belirteg, 2. %50 doygunlukta amonyum sulfat ¢oktirmesi, 3. HPLC
saflastirmasi. D. HPLC 6rneginin jelde dogrudan inhibisyon aktivitesi

Serratia marcescens (Sm-Mm3) bakterisi tarafindan Uretilen antibakteriyal
molekilun ise ¢ok kiigiik (479 Da) ve konsantrasyonunun ¢ok diisiikk olmasi sebebiyle jelde
net bir bant seklinde gosterilemedi. Ancak amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile elde edilen
ornegin jele yiiklenmesi ve yiiriitiilmesi sonucunda molekiiliin bulundugu aralik, dogrudan
aktivite testi ile olusan inhibisyon zonu sayesinde gosterilebildi (Sekil 31). Aktif
molekiiliin yiikleme boyasinin hemen iistiinde oldugu, yogun olarak gdzlenen bantin ise

altinda oldugu yapilan ¢alismalarla belirlendi.
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225KDA

Sekil 31.  Sm-Mm3 bakteriyosininin SDS-PAGE ve jelde dogrudan
aktivitesi. A; 1. Marker, 2. %50 doygunlukta amonyum
stilfat ¢oktiirmesi, B; bu 6rnegin jelde dogrudan inhibisyon
aktivitesi.

3.9.2. ince Tabaka Kromotografisi ile Belirlenmesi

Serratia marcescens (Sm-Mm3) bakterisi tarafindan Gretilen antibakteriyal
molekilun ¢ok kiigiik olmasi SDS-PAGE ile net bir sekilde goriintiilenmesine engel oldu.
Hem daha net goriintiilenmesini saglamak hem de farkli bir saflastirma metodunu
uygulamak amaciyla boyle bir ¢alisma planlandi. Oncelikle boylesi kiiciik kiitleye sahip
molekdllerin stipernatanttan ekstre edilebilecegi bilgisine dayanarak (EI-Naggar vd., 2001)
molekilun ekstre edilecegi en uygun ¢oziicii secildi. Kloroform, etanol ve metanol gibi
farkli ¢oziiciiler arasindan maksimum ekstraksiyonu saglayan kloroform tercih edildi.
Aktif supernatant/kloroform; 500 mL/100 mL oraninda ekstraksiyon yapildi ve sulu faz ile
organik faz birbirinden dikkatlice ayrildi. Ardindan kuyu diflizyon yontemi ile hem sulu
fazin hem de organik (¢dziicii) fazin aktivitesine bakildi. Oncesinde aktif oldugu
belirlenen sulu fazin tamamen aktivitesini kaybettigi organik fazin ise yiiksek bir aktiviteye
sahip oldugu gozlendi. Bu sonug bize aktif molekiiliin tamaminin ¢oziiciiye niifuz ettigini
gosterdi. Coziicli icerisindeki aktif molekiiliin konsantre edilmesi amaciyla, evaporator ile
¢oziicii uzaklastirildi ve elde edilen sar1 ¢okelek kloroform ile ¢oziilerek +4°C’de muhafaza
edildi. Sonrasinda elde edilen Ornek slikajel plakaya yiiklendi ve farkhi
konsantrasyonlardaki ¢oziicli igerisinde yiiriitiildii. Bu c¢oziiciilerin kullanimi farkl

stiriiklenme degerlerini (Ry) ortaya ¢ikardi. Kloroform ¢oziiciisii kullanildiginda R¢ degeri
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0,34, etanol kullanildiginda R+ degeri 0,53, etanol:kloroform (95:5) kullanildiginda ise Ry
degeri 0,68 olarak hesaplandi. Bunlar igerisinde en iyi sonucu veren Etanol:kloroform
karigimi tercih edildi (Sekil 32B).

Biyootogram ¢alismasi amaciyla, ince tabaka kromotografisinde 6rnek belirli bir
noktaya yayilarak c¢izgi seklinde yiiklendi ve tercih edilen ¢oziicli igerisinde yiiriitiildii.
Yiirlime sonrasinda plakanin bir kismi1 kesilerek yakildi, diger kismi ise biyootogram igin
agar igerikli petri lizerine yerlestirildi ve tizeri indikator bakteri icerikli yumusak agar ile
tamamen Ortildi. 16-18 saat inkibasyon siresi sonucunda yakilarak goriiniir hale gelen

molekiiliin bulundugu noktada inhibisyon zonu olustugu gozlendi (Sekil 32A).

Aktif
spot

Sekil 32.  Sm-Mm3 bakteriyosininin ince tabaka kromotografisi.
A; biyootogram, B; ince tabaka kromotografisi.

3.10. Bakteriyosinlerin Molekdiler Karakterizasyonu

Aktif molekilin ekspresyonundan sorumlu genlerin kromozomal ya da plazmit
kokenli olup olmadigini anlayabilmek amaciyla tasarlanan bu calismanin sonucunda,
Bacillus thuringiensis (Bt-Bn1) bakterisinin plazmit eliminasyon ¢aligmalar1 sonucunda da
aktif molekiilii iretebildigi gozlendi ve molekiiliin kromozomal kdkenli oldugu ortaya
cikarildi (Sekil 33A). Serratia marcescens (Sm-Mm3) bakterisi tarafindan (Uretilen
molekilin ifadesinde ise plazmitin sorumlu oldugu belirlendi. Plazmit eliminasyon
calismas1 sonucunda aktif molekulti Uretme kapasitesini kaybeden mutant Serratia
marcescens bakterileri elde edildi (Sekil 33B ve Sekil 34).
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Sekil 33.  Plazmit eliminasyonu sonucu Bt-Bnl ve Sm-Mm3 bakterilerinin agar
nokta ekim yontemi ile inhibisyon aktivitesi. A; 1, 2, 3, 4 ve 5, aktif
madde iiretme yetenegini kaybetmemis Bt-Bnl bakteri kolonilerini, B;
1, 2 ve 5, aktif madde liretme yetenegini kaybeden Sm-Mm3 bakteri
kolonileri, 3 ve 4, aktif madde iiretme yetenegini kaybetmeyen
Sm-Mm3 bakteri kolonilerini gostermektedir.

Sekil 34. Plazmit  eliminasyonu ~ sonucu  Sm-Mm3
bakterisinin kuyu difuzyon yontemi ile inhibisyon
aktivitesi. 1; plazmit eliminasyonu ile aktif madde
iiretme yetenegini kaybeden bakteri kiiltiir
siipernatant1, 2; plazmit eliminasyonu yapilyan
(kontrol) bakteri kiiltlir slipernatanti.
3 ve 4; plazmit eliminasyonu ile aktif madde
iretme  yetenegini  kaybetmeyen  kolonileri
goOstermektedir.
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3.11. Hedef Bakteriyosinlerin Baz1 Bitki Patojenleri Uzerine Etkisi

Saflastirilarak tanimlanan iki bakteri tarafindan iiretilen molekiillerin bitkilerde
hastalik etmeni bakterilere karsi inhibisyon aktiviteleri kuyu difiizyon yontemi ile test
edildi (Tablo 31). Bu c¢alisma yapilacak alan uygulamasi (in vivo) calismalarinin 6n

hazirlig1 olmasi agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir.

Tablo 31. Hedef bakteriyosinlerin bazi bitki patojeni bakteriler Uzerine etkisi

Bitki Patojeni izolatlar nhibisyon aktiviteleri

Bt-Bnl Sm-Mm3
Erwinia amylovora - +
Erwinia chrysantum - -
Erwinia sp. - -
Erwinia sp. - -

Micrococcus luteus - -
Micrococcus luteus - -
Paucimonas lemoignei + +
Pseudomonas putida - -
Pseudomonas putida - -
Pseudomonas savastanoi - -
Pseudomonas savastanoi - -
Pseudomonas savastanoi + -
Pseudomonas syringae - -
Pseudomonas syringae
Pseudomonas syringae
Pseudomonas syringae - -
Pseudomonas syringae

Xanthomonas axonopodis - -
Xanthomonas axonopodis - +
Xanthomonas axonopodis - -
Xanthomonas axonopodis - -
Xanthomonas axonopodis - -
Xanthomonas axonopodis - -
Xanthomonas axonopodis - -
(+);inhibisyon aktivitesi var, (-); inhibisyon aktivitesi yok.




4. TARTISMA

Bakteriyosinler, bakteriler tarafindan sentezlenen ve bu bakteriler ile ayni ortami
paylasan diger bakterilerin gelisimi lizerinde inhibisyon etkisi gostererek sentezlendigi
bakteriye avantaj saglayan protein yapili molekiillerdir. Bakteriyosinlerin insanliga ve
cevreye zararsiz bir molekiil olmasi bilim diinyasinda dikkatleri Gzerine ¢ekmistir. Bircok
farkli alanda problem olusturan patojen bakterilerin inhibisyonunda bakteriyosinlerin
kullanim1 yogun bir sekilde arastirilmaktadir. Ozellikle ¢oklu antibiyotik direncliligine
sahip patojenlerin dramatik bir sekilde artis1 ve birgok alanda bu direngli patojenlerle
yapilacak miicadelede ¢ikmazlarin yakin oldugu gilinlimiiz diinyasinda en 6nemli
alternatifler icerisinde degerlendirilen bakteriyosinlerin 6nemi daha da artmastir.

Bakteriyosinlerin kesfinden bu yana gec¢en uzun zaman slrecinde birbirinden farkli
ozelliklere sahip bircok yeni molekiil tanimlanmis ve her gecen giin hizla bu molekiillere
yenileri eklenmis olmasina ragmen bir¢ok bakteri grubu tarafindan iiretilen bakteriyosinler
hakkindaki bilgiler kisith kalmistir. Entomopatojenik bakterilerin bakteriyosin (retme
kapasitesi hakkinda literatlirdeki bilgilerin oldukc¢a sinirli olmasina ragmen ozellikle
entomopatojenik 6zellige sahip Bacillus thuringiensis bakterilerinin ¢ok iyi bakteriyosin
tireticisi olduklar1 bilinmektedir (Paik vd., 1997; Cherif vd., 2003). Dogadaki bir ¢ok farkli
habitatta hemen hemen tiim bakteriler tarafindan ekolojik rekabet maksadi ile iiretilen
bakteriyosinlerin entomopatojenik bakteriler tarafindan tiretilmesi beklenen bir durumdur.

Belirtilen bilgilerin 15181 altinda bu tez kapsaminda, giin gegtikge kullanim alanlart
genisleyen boylesi 6nemli bakteriyosin molekiillerine yenilerini eklemek ve biyolojik
miicadele alaninda kullanim potansiyellerini  belirlemek amaglandi. Bu amag
dogrultusunda, bu ¢alismada Coleoptera grubu findik zararlist boceklerden (6 farklr tiir)
izole edilen test bakterilerinin (37 bakteriyal izolat) bakteriyosin Gretme kapasitelerini
arastirmak amaciyla, literatirde 6n tarama ¢alismalari i¢inde en sik kullanilan ve dogrudan
tarama metodlarindan biri olan agar nokta ekim yontemi kullanild1 (Paik vd., 1997). Bu
yontemin uygulanmasi sonucunda, farkli indikatdr bakterilerin gelisimini inhibe etme
ozelligi gosteren yani bu yontem agisindan pozitif sonu¢ veren bes bakteri tespit edildi.
Bunlar; P. fluorescens (Pf-Xd1 ve Pf-Aa4), B. polymyxa (Bp-Ar2), B. thuringiensis (Bt-
Bnl) ve S. marcescens (Sm-Mm3) izolatlaridir. Segilen test ve indikator bakteriler dikkate

alindiginda, entomopatojen bakteriler arasinda bakteriyosin benzeri
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madde Uretim oraninin agar nokta ekim yontemine gore yaklasik %13,5 oldugu goriildii.
Barboza-Corona ve arkadaslar1 (2007) tarafindan yapilan benzer bir ¢alismada 50 farkl
Bacillus thuringiensis susu antibakteriyal aktivite agisindan agar nokta ekim yontemi ile
test edilmis ve bu bakteriler arasindan onbirinin bakteriyosin benzeri madde iiretme
yetenegine sahip oldugu belirlenmistir ve bakteriyosin iiretim oranin %22 oldugu
gorinmektedir. Yine farkli bir ¢alismada agar nokta ekim yontemi ile 20 farkli LAB
susundan alt1 izolatin bakteriyosin benzeri madde iiretme yetene8ine sahip oldugu
belirlenmistir (Mezaini vd., 2009). Bu ¢alisma sonrasinda elde edilen bakteriyosin liretim
oranin ise %30 oldugu goriilmektedir. Boylesi 6rneklerin sayisini arttirmak miimkiindiir.
Ancak sonuglar kendi aralarinda kiyaslandiginda, beklenildigi gibi bu oran laktik asit
bakterilerinde maksimum seviyelere ulasmaktadir. Ancak entomopatojenik bakterilerinde
diger bakteriler kadar olmasa da g6z ardi edilmeyecek bir oranda bakteriyosin ya da
benzeri madde liretme potansiyeline sahip oldugu bu ¢alismanin sonucunda goriilmektedir.

Ardindan indirekt tarama yontemleri igerisinde degerlendirilen kuyu difiizyon
yontemi ile secilen bes test bakterisinin siipernatantinda bakteriyosin varligi arandi ve
varlig1 tespit edilenlerin aktivite spektrumlari belirlendi (Padilla vd., 1996). Kuyu difiizyon
yonteminin uygulanmasi sonucunda, on tarama g¢alismasi ile pozitif sonug¢ veren P.
fluorescens (Pf-Xd1 ve Pf-Aa4) izolatlar1 tarafindan iiretilen molekiillerin bakteri kiiltiir
stipernatinda olmamasi, B. polymyxa (Bp-Ar2) tarafindan iiretilen molekiiliin bakteri
siipernatindan elde edilmesi ancak aktivitesinin diisiik ve aktivite spektrumunun dar olmasi
sebebi ile bir sonraki karakterizasyon asamalar i¢in tercih edilmediler. B. thuringiensis
(Bt-Bnl) ve S. marcescens (Sm-Mm3) bakterileri tarafindan tiretilen molekiillerin ise hem
bakteri siipernatindan elde edilebilmesi hem de kuyu diflizyon metodu ile genis aktivite
spektrumuna sahip olduklarinin belirlenmesi sebebi ile sonraki karakterizasyon ¢alismalari
icin Bacillus thuringiensis (Bt-Bnl) ve Serratia. marcescens (Sm-Mm3) izolatlar1 tercih
edildi.

Aktif molekilli karakterize edebilmek igin, bakteri kiltlr stpernatantinda
aktivitenin belirlenmesi mutlaka gerekmektedir, ¢linkii karakterizasyonun her asamasinda
hiicresiz kiiltiir siipernatantlar1 kullanilmaktadir. Pf-Aa4 ve Pf-Xd1 izolatlarinda oldugu
gibi, agar nokta ekim yontemi ile inhibisyon agisindan pozitif sonug¢ veren bakterilerin,
kuyu difiizyon yonteminde negatif sonu¢ vermesi literatiirde rastlanilan bir sonuctur. Bu

olay1 agiklayan birgok sebep One siirtilmiistiir. Ammor ve arkadaslarinin (2006) LAB ile
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yaptiklari bir caligmada, antibakteriyal aktivite agisindan taranan 87 bakterinin 21 tanesinin
hem agar ortaminda hem de bakterilerin kiiltiir siipernataninda pozitif sonug verdigi tespit
edilmistir. Geri kalan izolatlarin ise bakteri kiltir stipernatantalarinda antibakteriyal bir
etkiye rastlanamamustir. Arastirmacilar, bu durumla ilgili iki hipotez 6ne strmuslerdir.
Birinci hipoteze gore, bakteriyosin benzeri bilesik, N-terminal hidrofilik kisim ve C-
terminal hidrofobik kisim igeriyor olabilecegi ve bu hidrofobik kisimlar, filtrenin hidrofilik
bileseni tarafindan adsorblanmiyor olabilecegidir. Ikinci hipotez ise bakteriyosin benzeri
bilesigin Uretici hiicrenin membranina yapisik oldugu ve bu yizden, indikator bakteri ile
uretici bakteri temasta olamadig: surece inhibisyon gézlenmeyecegi seklindedir (Ammor
vd., 2006; Bagbiilbiil, 2009). Broth ortaminda inhibitor etkinin kaybolmasinin bir diger
nedenininde, gelisim sirasindaki protein inaktivasyonu olabilecegi bildirilmektedir
(Barefoot ve Klaenhammer, 1984; Lyon ve Glatz, 1991).

Bacillus thuringiensis (Bt-Bn1) tarafindan Uretilen antibakteriyal molekdl;

Kuyu difuzyon yontemi ile Bacillus thuringiensis (Bt-Bnl) tarafindan iiretilen
molekdlin, Listeria monocytogenes, farkli Bacillus thuringiensis suslari, Bacillus cereus
ve Bacillus weihenstephanensis gibi farkli tiir bakterilere karsi inhibitor aktivitesi oldugu
belirlendi. Bu antibakteriyal molekiiliin, ¢alismada kullanilan 65 indikator bakteri
icerisinden onikisine (%18) kars1 aktif oldugu belirlendi. Spektrumunun oldukg¢a dar
oldugu belirlenen bu molekiiliin 6nemini, Listeria monocytogenes ve Bacillus cereus gibi
patojen bakterilere kars1 inhibisyon aktivitesine sahip olmasi fazlasiyla arttirmaktadir.

Bugiine kadar yapilan c¢alismalarda, Bacillus thuringiensis’in farkli suslari
tarafindan dretilen Thuricin 439, Thuricin S, Thuricin H ve Thuricin 7 gibi
bakteriyosinlerin oldukg¢a farkli inhibisyon spektrumlarina sahip olduklar1 belirlenmistir.
Bunlar arasinda, Thuricin 439 gibi sadece B. cereus ve B. thuringiensis suslarina karsi
inhibisyon aktivitesi gosteren oldukca dar inhibisyon spektrumuna sahip bakteriyosinler
bulundugu gibi, Thuricin S gibi B. cereus, B. megaterium, B. t. subsp. darmastadiensis
10T, B. subtilis, Enterococcus cloacae, Lactobacillus acidophilus, L. lactis, L.
monocytogenes, Pediococcus acidilactici, Pseudomonas aeruginosa, P. fluorescens, P.
putida, P. stutzeri, Salmonella choleraesuis, S. enteritidis, S. newport, Shigella flexneri
gibi bakterilere karsi inhibisyon aktivitesi gOsterebilen genis spektruma sahip

bakteriyosinlerde bulunmaktadir (Ahern vd., 2003; Chehimi vd., 2007).
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Bu tez kapsaminda tanimlanan Bt-Bnl bakteriyosininin inhibisyon spektrumu
acisindan diger B. thuringiensis bakteriyosinleri karsilastirildiginda higbiri ile birebir
ortiismemekle birlikte Thuricin 439 ile kiyaslandiginda daha genis bir aktivite spektrumuna
sahip oldugu, Thuricin S ile karsilagtirildiginda ise daha dar bir spektruma sahip oldugu
sOylenebilmektedir. Yine inhibisyon aktivitesi gosterdigi diger indikatdr bakteriler ve
Ozellikle L. monotocytogenesis’e karsi aktif olmasi agisindan, aktivite spektrumunun
Ozellikle Thuricin H ve Thuricin 7’ye yiilksek oranda benzerlik gosterdigi
sOylenebilmektedir.  Dikkat edilecek diger bir hususta bu g¢alismalarda inhibisyon
spektrumu aydinlatilirken kullanilan indikatdr bakterilerin birbirlerinden oldukga farkli
olmasidir.

Bu ¢alismada, Bt-Bnl bakteriyosininin iiretimi ve dolayisiyla aktivitesi bakterinin
logaritmik gelisme fazinin basinda bakteri biiyiimesine paralel olarak arttig1 ve logaritmik
fazin ortalarinda maksimum aktiviteye ulastig1 tespit edildi. Duragan fazin ortalarina kadar
sabitlesen antibakteriyal aktivitede duragan fazin sonlarina dogru bir diisiis gozlendi. Elde
edilen sonug literatiirde yer alan diger Bacillus tiirleri ile yapilan birgok ¢alismanin
sonuglar ile uyumluluk gostermektedir. Cherif ve arkadaglar1 (2008) tarafindan yapilan
bir ¢alismada Bacillus thuringiensis subsp. entomocidus tarafindan iiretilen bakteriyosinin
bakterinin logaritmik gelisme fazinin basinda iiretilmeye basladigi, duragan fazin
baslarinda maksimum seviyeye ulastigi ve 50 saat boyunca sabit kaldig1 gosterilmistir.
Calisma daha sonraki saatlere tasinmamustir, tez kapsaminda yliriitiilen calismada oldugu
gibi bakterinin 50 saat sonraki gelisim saatlerinde, bakteriyosin aktivitesinde bir diislisiin
olacagi beklenilen bir durumdur. Bakteri gelisiminde ilerleyen sathalarinda bakteriyosin
aktivitesindeki diistislerin, proteazlarin degredasyonu sebebiyle oldugu bilinmektedir
(Kamoun vd., 2005). Yine tez kapsaminda yiiriitilen ¢alismada oldugu gibi, Thuricin
(Favret ve Yousten, 1989), Tochicin (Paik vd., 1997) ve Cerein (Naclerio vd., 1993) gibi
bakteriyosinlerinde logaritmik fazin basinda iiretilmeye bagladiklar1 duragan faz esnasinda
ise aktivitelerinin azaldigi belirlenmistir. Cherif ve arkadaslar1 (2001) tarafindan yapilan
bir diger ¢alismada ise Bacillus thuringiensis BMG1.7 tarafindan iiretilen bakteriyosinin,
bakterinin logaritmik gelisim fazinin baslarinda iiretilmedigi ancak bu fazin ortalarinda
tiretilmeye basladigt ve duragan fazin ortalarinda maksimum seviyeye ulastig
gozlenmistir. Elde ettikleri sonuglar ile Bacillus cereus (Bc7) tarafindan tiretilen Cerein 7
(Oscariz  vd., 1999) bakteriyosininin iiretilme kinetigi birebir  Ortiismektedir.

Bakteriyosinlerin, primer metabolit kinetigine sahip, sekonder metabolitler olduklar
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bilinmektedir (Muyst vd., 1996). Bilinen bu o&zellikleri sebebi ile bakteri gelisiminin
logaritmik fazinda bakteriyosinlerin iiretilmesi gerekmektedir. Caligmanin sonucunda elde
edilen veriler ve diger literatiir verileri bu bilgiyi destekleyici niteliktedir.

Bu calismanin sonucunda, Bt-Bnl bakteriyosininin, MHB ortaminda, pH 7-9
aralifinda, 25°C’de ve 24 saat inkiibasyon siiresi sonunda en iyi sekilde iiretildigi tespit
edildi. Benzer bir sekilde yapilan bir c¢alismada ise Bacillus thuringiensis subsp.
entomocidus tarafindan firetilen bakteriyosinin iiretiminin ve dolayisiyla aktivitesinin,
TSB, LBB, BHIB, NB, T3 besiortamlar1 kiyaslandiginda TSB ve LBB ortamlarinda daha
yiikksek oldugu belirlenmistir (Cherif vd., 2008). Ayrica tez kapsaminda yiiriitiillen bu
calismada bakteri gelisimi ve bakteriyosin iiretimi arasinda dogrusal bir iliskinin oldugu
gozlendi. Ancak gelisim icin gecerli optimum pH ve sicaklik degerlerinin maksimum
bakteriyosin Uretimi acisindan ayn: olmadigi durumlar da literatiirde mevcuttur (Parente
vd., 1994; Lejeune vd., 1998; Moretro vd., 2000).

Bt-Bnl bakteriyosini etki mekanizmast agisindan degerlendirildiginde, bu
molekilin indikatér Bacillus thuringiensis subsp. canadensis HD30’un logaritmik gelisme
fazindan once belirli miktarlarda ortama eklenmesi, indikator bakterinin gelisimi iizerinde
uygulanan doza bagimli olarak inhibisyona sebep oldu. Hem 600 nm’deki absorbans
degerleri hem de koloni olusturma yetenegine sahip canli hiicre sayimi sonrasinda, Bt-Bnl
bakteriyosinin diisiik dozlarda (100 pL) bakteriyostatik bir etkiye sahip oldugu yiiksek
dozlarda (500 pL ve 1000 pL) ise bakteriosidal etkiye sahip oldugu gosterildi. Literatlirde
benzer sonug¢ igerikli birgok c¢alisma bulunmaktadir. Yapilan bir ¢alismada, Bacillus
thrungiensis NEB17 bakterisi tarafindan iiretilen bakteriyosinin etki tarzinin belirlenmesi
amaciyla indikator bakteri olarak B. cereus kullanildiginda, 100 pL bakteriyosin eklenmis
kilturde degisiklik gozlenmezken, 300 ve 600 uL bakteriyosin eklenen kiiltiirlerde 24 saat
sonucunda bile bakterisidal bir etki gozlenmistir. Ay bakteriyosinin, B. thuringiensis
ssp. thuringiensis Bt1627 bakterisine kars: aktivitesi ise 100 pL ve 300 uL bakteriyosin
eklenen kdlturlerde, canli hiicre sayis1 azalmaya baslamis, ancak 24 saat sonunda, sayinin
arttigi gézlenmistir yani bakteriostatik bir etki gozlenmistir (Gray vd., 2006). Bu tez
kapsaminda yiiriitilen ¢alisma sonras1 elde edilen sonuglar1 destekler tarzda,
bakteriyosinlerin etki mekanizmalarinin konsantrasyona ve indikator bakteriye bagli olarak
degisiklik gosterebilecegi bu ¢alismalarla da kanitlanmastir.

Biyokimyasal karakterizasyon c¢alismalar1 sonucunda Bt-Bnl bakteriyosinin
70°C’de 30 dakika ve 70°C’nin altindaki derecelerde aktivitesini korudugu, daha yiiksek
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derecelerde ise aktivitesini tamamen kaybettigi gosterildi. pH 6-8 araliginda aktivitesini
tamamen, pH 5 ve 9’da ise aktivitesinin %50’sini korudugu, diger pH araliklarinda ise
aktivitesinin biiyilk bir kismmi kaybettigi belirlendi.  Organik c¢oziiciilerin Bt-Bnl
bakteriyosininin aktivitesinde bir degisiklige sebep olmadigi gortldi. Aktif molekilin
protein dogasinda olup olmadigini anlamak amaciyla Proteinaz K enzimi uygulanmasi
sonrasinda aktivitesini tamamen kaybettigi ve bdylece molekiiliin protein dogasinda
oldugu gosterildi. Biyokimyasal karakterizasyon ¢alismalar ile elde edilen sonuglar
molekiillerin tanimlanmasi esnasinda kullanilan parametrelerdir. Hemen hemen tiim
bakteriyosin ¢aligmalarinda bakteriyosinlerin biyokimyasal 6zellikleri arastirilmaktadir. B.
thuringiensis suslar tarafindan iiretilen bakteriyosinler arasinda biyokimyasal 6zellikleri
acisindan oldukca farkliliklar bulunmaktadir. Ornegin B. thuringiensis subsp. kurstaki
(BUPM4) tarafindan tiretilen Bacthuricin F4, pH 3-7 araliginda kararliligin1 korurken pH 8
ve 9°da aktivitesinde diisiisler gozlenmistir. 40, 50, 60 ve 70°C’de 30 dk ink{ibasyon siresi
sonucunda aktivitesini korudugu 90°C’de 30 dk inkiibasyon sonrasinda ise aktivitesinin
%80’nini kaybettigi tespit edilmistir. Proteinaz K ile muamelesi sonucunda tiim
aktivitesini kaybetmistir (Kamoun vd., 2005). Farkli bir ¢alismada, Bacillus thuringiensis
(NEB17) tarafindan iiretilen Thuricin 17, pH 1,5-8 araliginda kararliligin1 korurken pH 1
ve 9,25°da aktivitesinde diisiisler gézlenmistir. 45, 50 ve 80°C’de ile 30 dk ile 100°C’de
15 dk inkiibasyon siiresi sonucunda aktivitesini korudugu 121°C’de ise aktivitesinin
tamamini kaybettigi gozlenmistir. Proteinaz K ile muamelesi sonucunda tim aktivitesini
kaybetmistir (Gray vd., 2006). Yine B. thuringiensis subsp. entomocidus (HD198)
tarafindan iretilen Thuricin S’nin, pH 3-10,5 araliginda stabilitesini korudugu
gosterilmistir. 10 dk kaynatildiginda bile aktivitesini korudugu 121°C’de ise aktivitesinin
tamamini kaybettigi ve Proteinaz K ile muamelesi sonucunda tiim aktivitesini kaybettigi
bildirilmistir (Chehimi vd., 2007). Yapilan bir diger ¢alismada ise, Bacillus thuringiensis
subsp. entomocidus HD110 bakterisi tarafindan iiretilen Entomocin 110 molekiiliiniin
otoklavlandiginda (121°C’de 20 dk) bile aktivitesinin %53’nii korudugu belirlenmistir
(Cherif vd., 2008). Bacillus suslar1 arasinda boylesi dikkat ¢ekici termal ve pH kararlilig
yuksek bakteriyosinlerde bulunmaktadir.

Bu ¢aligmada, Bt-Bn1 bakteriyosininin saflastirilmas1 amaciyla sirasiyla aktif kiiltiir
stvisinin elde edilmesi, amonyum siilfat ¢oktiirmesi, diyaliz, ultrafiltrasyon, jel filtrasyon
kromotografisi ve yiiksek basingli s1vi kromotografisi sistemleri kullanildi. Birbirini basari

ile takip eden saflagtirma asamalarinin sonrasinda, elde edilen 6rnegin spesifik aktivitesi ile
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aktif bakteri slipernatantinin spesifik aktivitesi kiyaslandiginda, Bt-Bn1 bakteriyosininin 78
kat saflagtirilarak elde edildigi hesaplandi. Bugiline kadar yapilan calismalarda farkli
kaynaklardan izole edilen B. thuringiensis bakterilerinden bakteriyosinlerin eldesi igin
yapilan saflastirma caligmalarinda genellikle bu ¢alismada uygulanan komplike sistem ya
da daha basit tahmini sonuglarin elde edildigi sistemler kullanilmaktadir (Tablo 32).

Tablo 32 incelendiginde {iretici B. thuringiensis suslarindan bakteriyosinlerin elde
edilmesi, aktif bakteri siipernatantinin elde edilmesi, aktif slipernatanta kati amonyum
stlfat eklenerek molekiiliin konsantre edilmesi rutin kullanilan yontemler arasindadir.
Baz1 calismalarda saflastirilma burada birakilmakta, bazilarinda ise ileri saflastirilma
yontemleri kullanilmaktadir. Yapilan calismalarda saflastirilma asamalarinin sonuglari
degerlendirildiginde bir takim farkliliklar bulunmaktadir. Ornegin, Thuricin 439 eldesi
amaciyla yapilan amonyum siilfat ¢oktiirmesinde, Thuricin 439, %80 doygunlukta en iyi
sekilde elde edilirken (Ahern vd., 2003), Thuricin H molekiiliiniin %65 doygunlukta
amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile en iyi sekilde elde edildigi belirlenmistir (Lee vd., 2009).
Bu tez kapsaminda yliriitiilen ¢alismada ise %50 doygunlukta amonyum siilfat ¢oktiirmesi
ile molekiil en 1yi sekilde elde edildi. Molekiil 6zelliginin ve ortam kosullarinin sonuglar
tizerinde dogrudan etkileri bulunmaktadir. Yapilan ¢alismalarda diyaliz islemi icin farkl
gozenek biiyiikliiklerine sahip membranlarin kullanildig1 gézlenmektedir. Entomocin 9’un
saflastirilmasinda 3,5 kDa cut off degerine sahip membran kullanilirken, Bacthuricin F4’{in
saflagtirilmasinda 1.2 kDa cut off degerine sahip membran kullanildig1 gézlenmektedir.
Tez kapsaminda yiiriitiilen ¢alismada ise 3,5 kDa cut off degerine sahip membran
kullanildi.  Yine jel filtrasyon kromotografisinde birbirinden oldukg¢a farkli gézenek
biiyiikliiklerine sahip kolon dolgu maddeleri kullanilmistir. Tez kapsaminda yiiriitiilen
caligmada ise Sephadeks G-50 kolon dolgu maddesi kullanildi ve basarili bir sekilde kismi
saflagtirillmas1 yapildi. Yapilan galismalarda, molekiillerin kimliklendirilmesi ve kesin
kiitle tayini yapilacak ise 6zellikle HPLC saflastirilmast kullanilmistir. Birbirini takip eden
asamalar sonrasinda Bacthuricin F4’tin 100 kat saflastirildigi (Kamoun vd., 2005),
Thuricin 439’un 32 kat saflastirildigt (Ahern vd., 2003), Thuricin S’nin 90 Kkat
saflastirildigi (Chehimi vd., 2007) gosterilmistir. Tez kapsaminda yiiriitiilen ¢alismada ise
Bt-Bnl bakteriyosini 78 kat saflastirilarak elde edildi.

Bt-Bnl bakteriyosininin saflagtirilmasiin ardindan, tanimlanmasi amaciyla TOF-
MS yapild1 ve sonucunda 31,500. dakikada iki farkli kromotogram elde edildi. Bunlardan
ilki 1570 Da biyiikligiinii isaret eden, iki yiiklii molekiilii (iyon) [M+2H]+2 gosteren
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kromotogram, digeri 1047 Da biiyiikliiglinii isaret eden, ii¢ yiliklii molekiilii (iyon)
[M+3H]*® gosteren kromotogramdir.  Ardindan kesin kiitle program yardimiyla
hesaplanarak Bt-Bnl tarafindan iiretilen bakteriyosinin 3139.3951 Da biiyiikligiinde
oldugu belirlendi.  Literatiirde benzer bir¢ok c¢alisma bulunmaktadir. Yapilan bir
calismada, Bacillus thuringiensis SF361 bakterisi tarafindan iiretilen Thuricin H
bakteriyosinin molekiler kitlesi NanoESI-gTOF-MS ile belirlenmistir. Ve calismanin
sonucunda 1047.2009 Da biiyiikliiglinde ¢ yiikli iyonu [M+3H]™ isaret eden ve
1570.7731 Da biiyiikliigiinde iki yiiklii iyonu [M+2H]*? isaret eden kromotogramlar elde
edilmis ve analizin sonucunda molekiiliin kiitlesi 3139.51 Da olarak hesaplanmistir (Lee
vd., 2009). Tez kapsaminda yiiriitiilen c¢alisma sonucunda elde edilen veriler ile
kiyaslandiginda bu ¢alismanin sonucu oldukga dikkat cekici bir benzerlik icermektedir.
Yine yapilan bir diger ¢alismada, Bacillus thuringiensis subsp. entomocidus HD198
bakterisi tarafindan iiretilen Thuricin S bakteriyosinin molekiiler kiitlesi ESI-TOF-MS ile
belirlenmis. Ve ¢aligmanin sonucunda 1046.88 Da molekiil biiytikliiglinde ti¢ yiiklii iyon
[M+3H] "™ ve 1569.81 Da molekiil biiyiikligiinde iki yiiklii iyon [M+2H] " tespit edilmis ve
molekiiliin kiitlesi 3137.61 Da olarak tespit edilmistir (Chehimi vd., 2007). Kesin kiitlenin
belirlenmesi amaciyla MALDI-TOF analizleride rutin olarak kullanilan islemler arasinda
yer almaktadir (Kamoun vd., 2005). MALDI-TOF, LC,TOF, Q-TOF gibi belirtilen
analizler molekiillerin kesin kiitlesi hakkinda bilgi vermektedirler. ~ Ancak bazi
caligmalarda kesin kiitle tayini yerine, daha basit saflastirma asamalar1 yapilmaktadir.
Ardindan kismi saflagtirilmis molekiillerin SDS-PAGE ¢alismasi ve beraberinde dogrudan
aktivite ¢aligmasi1 yapilarak aktif bantin yeri ve tahmini biiyiikliigli marker kullanilarak
tespit edilmektedir. Entomocin 9 (Cherif vd., 2003), Thuricin 7 (Cherif vd., 2001) ve
Tochicin (Paik vd., 1997) gibi bakteriyosinlerin molekuler buyuklukleri sadece SDS-
PAGE ile belirlenmistir (Tablo 32). Tez kapsaminda vyiiriitiilen calismada Bt-Bnl
bakteriyosininin kiitle tayini amaciyla TOF-MS yapilmasinin yaninda SDS-PAGE
calismasi ve beraberinde dogrudan aktivite ¢aligmasi yapilarak da molekiil biiytkligi
dogrulandi.

Bu c¢alismada, elde edilen kiitle bilgileri metlin (http://metlin.scripps.edu) ve
bactibase (http://bactibase.pfba-lab-tun.org) veri tabanlar1 kullanilarak tarandi. Metlin veri
tabaninda herhangi bir molekiil ile eslesme tanimlanamadi. Bakteriyosinler i¢in gelistirilen
Bactibase veri tabaninda yapilan tarama sonucunda ise tanimladigimiz molekiil Thuricin H

(Accession no BAC201) ile eslestigi gozlendi. Thuricin H, Giney Dakota (ABD)’da


http://metlin.scripps.edu/metabo_search_alt2.php
http://bactibase.pfba-lab-tun.org/
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baldan izole edilen Bacillus thuringiensis bakterisi tarafindan iiretilen bir bakteriyosindir.
N-terminal- DWTXWSXL korunmus bir dizi igermektedir. Biyosentezi ve
transkripsiyonel analizi hakkinda detayli bir c¢alisma yapilmis ve ii¢ yapisal geninin
kromozom iizerinde lokalize oldugu belirlenmistir. Thuricin H bakteriyosinin tretiminden
sorumlu genin kromozom {iizerinde lokalize olmasi, bu tez kapsaminda yiiriitillen kismi
molekdler karakterizasyon calismasi ile elde edilen sonug¢ ile oOrtiismektedir. Ayni
zamanda Bt-Bnl bakteriyosinin molekiil biyiikligii ile Thuricin H’m molekiil
biiyiikliigiinde birbiriyle birebir ortiismektedir.  Yine inhibitor spektrumu agisindan L.
monocytogenes ve B. cereus gibi bakterilere karsi inhibitor aktivite gostermesi iki molekail
arasindaki benzerlikleri daha da arttirmaktadir. Amerika’da baldan ve Tiirkiye’de
bocekten izole edilen iki B. thuringiensis’den elde edilen iki farkli molekiil arasindaki
yiiksek benzerlik dikkat gekici bir 6zelliktir. Aymi zamanda Bt-Bnl bakteriyosininin
molekiil biiytikliigii ile Thuricin S, Thuricin 17 ve Bacthuricin F4 ile olduk¢a yakin oldugu
gOzlenmektedir.  Bacthuricin F4 ile aktivite spektrumu ve biyokimyasal Ozellikleri
acisindan Bt-Bnl bakteriyosini ile kiyaslandiginda sonuglar arasinda biiyiik benzerlik
oldugu sadece aralarinda molekiil biiyiikliigii (3160.05 Da) agisindan kiigiik bir farklilik
mevcut oldugu, Thuricin S ve Thuricin 17°nin ise aktivite spektrumlarinin, pH ve 1s1l
kararliliklarinin Bt-Bn1 bakteriyosininden oldukca farkli oldugu gosterilmektedir.

Ayn1 zamanda Bt-Bnl bakteriyosini ile kiyasladigimiz bakteriyosinler kendi
aralarinda da yiiksek benzerlikler igermektedirler. Thuricin S ve Bacthuricin F4 arasinda 8
N-terminal amino asit dizisinin benzer oldugu bulunmustur (Kamoun vd., 2005). Ayrica,
Thuricin S ile Thuricin 17 arasinda 18 N-terminal amino asit benzerligi bulunmustur (Gray
vd., 2006). Bu gibi benzerlikler LAB’de de bulunmaktadir (Contreras vd., 1997; Ferchichi
vd., 2001; McAuliffe vd., 2001). Bu benzer dizinin hipotetik rolleri hakkinda daha detayli
aragtirmaya ihtiyag duyulmaktadir. Bu N-terminal korunmus dizisi B. thuringiensis
suslaria 6zgii olup olmadigr yine daha detayli ¢calismalarla belirlenmelidir. Her ne kadar
N-terminal dizileri ya da molekul buytikliikleri benzerlik tasisa da molekiillerin aminoasit
iceriklerinin  tamamia bakildiginda farkliliklarin ~ bulundugu, bakterilerin farkli
cografyalardan, farkli kaynaklardan izole edilmeleri gibi sayilabilecek bir c¢ok sebep
dolayisiyla aktivitelerinde ve diger ozelliklerinde spesifik farkliliklar tespit edildigi, bu
sebeple her birinin bambagka yeni bir molekiil olarak tanimlandig1 gézlenmektedir.

Bu ¢alismanin sonucunda, entomopatojenik Bacillus thuringiensis bakterisi

tarafindan tretilen yeni bir bakteriyosin elde edildi. Bu bakteriyosinin Bacillus trleri
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dikkate almarak yapilan smiflandirilmada altsinif I1.2°de yer alan Thuricin benzeri
peptidler siifina dahil oldugu gosterildi.

Bacillus cinsi Uyelerinin peptit, lipopeptit, antibiyotik ve bakteriyosinler gibi
antimikrobiyal maddelerin ¢ok iyi {ireticileri olduklar1 (Stein, 2005) ve 6zellikle LAB’den
sonra en Oonemli bakteriyosin ve BLIS molekiillerinin iireticileri olduklar1 bilinmektedir
(Abriouel, 2011). Bacillus tiirlerinin bu potansiyelleri 50 yildan daha uzun bir suredir
bilinmekte ve Ozellikle peptid antibiyotik iiretiminin en Onde gelen smifim1 temsil
etmektedirler (Ghanbari vd., 2009). Bacillus cinsi endiistri ve gida alaninda gilivenli
kullanim Oykiisiine sahip bir ¢ok tiir icermektedir (Paik vd., 1997). Bacillus cinsi
icerisinde LAB gibi gida, endiistri ve tarim alaninda GRAS olarak tescilli dnemli turler yer
almaktadir. Ornegin Dogu Asya’da fermente gidalarda B. subtilis suslar1 kullanilmaktadir
(Hosoi ve Kiuchi, 2003). Yine non-toksinojenik B. cereus spp. toyoi probiyotik 6zelligi
sebebi ile hayvan gidalarina ek olarak kullanilmaktadir (Lodemann, 2008). Bunlarin yani
sira, giiniimiizde Bacillus turlerinden elde edilen enzimler, aminoasitler, antibiyotikler ve
insektisitler gibi bircok ticari Griin bulunmaktadir (Pedersen vd., 2002).

Laktik asit bakterilerinden sonra en iyi bakteriyosin ve BLIS iireticilerinin oldugu
bilinen Bacillus cinslerinin hemen hemen her tiirii tarafindan {iretilen bakteriyosin ya da
benzeri molekiillerin eldesi, karakterizasyonu fazlasiyla ¢alisilmis ve sonucunda birgok
aktif molekiil tanimlanmistir. Hem gidalardan hem de topraktan izole edilen Bacillus
suslarmin iyi birer bakteriyosin tiretici olduklar1 bilinmektedir. Bacillus cereus tarafindan
Cerein  GN105 (9 kDa) (Naclerio vd., 1993), Bacillus anthracis tarafindan
Heterocycloanthracins (9.62 kDa) (Haft, 2009), Bacillus subtilis tarafindan Subtilin
(3.34 kDa) (Banerjee ve Hansen, 1988), Bacillus licheniformis tarafindan Lichenin
(1.4 kDa) (Pattnaik vd., 2001), Bacillus atrophaeus tarafindan Subtilosin A (3.39 kDa)
(Stein vd., 2004) gibi bakteriyosin Orneklerini arttirmak miimkiindiir. Bacillus cinsleri
arasinda bakteriyosin iretimi acgisindan en fazla degerlendirilen tiirler icerisinde olan B.
subtilis ve B. licheniformis bakterilerinin yaninda bir¢ok farkli kaynaktan izole edilen B.
thuringiensis bakterileri de yer almaktadir.

Bugine kadar B. thuringiensis tarafindan fretilen ve karakterize edilen
bakteriyosinler Tablo 32’de gosterilmektedir.  B. thuringiensis bakteriyosinlerinin
endiistriyel degeri hak ettigi degeri heniliz gorememistir. Yeni bakteriyosin Ureten B.
thuringiensis bakterilerinin tespiti, tarim uygulamalarinda ozellikle bitki patojenlerinin

kontrollinde faydali olabilecegi diisiiniilmektedir (Jack vd., 1995). Bu kullanish
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biyoteknolojik 6zelliklerine ragmen, gastrointestinal hastaliklar ve tipik B. cereus
virulansini isaret ettigi salginlarda ortamdan B. thuringiensis suslarinin izole edildigi
bildirilmektedir (Hansen ve Hendriksen, 2001). Alan uygulamalarinda kullanmadan 6nce
yapilmasi gereken kullanilacak B. thuringiensis susunun yan etkileri dikkatli bir sekilde
degerlendirilmelidir. Bunlarin disinda B. thuringiensis bakterileri tarafindan olusabilecek
herhangi bir tehlike bulunmamaktadir.

Bu c¢alismanin sonucunda farkli B. thuringiensis suslari tarafindan Uretilen
bakteriyosinlere bir yenisi eklendi. Var olan bakteriyosinler ile benzer 6zellikler
icermesine ragmen spesifik ozellikleri ile ayirt edilmektedir. Elde edilen molekiiliin gida
patojenleri L. monocytogenes ve B. cereus bakterilerine karsi gosterdigi aktivite gidalarda
kullanim imkanini diisiindiirmektedir. Bunun disinda her ne kadar inhibisyon spektrumu
dar olsa da EDTA ile kullanimi1 gibi farkli destek uygulamalar ile aktivite spektrumu
genisletilebilmektedir. Tarim alaninda, iirettigi bakteriyosin ile bitki patojenlerine karsi
gosterecegi inhibisyon aktivitesi sayesinde bitkilerin biiylimesini dolayl1 olarak tesvik edici
bir ajan olarak kullanimindan bahsetmek miimkiindiir. Bitki patojenlerine kars1 aktivitesi
test edilen calismada P. syringae, P. savastanoi gibi bakterin biiyiimesini inhibe ettigi
go6zlendi.

Bt-Bnl bakterisinin, iirettigi bakteriyosin ile bitki zararlis1 bakterilere kars1 aktivite
gostermesi, endotoksinleri sayesinde ise bitki zararlis1 boceklere karsi aktivite gostermesi
bitki koruma anlaminda miikemmel bir biyolojik miicadele ajanini isaret etmektedir.

Detayli ¢alismalar ile kullanim imkanlar1 dahada arttirilabilecektir.



Tablo 32. Farkli B.t.’ler tarafindan Uretilen bakteriyosinler/BLIS ve 6zellikleri

Bakteriyosin

BLIS Saflastirilma prosediirleri Tammlama MA (kDa) Kaynak

Thuricin HD-2 AS.E., ve JF.K. Non denatiire -PAGE ve dogrudan jelde >950 Favret ve Yousten, 1989
aktivite

Tochicin AS.E., AS.C., Diyaliz. SDS-PAGE ve dogrudan jelde aktivite 10.5 Paik vd., 1997

Thuricin 439 ASE., AS.C,JFK, KK,HPLC MALDI-TOF 2.92ve 2.80 Ahernvd., 2003

Entomocin 9 AS.E., AS.C., Diyaliz, J.F.K.,, K.K. SDS-PAGE ve dogrudan jelde aktivite 124 Cherif vd., 2003

Thuricin 7 AS.E., AS.C., Diyaliz. SDS-PAGE ve dogrudan jelde aktivite 11.6 Cherif vd., 2001

Bacthuricin F4 AS.E., AS.C., Diyaliz, HPLC. MALDI-TOF 3.16 Kamoun vd., 2005

Thuricin 17 Biitanol Ekstraksiyonu, HPLC MALDI-TOF 3.16 Gray vd., 2006

Thuricin S AS.E., KK., HPLC. Q-TOF (NanoMS/MS) 3.14 Chehimi vd.,2007

Morricin 269 AS.E., AS.C., Diyaliz. SDS-PAGE ve dogrudan jelde aktivite 10 Barboza-Corona vd.,2007

Kurstacin 287 AS.E., AS.C., Diyaliz. SDS-PAGE ve dogrudan jelde aktivite 10 Barboza-Corona vd.,2007

Kenyacin 404 AS.E., AS.C., Diyaliz. SDS-PAGE ve dogrudan jelde aktivite 10 Barboza-Corona vd.,2007

Entomocin 420 AS.E., AS.C., Diyaliz. SDS-PAGE ve dogrudan jelde aktivite 10 Barboza-Corona vd.,2007

Tolworthcin 524  A.S.E., A.S.C., Diyaliz. SDS-PAGE ve dogrudan jelde aktivite 10 Barboza-Corona vd.,2007

Entomocin 110 A.S.E., A.S.C., Bitanol ekstraksiyonu SDS-PAGE ve dogrudan jelde aktivite 4.8 Cherif vd., 2008

Thurincin H* AS.E., AS.C., KK, HPLC. NanoESI-qTOF 3.14 Lee vd., 2009

Thuricin CD A.S.E., Propanol ekstraksiyonu, K.K., MALDI-TOF 2.76 ve 2.86  Hill vd., 2009

HPLC

A.S.E.; Aktif Supernatant Eldesi, A.S.C.; Amonyum Silfat Cokturmesi, K.K.; Kolon Kromotografisi, J.F.K.; Jel Filtrasyon Kromotografisi, *; bu tezde Bt-Bnl
bakteriyosininin molekiil bityiikliigii ve diger 6zellikleri agisindan benzer oldugu belirlenen bakteriyosin.

16
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Serratia marcescens (Sm-Mm3) tarafindan iiretilen antibakteriyal molekdl;

Tez kapsaminda yapilan ¢alismalar sonucunda karakterizasyonunu gergeklestirilen,
Gram (-) Serratia marcescens (Sm-Mm3) bakterisi tarafindan firetilen antibakteriyal
molekiliin farkli Bacillus thuringiensis suslari, B. cereus, B. polymyxa, B. subtilis,
Enterobacter sp., Enterococcus faecalis, Erwinia amylovora, Proteus mirabilis,
Pseudomonas fluorescens, Staphylococcus cohni, ve S. epidermidis gibi farkli tiir
bakterilere karsi inhibitor aktivitesine sahip oldugu belirlendi. Bu antibakteriyal
molekiiliin, caligmada kullanilan 65 indikator bakteri icerisinden yirmi besine (%39) kars1
aktif oldugu belirlendi. Bt-Bnl bakteriyosinine gore olduk¢a genis bir inhibisyon
spektrumuna sahip oldugu tespit edildi.

Siniflandirilmasinin tam anlamiyla yapilamamasi ve Serratia bakterilerinden elde
edilen antimikrobiyal molekullerin Bacillus cinslerine oranla fazlasiyla sinirli olmasi
sebebi ile elde edilen her sonucun Bt-Bnl bakteriyosininde oldugu gibi ayr1 ayri
degerlendirilmesi yapilamamaktadir.

Sm-Mm3 antibakteriyal molekiiliin iiretimi ve dolayisiyla aktivitesi, Bt-Bnl
bakterisinde oldugu gibi bakterinin logaritmik gelisme fazinin baginda bakteri biiylimesine
paralel olarak arttig1 ve logaritmik fazin ortalarinda maksimum aktiviteye ulastigi gozlendi.
Duragan fazin ortalarina kadar sabitlesen antibakteriyal aktivitede duragan fazin sonlarina
dogru bir diisiis gbzlendi. Bu molekiil iiretim agisindan, primer metabolit kinetigi gosteren
sekonder metobolit 6zelligi tasimaktadir.

Bu aktif molekiiliin en iyi tretildigi ortamin LBB, inkiibasyon sliresinin 72 saat,
optimum sicakligin 25°C, pH araliginin 5-9 oldugu belirlendi.

Yine Sm-Mm3 aktif molekiiliiniin etki tarzinin diisiik uygulanan (10 pL ve 100 pL)
dozlarda kisa siireli bakteriyostatik bir etkiye sahip oldugu, yiiksek dozlarda ise uzun siireli
olarak bakteriyostatik bir etkiye sahip oldugu belirlendi. Calisma sonrasinda aktif
molekiiliin yiiksek dozda (1000 pL) birbirleri ile etkilesimde bulunarak agregatlar
olusturdugu ve bu durumun aktiviteyi perdeledigi gézlendi, ancak uzun bir inkiibasyon
siiresi sonucunda aktif molekiiliin indikatér bakteriye karsi inhibisyon aktivitesi ortaya
ciktig1 gozlendi. Agregat olusumu engellendigi taktirde yiiksek konsantrasyonlarda
yapilan uygulamanin indikator bakteriye kars1 bakteriyolitik bir etki gdstermesi beklenen

bir durumdur.
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Bu aktif molekliin sicakliga fazlasiyla dayanikli oldugu gosterildi. 100°C’de 90
dakika siiresince inkiibe edildiginde bile aktivitesinin yalnizca %50’sini kaybettigi sadece
otoklavlandiginda aktivitesinin tamamen yok oldugu yapilan c¢alismalarla belirlendi.
Yiiksek sicakliklarda kararlilik molekiile {istiin bir nitelik kazandirarak kullanim
imkanlarini arttirmaktadir.

Aktif molekul SDS-PAGE ve ince tabaka kromotografisi yanisira yapilan dogrudan
aktivite testleri ile de gorintilendi. Molekilun ¢ok kii¢iik ve konsantrasyonunun az olmasi
sebebi ile SDS-PAGE ile net bir bant seklinde gortilmedi. Ancak aktif molekil ince tabaka
kromotografisi sonrasinda silika jel iizerinde tek bir spot seklinde goriintiilendi. Ince
tabaka kromotografisinde kullanilmak {izere yapilan, aktif kiiltiir siipernatantindan
kloroform ekstraksiyonu ile elde edilen aktif madde miktar1 olduk¢a fazladir. Bu
Ozelliginden dolay1 ileride yapilmasi planlanan molekiiliin yapisal analizleri i¢in, ince
tabaka kromotografisi kullanilabilir bir metot olarak diisiiniilmektedir. Ancak kloroform
ile ekstre edilen 6rnegin yapilan ince tabaka kromotografisinde tek bir spot seklinde sonug
vermesi ¢ok istenen bir durum degildir. Birden fazla maddenin kloroform icerisine niifuz
etmesi ve sonucunda her maddenin slika jel lizerinde farkli spot vermesi beklenilmektedir.
Bu caligmada elde edilen tek spotun birbirinden tam olarak ayrilmayan birden fazla
molekiil igerip icermedigi konusunda tereddiitler bulunmaktadir.

Yapilan c¢aligmalar sonucunda, Sm-Mm3 aktif molekuli %50 doygunlukta
amonyum sulfat ¢oktirmesi ile yiksek aktiviteli olarak basarili bir sekilde elde edildi ve
sonrasinda bu ornek kullanilarak yapilan HPLC ile aktif molekiil saflagtirildi.  Aktif
molekiiliin kesin kiitlesinin belirlenmesi amaciyla yapilan negatif iyon modunda TOF-MS
ile bu molekiiliin 479 Da biiyiikliigiinde oldugu belirlendi.

Gram (-) bakteriler tarafindan tretilen bakteriyosinler ilk olarak Escherichia coli
bakterisinden tespit edilmis ve kolisinler olarak isimlendirilmistir. Daha sonra, bu
molekiillere benzer antimikrobiyal peptidlerin Gram (+) bakteriler tarafindan da tretildigi
tespit edilmis ve bu molekiiller daha biiyiik bir ilgi ile karsilanmistir. Ozellikle, gida
zehirlenmelerine sebep olan Gram (-) bakterilere karsi faaliyet gostermesi nedeniyle
gidalarin muhafazasinda kullanilabilecegi diisiiniilen Gram (+) laktik asit bakterileri
tarafindan iiretilen AMP’ler daha da biiylik bir ilgi gorerek calisilmistir (Hardy, 1975;
Tagg vd., 1976). Her ne kadar bakteriyosinlerin kesfine Gram (-) bakteriler onciiliikk etmis
olsa da sonraki yillarda yapilan calismalar Gram (+) bakteriler tarafindan Uretilen

bakteriyosinler lizerinde yogunlagsmistir. Bu sebeple Gram (-) bakteriler tarafindan iiretilen
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bakteriyosin sayisi ve Ozellikleri siirlidir.  Gram (-) bakteri grubunda Pseudomonas
aeruginosa tarafindan iiretilen Pyosin ve Esherichia coli tarafindan Gretilen Colicin V, en
1yi ¢alisilan iki bakteriyosin olarak kalmistir (Jack vd., 1995).

Gram (-) bakteriler tarafindan iiretilen bakteriyosinler arasinda farkliliklar olmasina
ragmen, kolisin bu grup iyelerince iretilen bakteriyosinlerin temsilcisi olarak
bilinmektedir. Kolisinler 29 ve 90 kDa arasindaki proteinlerdir, baglanmalari, taginimlari
ve Ozel aktivite alanlari, Pyosin bakteriyosinleri ile aynidir. Kolisinlerin biiylik molekiiller
olmasi sebebi ile salgilanmalarinda iiretici hiicrenin parcalanarak 6liimii ger¢eklesmektedir
(Sano vd., 1993; Riley ve Wertz, 2002). P. aeruginosa suslar1 tarafindan sentezlenen
pyosinler de yine kolisinler gibi yiiksek molekiil agirlikli, molekiillerdir. Pyosinlerin,
Myoviridae ailesinin bakteriyofaj kuyruklarina benzer: R, F ve G olmak (zere (g tlrl
tanimlanmistir. R tip ve F tip pyosinler proteazlara duyarli degilken S tipi proteazlara
duyarl bakteriyosinleri icermektedir (Michel-Briand ve Baysse, 2002; Waite ve Curtis,
2009).

E. coli ve enterobakteriler tarafindan iiretilen bakteriyosinlerin diger bir tiirti de
mikrosinler olarak isimlendirilen dairesel peptidlerdir. E. coli AY25 tarafindan iiretilen
mikrosin J25 bu grup i¢in model alinmistir (Craik vd., 2003). Mikrosinler gastrointestinal
sistemin kolonizasyonuda bakteriler arasinda olusan rekabette 6nemli bir rol oynayan
<10 kDa gibi diisiik molekiil agirlikli molekiillerdir. Asirt pH degerlerine, proteazlara ve
1s1ya genel olarak kararlilik gosteren hidrofobik molekiillerdir (Duquesne vd., 2007).

Yukarida tanimlandig1 Uzere Gram (-) bakteriler tarafindan tretilen bakteriyosinler
oldukca biyik molekullerdir (29-90 kDa). Bunlar igerisinde mikrosinler ise digerlerine
oranla oldukgea kiigiik molekiillerdir (<10 kDa).

Tez kapsaminda karakterizasyonunu tamamlanan Serratia marcescens bakterisi
tarafindan {retilen antibakteriyal molekiiliin, Gram (-) bakteriler tarfindan {iretilen
bakteriyosinlerden ¢ok daha kiigiik bir molekiil agirligina sahip oldugu belirlendi. Bu
molekiiliin yapilan saflastirma ve kiitle tayin analizleri sonucunda 479 Da biiyiikliigiinde
oldugu belirlendi ve bugiine kadar bu biiyiikliikte Gram (-) bakterilere ait bir bakteriyosin
bilinmemektedir. Gram (-) bakterilerin bakteriyosinleri ile yapilan g¢alismalarin sinirl
olmasi bu sonucu etkileyen sebepler igerisinde incelenebilir. Bu caligmada karakterize
edilen molekulln, Proteinaz enziminden etkilenmemesi ve genis bir aktivite spektrumuna
sahip olmasi agisindan var olan Gram (-) bakterilerin bakteriyosinlerine 06zellikle

mikrosinlere fazlasiyla benzerlik gostermesi bakteriyosin ya da bakteriyosin benzeri madde
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(BLIS) olarak degerlendirilmesine sebep oldu. Yine 6zellikle saflastirma asamalarinda
bakteriyosinler ile tamamen ayni prosediirlerin izlenmesi ve sonucunda basarili bir sekilde
elde edilmesi bu molekilin bakteriyosin ya da bakteriyosin benzeri bir madde
olabilecegini desteklemektedir.

Serratia cinsinin bakteriyosin tiretimi ilk olarak Hamon ve Peron tarafindan 1961
yilinda tarif edilmis ve klinik izotlardan olan Serratia suslarinin %86’simin en az bir
bakteriyosin Ureticisi olduklarini géstermislerdir (Gratia, 1989). Bugine kadar oldukca
simirli ve eski kayitlara kadar dayanan Serratia marcescens bakterisi tarafindan tiretilen
bakteriyosin molekiillerine baktigimizda; Sezen ve Demirbag (2001) tarafindan, Balaninus
nucum’dan izole edilen Serratia marcescens izolati tarafindan firetilen bir bakteriyosin
tamimlanmistir.  Bu ¢alisma ile bu bakteriyosinin, B. subtilis, Corynebacterium xerosis,
Enterobacter cloacea, E. coli, Proteus vulgaris, Klepsiella pneumonia, Neisseria
flavescens, P. aeruginosa, Salmonella typhimurium ve S. marcescens bakterilerine karsi
inhibisyon aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir. ~ Yiksek sicakliklara ve pH
degisimlerine oldukca dayanikli oldugu ancak proteinazlara karsi duyarli oldugu tespit
edilmistir. Farkli bir galismada ise kolisin benzeri bakteriyosin 28b yine S.marcescens’den
elde edilmistir. Duyarli hiicrenin DNA’sina hasar veren, 45 kDa biiytikliiglinde bir
molekiil oldugu bildirilmistir. Bu molekiil kromozom tarafindan ifade edilmektedir
(Guasch vd., 1995). E. coli’ye kars1 aktif ve S. marcescens’e karsi aktif olmayan fraksiyon
1, S. marcescens’e karst aktif E. coli’ye kars1 aktif olmayan fraksiyon 2 olmak Uzere iki
grup altinda incelenmektedir (Hamon ve Peron., 1961; Traub, 1980). Yine bir baska
calismada, S. marcescens JF246 tarafindan iretilen bakteriyosin JF246, E. coli’ye karsi
aktif 64 kDa biiyiikligiinde, sicaklik ve proteazlara duyarli bir molekiil oldugu tespit
edilmistir (Foulds, 1972). Diger bir calismada, S. marcescens tarafindan {iretilen
Marcescin’in plazmit tarafindan ifade edildigi (Timmis ve Winkler, 1973) ve bu molekdlin
daha ¢ok klinik izotlarin epidemolojik ¢aligmalarinda kullanildigi bildirilmistir (Traub vd.,
1971). Marcescin A ve Marcescin B olmak iizere iki farkli gruba ayrilmaktadir.
Marcescin A, S. marcescens ve E. coli’ye karsi aktif tripsin, kloroform ve sicaklik
uygulamalarina karsi kararliligin1 korumaktadir. Marcescin B ise S. marcescens’e karsi
aktif degilken bazi1 E. coli ve Aerobacter aerogenes suslarina karsi aktiftir. Tripsin,
kloroform ve sicaklik uygulamalarina kars1 aktivitesini tamamen kaybetmektedir (Prinsloo,
1966). Marcescin B’nin 43 kDa biiyiikligiinde oldugu belirlenmistir (Eichenlaub ve
Winkler, 1974).


http://www.springerlink.com/content/?Author=Kenneth+Timmis
http://www.springerlink.com/content/?Author=Ulrich+Winkler
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Tanimlanan Serratia marcescens tarafindan tiretilen bakteriyosinlerin her ne kadar
tiretici mikroorganizma, inhibisyon spektrumu, biyokimyasal davranislar1 gibi 6zellikleri
acisindan tez kapsaminda karakterizasyonu yapilan Sm-Mm3 aktif molekili ile benzer
taraflar1 olsa da molekiil biiyiikliikleri agisindan hig biri ile uyumlu goriilmemektedir.

Diger taraftan bakteriyosin ya da bakteriyosin benzeri bir molekiil olarak diisiiniilen
ve karakterizasyonu yapilan aktif molekiiliin antibakteriyal 6zellik gdsteren farkli bir smif
madde olma ihtimali de goz ardi edilmemelidir. Bakteriyosin eldesi amaciyla yapilan bir
calismada Onemli bakteriyosin ireticisi olan laktik asit bakterilerinden Lactobacillus
amylovorus MEL1 izolati tarafindan iiretilen 453 Da biiyiikliigiindeki antimikrobiyal
molekiiliin proteinaz enzimlerinden etkilenmemesi dolayisiyla protein dogasinda olmamasi
sebebi ile bakteriyosin diginda farkli bir aktif molekiil oldugu sonucuna ulagilmistir (Jung
vd., 2008). Tez kapsaminda yiiriitiilen ¢aligmada da benzer bir sonu¢ diisiiniilmektedir.
Ancak bu caligmada 6ne siiriildiigii gibi molekiillerin sadece proteinazlara direngli olmasi
bakimindan bakteriyosin simnifina dahil edilmemesi dogru degildir. Mantovani ve
arkadaglar1 (2002) tarafindan Streptococcus bovis HC5 bakterisinden elde ettikleri, 2440
Da biiyiikligiinde ve Edman degradasyonu ile N-terminal a.a. dizisi belirlenen Bovicin
HCS5 bakteriyosinin, Proteinaz K enzimine karsi direngli oldugu gosterilmistir yine bdyle
proteinaz enzimlerine direncli bakteriyosin drneklerini arttirmak miimkiindiir.

Bunlarin  yanisira Serratia bakterilerinin  yalnizca bakteriyosin iireticileri
olmadiklar1 bilinmektedir. Serratia marcescens ATCC 39006 bakterisinin karbapenem
antibiyotik iireticisi oldugu bilinmektedir (Cox vd., 1998). Karbapenemler, beta laktam
antibiyotiklerin en yeni grubunu olusturan, spektrumlar1 ¢ok genis antibiyotiklerdendir.
153 Da civarinda bir molekiil biiytlikliigline sahip olan bu karbapenem antibiyotigi, S.
marcescens tarafindan logaritmik biiytime fazi esnasinda iretilmektedir (Bycroft vd.,
1988). Karbapenem antibiyotiginin tiretim sekli, genis inhibitor spektrumu gibi 6zellikleri
ile karakterizasyonu yapilan Sm-Mm3 aktif molekill ile benzer ozellikler tasisa da
molekiil biiytikliikleri oldukca farklidir.

Tanimlanan aktif molekiiliin molekiiler kiitlesi kullanilarak METLIN veri tabaninda
yapilan tarama ¢aligmalarinda elde edilen molekiil olasiliklar1 degerlendirildiginde 29 olasi
molekiil icerisinden 17’si olabilirligi olduke¢a diisiik, 12’si ise {i¢ amino asitten meydana
gelebilecek olas1t molekiilleri igaret etmektedir. Amino asit olasiligimin bu kadar fazla
olmasi, elde edilen aktif molekiiliin li¢ aminoasitten olusabilecegi fikrini ortaya

cikarmaktadir. Bugiine kadar {ic amino asitten olusan aktif molekiiller konusunda c¢ok
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fazla calisma olmamasina ragmen, Rameshkumar ve arkadaglar1 (2009) tarafindan yapilan
bir calismada yenge¢, Thalamita crenata, hemolenfinden 507 Da biiyiikliglinde bir
antimikrobiyal madde elde edilmistir. Ince tabaka kromotografisi, NMR ve Kiitle
spektrometrisi (ESI /MS/MS) ile bu aktif molekiil tanimlanmis ve ¢alismanin sonucunda
dort farkli amino asitten olusan bir aktif molekiil oldugu belirlenmistir. Bdylece yengecin
hemolenf sivisinin antibiyotik olarak kullanilabilme potansiyeline sahip oldugu
belirlenmistir. Bu bilgiye dayanilarak karakterizasyonu gergeklestirilen Sm-Mm3 aktif
molekilin ¢ aminoasitten olusan bir antibakteriyal peptit olabilecegi de ihtimaller
arasindadir.

Wietz ve arkadaglar1 (2010) tarafindan yapilan farkli bir ¢alismada iki farkli Vibrio
coralliilyticus bakterisinden 479 Da biiyiikliigiinde andrimid antibiyotigi elde edilmistir.
Bu bilesik, hibrid nonribozomal, peptit-poliketit antibiyotiktir, ilk kez bir bdcek
endosimbiyont bakterisinden tanimlanmistir (Fredenhagen vd., 1987). Daha sonra deniz
Vibrio cinsleri gibi (Oclarit vd., 1994; Long vd., 2005), diger mikrobiyal cinslerde
bulunmustur (Needham vd., 1994; Jin vd., 2006). Pseudomonas flourescens ve
Enterobacter sp. bakterileri andrimid kaynagi olarak gosterilmektedir. Andrimid Asetil-
KoA karboksilaz inhibitori olarak is yapmaktadir (Freiberg vd., 2004). Genis antibiyotik
bir aktivite spektrumuna sahiptir (Singh vd., 1997). Salmonella enteritidis, Bacillus
cereus, Yersinia enterolitica, Yersinia ruckeri, Vibrio harveyi ve Vibrio vulnificus gibi
bakteriyel patojenlere karsi inhibisyon aktivitesi bulunmaktadir (Wietz vd., 2010).
Karakterizasyonu yapilan Sm-Mm3 aktif molekiiliiniin molekiiler agirligi ile andrimid
antibiyotiginin molekiiler agirliginin birebir ortiigmesi dikkat cekici bir sonugtur. Yine
yapilan bir ¢aligmada, Hyatella cinsi slingerden elde edilen Vibrio cinsi M22-1 bakteriyal
izolat1 tarafindan tiiretilen Anti-Bacillus aktiviteye sahip andrimid peptit antibiyotigi
tanimlanmustir (Oclarit vd., 1994). Tez kapsaminda tanimlanan Sm-Mm3 aktif molekdliin
yuksek Anti-Bacillus aktiviteye sahip olmasi bu molekiile benzerligi agisindan yine dikkat
cekicidir.  Sm-Mm3 aktif molekiilin findik zararlisi Melelontha melelontha’dan izole
edilen bir Serratia marcescens’den elde edilmis oldugu disiiniildiigiinde yine andrimid
antibiyotiginin ilk kez piring zararlis1 Nilaparvata lugens’dan izole edilen endosimbiyotik
Enterobacter sp.‘den elde edilmis olmasi benzerligi fazlasiyla arttirmaktadir. Ancak elde
edilen Sm-Mm3 aktif maddesi ile andrimid arasinda biiyiik benzerlikler bulunmasina
ragmen uygun ileri teknikler kullanilarak yapisi tam olarak aydinlatilmadigi siirece

molekiilii kesin olarak tanimlamak, isimlendirmek miimkiin degildir.
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Bu calismanin sonucunda, karakterizasyonu yapilan Serratia marcescens (Sm-
Mm3) bakterisi tarafindan iiretilen antibakteriyal maddenin literatiirde var olan molekiiller,
Ozellikle bakteriyosinler ile karsilastirildiginda benzer taraflar1 bulundugu gibi bir¢ok yonti
ile farkli bir molekiil oldugu tespit edildi. Bu molekiiliin literatiire kazandirilacak yeni bir
antibakteriyal molekiil olabilecegi gibi var olan molekiillere benzer bir aktif molekiil de
olabilecegi ¢alismanin sonucunda gosterildi. Ancak molekiil hakkinda kesin bir sonuca
varmak igin, yapisinin biitiiniiyle aydinlatilmasi gerekmektedir. Bunun i¢in daha ileri
kimyasal tekniklere ihtiyag duyulmaktadir. ~ NMR (NUkleer manyetik rezonans)
spektroskopisi, X-ray kristalografisi ve elementer analiz gibi analizler yapilarak molekiiliin
kesin yapisi ortaya ¢ikarilmalidir. Bu analizler sonucunda elde edilecek bilgiler ve tez
kapsaminda elde edilen bilgiler kullanilarak molekiiliin kesin tanis1 yapilabilir. Literatiirde
mevcut molekiillerin disinda bir molekiil tanimlamasi sonucunda, oldukc¢a kararli,
inhibisyon spektrumu genis yeni bir antibakteriyal maddenin literatire kazandirilmasi
gerceklestirilebilir. Bunun yanisira literatiirdeki mevcut molekiillere benzer bir molekiil
olmasi farkli cografyalarda farkl iireticilerden benzer molekiiliin elde edilmesi yine biiytlik
Onem tasimaktadir.

Kismen molekiiler karakterizasyonu yapilan Sm-Mm3 aktif molekulln
ekspresyonundan plazmitin sorumlu oldugu tespit edildi. Bu ¢alisma ileriki detayli genetik
calismalara Ociiliik edecektir.

Patojen bakterilerin artan antibiyotik direngleri karsisinda miicadele etmek icin
karasal aktinomisetler veya mantar gibi geleneksel kaynaklarin disinda farkli kaynaklardan
elde edilen yeni antimikrobiyallere ihtiyag duyulmaktadir (Berdy, 2005). Bu ¢alismanin
sonucunda elde edilen alisilmadik bocek kokenli entomopatojenik bakteri kaynakli
molekdller inhibisyon spektrumunun genis, kararliliginin yiiksek olmasi sebebi ile duyulan

ihtiyaclara karsilik verebilecektir.

Tanimlanan bakteriyosinlerin biyolojik miicadeledeki 6nemi;

Karakterizasyonu tamamlanan bakteriyosin ve bakteriyosin benzeri maddenin bitki
zararlist mikroorganizmalarin  biyolojik miicadelesinde kullanim potansiyellerinin
arastirilmasi, bu g¢alismanin O6nemli bir boliimiinii olusturmaktadir. Bu bolim tarim
zararlis1 mikroorganizmalarin miicadelesinde c¢esitli ilaclarin kullanimina alternatif bir

yaklasimi igermektedir.  Kullanilan ilaglarin dogaya verdikleri zararlar goz Oniine
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alindiginda alternatif olarak insanlifa ve cevresine zarar vermeyen bakteriyosinlerin
biyolojik miicadele materyali olarak kullaniminin arastirilmasi son derece biiyiik 6nem arz
etmektedir.

Yapilan bu ¢alisma sonrasinda, Sm-Mm3 aktif molekdlinin Erwinia amylovora,
Paucimonas lemoignei, Pseudomonas syringae ve Xanthomonas axonopodis, Bt-Bn1l aktif
molekdlinin ise Paucimonas lemoignei, Pseudomonas syringae ve Pseudomonas
savastanoi gibi bitki patojeni bakterilere karsi inhibisyon aktivitesine sahip olduklari
laboratuvar ortaminda kuyu difiizyon yontemi ile tespit edildi. Bu ¢alisma bu molekiillerin
bitkilerde hastalik olusturan mikroorganizmalara karsi etkili olarak kullanilabilirligi
sonucunu ortaya ¢ikardi ve sonraki biyoassay calismalari i¢in yol gosterici oldu.
Bakteriyosinlerin bu alanda kullanimi yogun bir sekilde arastirilmakta olan gilincel bir
konudur. Her gecen giin bu ¢alismalara bir yenisi eklenmektedir.

Bunlarin disinda bakteriyosinlerin bitkilerde énemli zararlara sebep olan bocekler
Uzerindeki etkileri konusunda literatirde herhangi bir bilgi bulunmamaktadir. Bitki ile
zararli bocek arasindaki iligkilerin aydinlatilmasina yonelik yapilan ¢alismalarda, normal
bitki florasinda bulunan bakteriler i¢in bitki, genellikle fiziksel bir yasam alani disinda
baska bir sey ifade etmezken ayni sekilde normal florada bulunan bakterilerin de bitki i¢in
Oonemsiz oldugu vurgulanmaktadir. Oysaki yapilan ¢alismalarda, iki organizma igin de
Onemsiz goriilen bu simbiyotik yasam bi¢iminin bitkide zarar olusturan organizmalar
(bocekler) icin hayati anlamda 6nem arz ettigi belirlenmistir (Drew vd., 1983; Drew ve
Lloyd, 1987). Bu bilgilere dayanarak, bdcek icin hayati énem arz eden normal mikrobiyal
floranin tanimlanan bakteriyosinlerle inhibisyonu ve dolayli yoldan bdcek ile miicadelede
yeni bir mikrobiyal miicadele yolunun belirlenmesi ileri ki ¢aligmalarda diigiiniilmektedir.
Diger yandan biyopestisit olarak uygulanma potansiyeline sahip olan bir bakteriyal
pestisitin ayn1 zamanda bitki zararlis1 bakterilere kars1 da etkili olmalar1 ayn1 bakterinin iki

farkli kontrol bakimindan 6nemini oldukga arttirmaktadir.



5. SONUCLAR

Bu tez kapsaminda yiiriitiilen ¢alismalarin sonucunda iki farkli entomopatojenik

bakteri tarafindan {iretilen iki farkli antibakteriyal madde saflagtirilarak, karakterize edildi.

Elde edilen sonuglar kisaca asagidaki gibi 6zetlenebilir.

Entomopatojenik bakterilerde bakteriyosin taramast;

Otuz yedi test bakterisinin yirmi dort indikatér bakteriye karsi antagonistik
etkilerinin taranmasi sonucu, bes test bakterisinin antibakteriyal etkiye sahip
oldugu belirlendi. Bu sonuclar antibakteriyal madde uretme potansiyelleri
acisindan test edilen entomopatojenik bakterilerde bakteriyosin ya da bakteriyosin
benzeri madde liretim oraninin %13,5 oldugunu gdsterdi.

Bakteriyosin Uretme potansiyeline sahip olan bes bakteriden Pf-Xd1’in etkili
oldugu bakteri oran1 %50, Pf-Aa4’iin etkili oldugu bakteri oran1 %25, Bp-Ar2’nin
etkili oldugu bakteri oran1 %41,6, Bt-Bn1’in etkili oldugu bakteri oran1 %58,3 ve
Sm-Mm3’n etkili oldugu bakteri orani ise %41,6 olarak belirlendi.

Pf-Xd1, Pf-Aad ve Bp-Ar2 izolatlar1 tarafindan iiretilen aktif molekiillerin ya
bakteri kiiltiir slipernatinda var olmadigi ya da inhibisyon aktivitesinin diisiik
oldugu belirlendi.

Elde edilen sonuclar, B. thuringiensis (Bt-Bnl) ve S. marcescens (Sm-Mm3)
izolatlarinin ise bakteri kiiltlir siipernatantinda var olan, inhibisyon aktivitesi ve
aktivite spektrumu genis, 6nemli antibakteriyal etkiye sahip, bakteriyosin ya da
bakteriyosin benzeri maddeler trettiklerini gosterdi.

Bacillus thuringiensis (Bt-Bn1l) tarafindan iiretilen antibakteriyal maddenin;
Kiictik, 1siya dayamikli, pH 6-8 aralifinda kararli, Proteinaz K’ya duyarh
antibakteriyal bir peptit (bakteriyosin) oldugu belirlendi.

Bu maddenin {iretilmesi i¢in en uygun kiiltlir sartlarinin; MHB besiyeri, 25 °C
sicaklik, pH 7-9 aralig1 ve 24 s inkiibasyon siiresi oldugu tespit edildi.

Bu maddenin inhibitér spektrumunun; farkli Bacillus thuringiensis suslari, B.

cereus, B. weihenstephanensis ve Listeria monocytogenes oldugu gosterildi.
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Plazmit eliminasyon c¢aligmasi sonucunda aktivitesinde bir degisim olmamasi bu
molekiiliin kromozomal kdkenli oldugunu gosterdi.

Belirlenen bakteriyosinin molekiiler agirlig1 kiitle spektrometrisi ile 3,139 Da
olarak tespit edildi.

Bacillus’lar dikkate alinarak yapilan smiflandirmada, bu bakteriyosinin altsinif
11.2°de yer alan “Thuricin” benzeri peptitler sinifina dahil edildigi tespit edildi.
Kiitle ve 6zellikler dikkate alinarak yapilan literatiir incelemesi sonucunda Guney
Dakota (ABD)’da baldan izole edilen Bacillus thuringiensis bakterisi tarafindan
iiretilen Thuricin H ile benzer oldugu tespit edildi.

Biyolojik miicadelede kullanim imkanlarinin arastirilmasi dogrultusunda yapilan
calisma sonucunda, kuyu difiizyon yontemi ile bitki patojeni P. syringae, P.
savastanoi ve P. lemoignei bakterilerine karsi inhibisyon aktivitesine sahip oldugu

belirlendi. Boylece zirai miicadele alaninda kullanim potansiyeli ortaya ¢ikarildi.

Serratia marcescens (Sm-Mma3) tarafindan Uretilen antibakteriyal maddenin;
Kiigiik, 1s1ya olduk¢a dayanikli, pH 5-9 araliginda kararli, Proteinaz K’ya direngli
antimikrobiyal (bakteriyosin benzeri) bir madde oldugu belirlendi.

Bu molekiiliin iiretilmesi i¢in en uygun kiiltiir sartlarinin; LBB besiyeri, 25 °C
sicaklik, pH 5-9 aralig1 ve 72 s inkiibasyon siiresi oldugu tespit edildi.

Bu maddenin inhibitér spektrumunun, farkli B. thuringiensis suslar1, B. cereus, B.
polymyxa, B. subtilis, E. amylovora, E. faecalis, Enterobacter sp., P. fluorescens,
P. mirabilis, S. cohni ve S. epidermidis oldugu belirlendi.

Plazmit eliminasyon calismasi sonucunda bakterinin aktif molekiilii tiretme
kapasitesini kaybetmesi molekulin ekpresyonundan sorumlu genlerin plazmit
kokenli oldugunu gosterdi.

Belirlenen antimikrobiyal bir maddenin 479 Da biiyiikligiinde oldugu kiitle
spektrometrisi ile belirlendi.

Literatiirde yapilan inceleme sonucunda oOzellikleri agisindan birebir benzer
molekiil tanimlanamadi. “Yeni bir molekiil” olma olasiligi bulunmaktadir.
Bunun igin detayli kimyasal analizlere ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bitki patojeni, E. amylovora, P. lemoignei, P. syringae ve X. axonopodis
bakterilerine kars1 inhibisyon aktivitesine sahip oldugu belirlendi. Boylece, zirai

miicadelede kullanim potansiyeli ortaya ¢ikarildi.



6. ONERILER

Yapilan calismalar sonucunda bakteriyosin grubuna dahil oldugu belirlenen
Bacillus thuringiensis (Bt-Bnl) tarafindan iiretilen antibakteriyal molekiiliin, amino asit
dizisi belirlenerek literatirde var olan diger bakteriyosinler ile benzerlik orani
arastirtlmalidir. Bu sayede korunmus diziler tespit edilerek Bacillus thuringiensis’lerdeki
bakteriyosin tretiminden sorumlu genlerin eldesi mumkin olabilecektir.

Serratia marcescens (Sm-Mm3) tarafindan {iretilen antibakteriyal molekulln ise
NMR gibi ileri kimyasal teknikler kullanilarak kesin yapis1 aydinlatilmali ve
siniflandirilmasi gergeklestirilmelidir.

Elde edilen molekiillerin kullanim imkanlar1, 6zellikle laboratuar denemeleri ile
sinirli  kalan  biyolojik miicadele alaninda kullanilabilirligi uygulamali olarak
arastirilmalidir. [n vivo sonuglarda yiiksek basari elde edildigi taktirde molekiillerin ticari
preparat haline getirilme yollar1 aranmalidir.

Bakteriyosin iiretme potansiyelleri arastirilan 37 bakterinin biyolojik micadele
alaninda ozellikle bitki zararlis1 boceklerin kontroliinde kullanim potansiyelleri oldugu
daha onceki ¢alismalarda belirlenmisti (Demir vd., 2002; Sezen ve Demirbag, 1999; Sezen
vd., 2004, 2007 ve 2008; Bahar ve Demirbag, 2007). Bu tez kapsaminda ise bu
bakterilerin bitki patojeni bakterilere karsi inhibisyon aktivitesine sahip antibakteriyal
molekiiller tiretebildikleri belirlendi. Boylece, bu bakterilerin hem zararli bocekleri kontrol
etme hem de bitki patojeni bakterileri kontrol etme 6zellikleri belirlendiginden “ideal zirai
miicadele materyali” olarak kullanilma potansiyellerinin oldugu tespit edildi. Boylesi ¢ok
yonlii bir materyalin, gelistirip ticari preperat olarak kullanilma potansiyelleri

arastirilmalidir.
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