— D

T. Cs
DICLE UNIVERSITESI
FEN BILIMLER! ENSTITUSU

BENseesSe=s i 2 S ""‘”" =
4 he -8
- N . .
L0657

CERMIK KAPLICALARINDAN (ZOLE EDILEN (Bacittus subtitis’in
BAZI EKSOENZIMLERININ GESITLI OZELLIKLERININ INCELENMESI VE BAIZI
ANTIBIYOTIKLERIN BU BAKTERININ PROTEINLERI UZERINDEKI ETKISI

(YUKSEK LISANS TEZ)

T. C.
gy cw aq | DICLE UnivI2siTEST
V KUTUPE " 1221

| Demirbas T‘]OA, 1‘1?‘3 / !/ Lerl

Tasnif Bo. 1 272247, |

(e L S A S0 )
Birol OTLUDIL R 7 s s B % ,
O
it e 3

DiIYARBAKIR - 1991




IGINDEKILER

SAYFA
TESEICIUIR i o545 N AR TSP 1
BIRLS. ... cmmsnsmumnsmmomemnromsmssmmsmmsirmsa e S A YN Tk 2
TERTINE AT AE s misos i s A0 955 AR AR RSS9 14
MATERYAL YE PIETOD. sourmpnsonsenreasensestnisosisotioa poseis oot i his soisvinasd s 15
L O S U r 25
TARTVSMA. . s cxmmscenssstsh i 5554055800653 RS R AN AT RSN 24
OZET oo s sn s s s it SR 36
I T ——— 37



TESEKKOR

Bana bu arastirma konusunu veren, dederli yardim ve uyarilarint esirgemeyen
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Sayin Y.Dog. Dr. N.Yavuz ENSARI'ye tesekkiirlerimi sunmayi bir borg bilirim.

Gahigmalarim sirasinda deferli bilgilerinden yararlandifim ayrica bir gok ola-
naktan yararlanmami saglayan D.U. Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Bolimi Biyokimya
Ana Bilim Dal Baskam Sayin Y.Dog. Dr. Qetin AYTEKIN'e tesekkiirlerimi sunarim.

Galigmalarim1 D.U. Fen Edebiyal Fakiiltesi’'ndc gergeklestirmeme yardime) olan
Sayin Prof.Dr. Ali SONMEZ'e ve Y.Dog.Dr. Hasan AKBAYIN'a D.U. Egitim FakUltest
Biyoloji Egitimi Ana Bilim Dal elemanlarina tezin yaziminda yardimim gordiigim
Y.Dog.Dr. Erhan UNLU'ye, Arg.Gor. Murat kIZlL, Ziibeyde KAYA, Ars.Gor. Fikret UYAR'a

tesekkirlerimi sunarim.



6IRIS
Termofil ve Termotoleran Bakteriler

Yasayan Dilnyamizda Mikrobial hayat tiim ilgingligi 1le devam etmekiedir. Bu
figing mikroorganizmalardan bir grup, bulundugumuz Ylzy1) iginde tanimlanan ancak
son 30 yildir yodun bir sekilde gahsilan yiiksek 1siya direngli termofil ve termoto-

lerant bakterileridir(1).

Termofil ve termololeran bakteriler dedigik 1si1larda yagarlar Tablo 1. Termofil
bakteriler dzellikle kaplica ve volkanik sularda yagamaya adepte olmuslardir. 60 O¢
ile 120 °C arasindaki 1silarda yagayabilirler. Bunlara ornek olarak Bacillus sterot-
hermophilus, Thermus aquatis vs. verebiliriz. Termotolerant bakteriler ise termofil
bakterilere gire daha dlsik sicakhklarda yasayan bskterilerdir. Bunlar 20-50 ;s
arasinda Yyagayan organizmalardir., Toprakta, havada, sularda, kaplica sularinda
yasarlar. Ylksek 1stya dayanikli olmalari onlarin dogada yaygin bir grup olmalarim
saglamigtir(2). Bunlara ornek olarak saman basili de denilen Bacillus subtilis'i vere-
biliriz. Bu bakterilerin yiiksek 1siya dayamklilhk gostermeleri birgok calismaya ve
gordglerin orilaya atilmasina neden olmustur. Bu goriisler ©zellikle bakterial enzim
fagliyetleri Uzerinde yogunlasmistir. Zira mikrobial hiicrelerde olugan tiim metabolik
faaliyelleri enzimier yoOnetmektedir. Sicakhkta enzim ektivitesi {izerine etkili bir
faktordur(3). Lauder ve Heinen yapliklary galismalarda protein termostabilitesini
artirmada Ureme sicakhiimin etkili oldugunu ileri siurmlslerdir. B. flauthermus ala-
nin dehidrojenaz ve dijer bazi soluble proteinleri termostabilitesi Uzerine ureme
sicakhgimin  etkili oldufunu gdstermiglerdir(4). Mc Linden ve arkadsslary ireme
sicakhdina badhh olmaksizin mezofil bakterilerde 1S}ya duyarsiz protein sentezinin
mimkin oldugunu gostermistir. Hlcrenin fonik gl¢ ve ionik baglarimin artmasinin

buna neden oldugunu ileri slrmistur(5S). Baz1 enzimler efektor molekiller ya da



substratiar tarafindan stabilize olabflirler. Wedler ve Hofman 65°C ta amonyum, glu-
tamat ve ATP varh@inda B. sterothermophilus glutemat sentetaz stabilitesini
gﬁsterm1slerdir(6). Ortamdaki c6zlicinlin miktar ve gesidine gore de proteinlerin ter-

mostabilitesi degisim gosterir(4).

Ureme Gordilen

Sicak Ik
Araliklari
Termotolerantiar
Bacillus lincheniformis
Bacillus subtrlis 20-50
Fakdltatir termofiller
Bacillus coagulans 30-60
Sireplomyces thermovioliaceus
Kluyveromyces marxianus 25-50
Torula thermaophila
Aspergillus fumigatus
/7elsnocarpus albomyces
Zorunlu termoriller
Bacillus stearolhermophilus 40-80
Bacillus acrdocalderivs
Thermus agualicus 45-79
Thermomonospora chromogens 37-65
; , 35-64
Mesiigocladus laminosus 55-74

Synechococcus lividus

Melhanobaclerium thermosulolrophicum 45-75
Clostridium thermohyadrasulfricum 40-78
C. thermocellum 40-68

Kaldosktitier
Sulfolobus acidocaldarivs 50-90
Thermolhrix thioparys : 55-85
Barotermoliller
Pyrodictium brockii 80-110

Tablo 1 Yiksek Sicakliklarda Ureyebilen Termofilik Mikroorganizmalarin Farkh

Gruplary,



MIKROORGANIZMALARIN EKONOMIK ONEMI

Daha ©nceleri patojeniteleri ile dikkat geken mikroorganizmalar son yirmi yi
jginde biyoteknoloji biliminin gelismest 1le ekonomik olarakta deger kazanmiglardir.

Mikroorganizmalarin ekonomik dnemini su gekilde tzetleyebiliriz;

a) Mikroorganizmalardan fermantasyon yolu ile elde edilen uriinler

b) Endiistriyel alanda mikroorganizmalarin kullaniimas)

c) Gen klonlamasi ile cesitli proteinlerin Uretimi

a) Mikroorganizmalardan fermantasyon yolu ile elde edilen bashica driinler

sunlardir.
Laktik asit 2,3 Biitandiol
Aseton~-Biitanol Bakterial proteazlar
Amilaz Dekstran
Kobalamin 2-Keto-glukonik asit

Ayrica bakteriler antibiotiklerin Uretilmesinde de kullaniimaktadir. Ornedin Ba-
cillus tlrlerinden elde edilen Gramicidin, Bacitracin, Subtilysin sayilabilir (7). B.
subtilis'den elde edilen baz1 alkali proteazlar Gzellikle deterjan sanayinde kul-

lamimaktadir(8).



b) Endlstriyel alanda Ozellikle tekstil sanayt ve sarap sanayinde kul-

laniimaktadir.

¢) Son yillarda Ozellikle insanlar igin slzem proteinlerin {retilmesinde mik-
roorganizmalar kullaniimaktadir. Bunun igin ilgili proteinin geni uygun bir plazmide
gesitli yontemlerle eklenerek bu plazmidin CaCl, varhginda gensllikle ait oldugu bak-

teriye aktariimasi ile proteinin uretilmesi sadlanir(9).

B. subtilis Uzerinde ¢esitli genetik caligmalarin yapildigy bir bakteri tlrddiir.
Ayrica birgok fermantasyon Uriliniinin elde edilmesi bakterinin ekonomik dnemini
artirmistir. Termofil ve termotolerant bakterilerden elde edilen termostabil enzimler

endustri agisindan onemli bir yer tutmaktadir(Tablo 2).
BAKTERIAL EKSOENZIMLER

Birgok bakteri {redikleri ortamdeki besin maddelerinden faydalanmak igin
Uredikleri best yerine eksoenzim veya ekstrasellular enzimler denilen enzimler sa-
larlar. Cogunlugunu hidrolaz ve proteazlarin olusturdugu bu enzimler besi yerinde
bulunan substrati bakterinin kullanabilecegi formlara katalizler(10). Tablo 3 bun-
larin bir listesini ve katalizledigi reaksiyonlar:1 géstermektedir. Termotolerant bakte-
riler tarafindan Uretilen Proteaz, Amilaz gibi baz1 snzimlerin sicada kar$1 direngli

olduklar1 birgok arastirmaci tarafindan gosterilmistir (11,12).
BAKTERIAL @ - AMILAZ YE ETK| MEKANIZMASI

ot-Amiloz dallanma gostermeden diiz zincirler halinde uzamakta ve D-Glukoz

Unitelerinin & (1-4) bag ile birbirlerine badlanmas1 sonucu meydana gelmis bir



R

(ndtral proteaz)

Agualysin /
(alkalin proteaz)
Agualysin I
(notral proteaz)
Caldelysin

(pH 4-12 de 75 OC'ta stabildir)

Sellulaziar
Sellvlez
Hemisellulaz
Sellobraz

Amilazlar
o - amilaz

B~ amilaz

Digerileri

Glikez 1zomeraz

Alkol dehidrojensz

B-Galaklosrdsz

7. agualicus

7. aqualicus

7. agualicus

C. thermacellum

Termolilik Bacillus sp.

Termolilik Bacillus sp.

B. licheniformis

8. cozgulans

Thermoanaerobium ethanolicus

T. agqualicus

Enzim Kaynak Termotolaritesi
Proteazlar
Thermolysin B. thermoproteolyticus Ca iyonlar1 varhginda 80 OC'ta

1 saat stabildir.

Ca iyonlar varhfinda 80 9C'ta
30 saat stabildir.

70 °C'ta 15 dakika stabildir.

15 dakika 70 °C'ta stabildir,

90-95 9C'ta aktivite
gosterebilir.

65 OC'ta 36 gin sonra %10 ak-
tivite kaybeder.

Tablo 2 Termofillerden Elde Edilen Bazy Onemli Enzimler.




Eksoenzimler Katalizledigi Reaksiyonlar

Proteazlar Proteinleri protooz, pepton, peptitlere ayirir,

Gelatinaz Gelatini hidrolizlemek lizere birgok bakteri tarafindan
sentezlenir.

Pepsin Hayvanlarda bulunan proteinleri hidrolizier,

Tripsin Hayvanlarda bulunan proteinleri hidrolizler.

Karbonhidratazlar Polisakkaritler ve Disakkaritieri hidrolizler.

Sellulaz Seluloz — CyoH200¢ 4 (sellobioz)

Amilaz Nigasta —— CjoH0011 (maitoz)

Maltaz C12H22041 + HoO —— 2CgH120g (glikoz)

B-Galaktosidaz C12H22041 + HoO —— CgHy20g (glikoz)+ CgH120g
(galaktoz)

Sukraz C12H2204 1 (sukroz)+ HoO—— CgHy20g (gltkoz)+

CeH120g (fruktoz)

Lipazlar Yaglari gliserin ve ya asitlerine pargalar,

Tablo 3 Bakierilerin Eksoenzimlerinden Bazilari ve Katalizledigi Reaksiyonlar.



depo polisakkarittir. Molekil afirh@y birkag binden $00.000 dalton'a kedar
degismektedir. Amilopektin deha yiiksek molekiil afirligina sahip bir depo polisakka-

rittir( 13).

Nigsastanin ana maddesi enzimatik olarak hidrolize olmaktadir. Tikrikte ve sindi-
rim kanalinda bulunan  @-amilaz nisastanin @ (1-4) badlarim hidroliz etmekte-
dir. Tukriik ve sindirim kanalina salgilanan  Q-amilaz diginda bakteriler tarafindan
salgilanan @-amilazda nigastayr hidrolize etme yetenedindedir. Son yillarda Ozellikle
B. subtilis'ten izole edilen a—amilaz (14) lizerinde yoQun calismalar vardir. Ortam-
da bir karbon kaynad i ve inorganik tuzlarin varh@inda amilaz {retimi birgok
arastiricy  tarafindan gosteriimistir(15). Bakterial amilaz'in termostabil &zellik

gosterdigi yine birgok arastirmac) tarafindan gdsterilmistir(14,16).

Deschreider galigmalarinda a-amilaz'in varhdim poliakrilamid jel elektrofore-
zinde gistermis ve izolasyonu 1le ilgil galismalar yapmistir(17). Remesil yapti
galismalarda termostabil a—amilaz'in 4 ©C'taki extraksiyonu ve 28 °C'taki extrak-
siyonunu karsilastirdiginda 4 °C ta & 12'Yk bir artisin oldugunu gistermistir(18 ).
Yine yapilan galigsmalar a-amilazin termostabil ©zelligini kofaktdrden kaynaklandigin
gostermistir(18,19). Ortamda protein, peptit, pepton gibi organik maddelerin
varhi§inda bakterinin bunlari kaynak olarak kullanarak eksoenzim sentezini artirdi
saptanmistir. Anderson ve arkadaglar1 hazirladiklary birgok organik ve inorganik
madde igeren puding'te Bacillus tlirlerini {reterek fazla miktarda aktivitesi yiiksek
termostabil  a-amilaz Uretimi gergeklestirmiglerdir(14). Ozellikle Uretim sirasinda
sicakhiktan dolayr @-amilaz aktivitesinin korunmasi igin yapilan deneylerde ortamda

albumin varhginda amilazin korundugu gosterilmistir(14,16). Ortamda ca** iyonlari,



nisasta ve albumin varhiginda amilazin stabilize oldugu ancak 1s1nin 143 °C tan disik

olmas1 gerektigi gdsterilmistir(20).
PROTEAZLAR

Proteolitik enzimleri endistriyel enzimlerin 1/2, 1/3'Uni olusturmaktadir( 15).
Bunlarin 25 tanesi termostabildir. Alkalin proteazlar deterjan endistrisinde kul-

laniimaktadir.

B. subtilis'ten iki tip proteaz izole edilmigtir. Bunlar notral pH'da aktif metal
enzimleri (21,22) ve slkali pH'da aktif serin enzimleridir(23,24). Bu enzimlerin
inhibitorlere karg1 davranmiglarinda da farklihk gozlenmisgtir. Enzimlerin estrolitik
aktivitelerinde de vyine farklhihklar gosterilmistir(21,22,25). Millet yaptih
galigmalarda proteazlarin B. subtilis'in sporlasma doneminde metabolik rolleri
oldugunu ileri siirmistiir. Yapti§y difer c¢alismalar ile bu proteazlarin kinetiklerinin
dzel inhibitorler ile incelenebilecedini gostermistir(26). Minamiura ve arkadaglari B.
subtilis'in alkali proteazlarinin etkisiyle pargalanan kazein‘in peptitlerinin amino asit
dizilerini arastirmislardir(27). Millet yaptigh galismalards proteazlarin eldesi igin
0,40 gr/mi1 amonyum siiifat ¢okeltmesinin uygulanmast ile total proteazlarin elde

edildigini elektroforetik olarak ispat etmistir(28).
PROTEIN SENTEZ INHIBITORLERI

Protein sentezi karekteristik olarak birgok santibiotik tarafindan inhibe edilmek-
tedir. Antibiotikler baz1 mikroorgeanizmaler tarafinden kimyasal savunma arac) olarak
sentezlenmektedir. Organizmanin sentez ettigi bu bilegikler kendileri diginda kalan

diger mikroorganizmalar igin son derece toksiktir. Faaliyet mekanizmalar1  spesifik
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olan antibiotikler biokimyasal galigmalar igin son derece faydali bilesiklerdir,

CHLORAMPHENICOL : Ribozomun S0S subunitesinde bulunan peptidil transferaz

aktivitesini inhibe ederek protein sentezini engeller.

TETRACYLCLIN : Ribozomun 30S subunitesine baglanir ve aminoagil-tRNA'nin

baglanmasini inhibe eder.

STREPTOMYCIN : Sentezin baglamasimi inhibe eder ve mRNA (izerinde yanhs

okumalara neden olur.

PUROMYCIN : Aminoagil-tRNA analofju olarak hareket eder 70S ribozomun
aminoagil bolgesine baglamir. Yarolan protein ile peptit bad) yapar ve protein zincir

uzamas1 durur kisa zincirli proteinlerin ortama salinmasina neden olur.

BETA-LAKTAM GRUBU : Ampicillin ve Cephalospirin grubu antibiyotikler bu
gruba girerler. Hicre duvar yapisinda bulunan murein sentezini inhibe ederek etki

gosteririer(29).

ERITROMISIN : Ribozomun 50S subunitesine baglanir ve translokasyonu inhibe

ederek protein sentezini engeller.

SIKLOHEKSIMID : Ribozomun 60S subunitesinde bulunan peptidil transferas

aktivitesint inhibe ederek protein sentezini engeller.

DIFTERI TOKSINI : Okariyotik hiicrelerde EF2' ye bajlanarak protein sentezini
inhibe eder.

TABLO 4 Protein Sentezini [nhibe Eden Baz1 Antibiyotikler
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Sekil 1 Chloramphenicol ve Tetrecyclin'in Etki Mekanizmeas) (13)

BB 7

X—Y—X—Y—X—Y—X—Y—X—Y —X—Y—X—Y—
X—Y—XEY—XEY—XFY—XLY—XLY—XELY—

X—=Y—XEYXEY—XEY—XEY—XEY—XEY—

X Asetilpglikozamin Y Asetilmuramikasit
TA-P .Takeik asit

Sekil 2 Beta-lsktemlarin Etki Mekenizmesi(13 ).
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BACILLUS SUBTILIS PROTEINLERINE ANTIBIYOTIKLERIN ETKILERI

Gunumilz dinyasinda prokaryot protein sentezinin kontrol altinda tutulmas:
endustriyel alanda ve patojen mikroorganizmalara kars: agilan savasta onemli ilerle-
meler kaydettirmistir. Bu amagla kullamilan antibiyotikler protein sentezine inhibe
ederler. Bunlardan chloramphenicol tRNA'min ribozoma bajlanti yerlerinin bloke etmek

sureti ile amino asitlerin uzun zincirler olusturmasini engeller(30).

Yiiksek konsanirasyonlarda verilen antibiyotiklerin protein sentezi (izerine
degisik etkileri vardir.(Chloramphenicol, Chlortetracyciin, Eritromisin) bazi antiblyo-
tikler protein olusumunu tamamen baskilarken protein baglangic seviyesini korur
(serin deaminase, alkalin fosfataz). Baz1 antibiyotiklerde inhibisyon protein bozulumu
ile birlikte seyreder( B - galoksidaz, sitokrom B-0).Bunun yaninda bazi proteinler
inhibitér varhginda daha fazla sentezlenmektedir.Ornegin Aktinomisin varhiginda sitok-

rom A'min sentezi artar(31).

Antibiyotiklerin dislik konsantirasyonda kullamimasinda ise mitekondrial DNA'nin

(Chloramphenicol, Eritromisin varhginda)protein sentezi inhibe olur(32).

Antibiyotigin  bakteiostalik konsanirasyonlarda bulunmasinda ise ,inhibitor
varhigindan etkilenmeyen & S-15 bakterinin kuru adirhi@imin ve canh hiicre total

sayisimn artit bildirilmigtir(33).

Bermek yaptiy ¢ahigmalarda invitro ® S0 chloramphenicol inhibisyon

degerinin 100 mM oldugunu gostermistir(34).

Prokaryot hiicresinde diger birgok rezistanhk gibi antibiyotiklere kar$) rezis-
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tanhginda plazmidler tarafindan saglandidy bilinen bir gergektir. Nowick antibiyotikle-
rin belirli konsantrasyon ve sirede bakteride plazmitlerin sayisinin  arthigim
gostermistir. Ayrica artan bu plazmidlerin "Relaxed” kontrol altinda bﬁlunan yani
replikasyonlar1 digardan gelen faktorlere badl olan plazmidler oldugunu gdstermigtir.
"Stringent” kontrol altindaki yani replikasyonlari kromozomal DNA'ya bajlh olan plaz-
midlerin sayisinin artmadigimi gostermistir(35). Clewell besi yerinde 170 ug/ml
konsantrasyonda Chloramphenicol varhginda ve 2,5 saatlik inkiibasyon sonunda Relaxed
kontrol altindaki plazmid sayissmin bir kag bine ¢iktim gostermistir(36). Bu
geligmeleri takiben plazmid sayisimi amplifiye edecek miktarda antibiyotik igeren or-
tamlardaki plazmid gen ekspresyonlar1 Clewell, Nowick ve Royston tarafindan uzun

siren galismalara neden olmustur(37,35,38).

Beta-laktam antibiyotik grubu Uzerine yapilan galismalarda onlarin da plazmid
sayisint artirmada etkili oldugu gosterilmistir(39). Young B. subtilis'te Chloramphe-
nicol Acetiltransferaz geninin amplifikasyonu lzerine yapti1 galismalarda, sentezlenen

protein miktarinin kullamlan antibiyotik 1le kontrol edilebilecegini gdstermistir(40).
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TEZIN AMACI

Son yillarda dzellikle biyoteknoloji biliminin geligsmesi {le gegitli enzim ve pro-
teinlerin Uretiminde mikroorganizmalara ydnelinmistir, Bu yolla gelismis bir ¢ok

Ulke ekonomilerine biylk katkilar saflamaktadirlar.

Calisma materyali olarak segtigimiz Cermik Termal Kaphcalarindan izole edilen
B.subtilis gerek kolay d{retilmesi gerekse bir gok eksoenzim salgilamasi nedeniyle
uygun bir materyal olarak tesbit edilmistir. Uretim ve saflastirma asamalarindan
sonra elde edilen amilazin uygun aktivitede olmasi ve orlamda albumin varh{inda
amilaz miktarimn artis gostermesi biyoteknolojideki yeni geligsmelere neden olacad
saniimaktadir. Bu bakteriden elde edilen amilazin biyokimyasal ozellikleri saptanmaya
gahsiimistir. Ayrica bakterilerin Urettikleri proteazlarin bazi etkileri incelenmeye

gahgitimigtir,

Son yillards bakteriler Uzerinde vyapilan c¢ahigmalarda inhibitorlerin onlar
tzerindeki etkisi srastirilarek tedavide kullamilmaya arz edilmektedir. Calismamin bir
blimiinde 8zellikle baz1 antibiyotiklerin B.subtilis proteinleri lizerindeki etkileri in-

celenmeye galisildi,
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MATERYAL YE METOT
a) Kullamilan Klmyasal Maddeler

Elektroforstik malzemeler  Acyrilamide, bis-acyrilamide, MET (2-
Mercaptoetanol), SDS(Sodyum dodesil silfat), TEMED, Riboflavin, Glicine, Coomassive
brilland blou-R250, standart proteinler (Albumine bovine, albumine egg, tripsinojen,

tripsin inhibitér, carbonic anhidres) Sigma, st.Louis'ten,

Antibiyotikler chloramphenicol, cephalexin, cefotaxim ve Ampicillin Sigma, st.

Louis'ten,
Amidon Boehringer manheim,

K2HP04, KHzPoq, NazHP04, NaH2P04, KOH, (NH4)2304, Mgsoq,Nas—Citrate, I, KI,
NaCl, NaOH, NaCO,, Tris bese, Tris HCl, Na-K- tartarat, TCA (Triclorasetik asit),
D-Glucose, Cu804, Sukroz, ® 96’k Etanol ve difder analitik saflikteki maddeler
Merck, Darmstadt'tan, BSA(Bovine serum albumin) Behringwerke A.G Marburk

lonn'dan, a— Amylase Fluka, Buchs'tan
NB(Nutrient Broth) bacto'dan temin ediimistir.

b) Biyolojik Materyal : Germik termal kaphcalarindan fzole edilerek tur teshisi

yapilan termotolerant Bacillus subtilis kullaniid.

c) Besi yeri, tampon ve cozeltilerin hazirlanmas) : NB(Nutrient Broth) s
besi yeri hazirlamak igin 8 gr. NB 1 1t. saf suda gozlilerek otoklavlandi. Spinzer'in

glikoz-mineral besi yeri (41) 14 gr. K,HPO,, 6 gr. KH,PO,, 2 gr (NH,) 50,4, 1
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ar. NaS—Citrate. 2H20, 0.2 gr‘.l‘“lgso4 7 H20 1 1t saf suda c¢bziilerek otoklayland.
Otoklavlamadan sonra S gr. D-glikoz steril sartlarda ilave edildi. Ayrica BSA-glikoz-
mineral besiyeri igin aym besiyerine 250 ug/ml. konsantrasyonu sajlayacak sekilde
BSA ilave edildi. Tim besi yerleri kullanilincaya kadar +4 °C de sakland.

Dializ Tamponu: 14 gr K2HP04, 6 gr KH2P04 1gr Naz—Citrate.2H20, 100 mM

MgSO4.?H20 1 litre saf suda ¢dzilerek hazirland.

Fosfat tamponu: 19ml 0.2M KOH, SO ml O0.1M I<H2PO4 100ml'ye seyreltilerek

hazirlandi.

Bakteri yikama tamponu 0.05 M Tris base pH 7.5 olacak sekilde konsantre HCI

ile ayarland.

Lugol Gozeltisi: Stok 0.1 M iyot B3 KlI iginde hazirlandi. Kullanilacady zaman

1715 seyreltilerek hazirlandi.

Amidon Gozeltisi: 200mg amidon tartilarak 10 ml kaynar fosfat tamponu
fgerisinde ¢dzlldlu. Daha sonra kaynar haldeki fosfat tamponu igerisine bu ¢ozeltiden
damla damla oldukga yavag damlatilarak hacim fosfat tamponu ile S00 ml olacak

sekilde tamamlandi.

Dializ Hortumunun Hazirlanmast: 10 mM K-EDTA pH 7, 90 °C'de kaynatilarak
icerisine dializ hortumu 3 dakika siireyle birakildi. Ust sivi dokiillip dializ hortumu

bol saf su ile yikanarak saf su icerisinde +4 °C'da muhafaza edildi.

Antibiyotiklerin Hazirlanmast: Ampicilin 25 mg/m! konsantrasyonda steril saf suda
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hazirlanarak besi yerine 500 pg /ml konsantrasyonu ilave edildi(9 ).

Chloramphenicol: 34mg/ml. konsantrasyonda & 96'lik etanolde hazirlanarak besi

yerine 170 pg /ml konsantrasyon olacak sekilde ilave edildi(36).

Cephalexin: 25mg/m1 steril saf su igerisinde hazirlanarak besi yerine SO0 pg/mi

konsantrasyonda ilave edildi(9 ).

Cefotaxim: 25 mg/ml konsantrasyonda hazirlanarek besi yerine S00 pg /ml

konsantrasyonda ilave edildi(9 ).
Hazirlanan tim stok gozeltiler -20 %C'ta muhafaza edildiler.
d) Bakterilerin Uretimi:

Enzimatik galigmalar igin: Bakteriler enzim galismasi igin glikoz-mineral ve BSA-
Glikoz-mineral besi vyerinde antibiyotik galismas) igin NB'de dretildiler. Enzim
galigmasy igin sekil (3,4 ) den gorildigu gibi once kat) besi yerinden bir koloni 10
m1 glikoz-mineral besi yerine, yine bir koloni 10m!1 BSA-Glikoz-mineral besi yerine
ekilerek 9.5 saal galkalamah ©'M8K 37 0 44 inkiibosyona birskildi. Bunu takiben
100  pl'lik kdlturler 25 mt'lik besi yerlerine ekildi. 37 ®C'ta 9.5 saat galkalamal
olarak inklbasyona birakilan kiltirlerin tamami1 500 ml'lik besi yerlerine ekilerek

17 saat siire ile 37 9C'ta galkalamal1 olarak inkiibe edildi.
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katy besi yeri kat1 besi yeri
tek koloni tek koloni
10 m1Glikoz-Mineral besi yeri 10 m1BSA-Glikoz-Mineral
9.5 saat 37 °C galkalamali | 9.5 saat 37 °C galkalamah
100 pl ekim 100 p! 25 ml BSA-Glikoz-
25 m1 Glikoz-Mineral Mineral
| 9.5 saat 37 °C galkalaman | 9.5 saat 37 °C ¢alkalamah
25 mlekim S00 ml BSA-
25 ml ekim 500 m! Glikoz-Mineral
Glikoz-Mineral 17 saat
‘ 17 saat 37 9C calkalamall
37 9 galkalamaly
Bakteri Eldesi Bakterilerin eldesi
Sekil(3) Sekil (4)
Glikoz-Mineral Besi Yerinde BSA-Glikoz-Mineral Besi Yerinde
Bakteri Uretimi Bakterilerin Uretimi.

Antibiyotikli ortamlarda Bakteri Uretimi ve Plazmid amplifikasyonu: 4 ayr1 anti-
biyotik igin ayr1 kiiitiirler hazirlandi. Uretim igin sekil S'ten gorildigu gibi kat besi
yerinden tek bir koloni 10 ml NB sivi besi yerine ekilerek 37 OC'ta 9.5 saat
Galkalamall olarak inkiibe edilen kulturlerden 100 g1 25 ml besi yerine ekildi.
37°C'de 9.5 saat cgalkalemal inkiibasyondan sonre bunun tamami S00 ml'lik besi
yerlerine ekilerek 37 OC'ta 9.5 saat calkalamall olarak inkiibe edilen kiltiirlere daha
once anlatilan miktarlarda antibiyotikler ayri ayri ilave edildi. 2.5 saat 37 0C'ta

galkalamali olarak inkibe edilen kiltirler +4 Oc'ta alindi (9,36).



KATI BESI| YERi
tek koloni
|Ekim

10rn1'.NB sivibesi yeri
37%

9.5 saat galkalamal
100 ul 25 ml NB sv1 besiyeri
37%

9.5 saat galkalamal
25 ml 500ml'ye Ekim
37%

9.5 saat galkalamah
Antibiyotiklerin ilavesi
2.5 saat

379C gelkalamah
Bakterilerin Eldesi

Sekil (5) NB'de bakterilerin tUretimi
ve antibiyotiklerin ilavesi

e)Kultiirlerden Bakterilerin |zolasyonu:

Kiiltirler inkiibasyon stiresi sonunda +4 %C'a alinerak +4 %C'ta 5000 rpm.da
15 dk. santrifljlenerek bakteriler elde edildi. Supernatantler daha @nceden
sogutulmus erlenlere alinarak afizleri kapatilip -20 OC'ta muhafaza edildi. Bakteri-
ler yikama tamponu ile 2 kez yikanarak besi yeri artiklari temizlendi. Elde edilen
supernatantin belirli bir kismi bakteri miktar tespiti igin standart olarak kul-
lamldi. Spektronic -20 spektrofotometresi ile 0D420 hm'de miktar tespiti yapldi.

Bakteriler galisihincaya kadar -20 OC'ta sakland.
f) Amonyum Siilfat Cokertmesi:

(NH4)2 SO4 havanda iyice ezilerek pudra haline getirilip etki ylzeyinin

genigletiimesi saflandi. Enzim galigmas) yapilacak olan BSA-Glikoz-Mineral ve Glikoz
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mineral supernantlari buz igerisine alinarak, icerisine bir magnet atihp karigtirid.
0.4 gr/mL (NH,), SO, oldukga yaves olarak ilave edildi. Islem bittikten sonra 1 saat
karishirld. Cézeltiler 5000 rpm'de+4°C'ta 20 dk santrifiijlenerek ¢okelti ve super-

natant pastor pipetle hassasca ayrildi. Cokeltiler S ml dializ tamponunda goziildiler.

(NH4)2304 gokeltmesi sonuca elde edilen ¢okelli ve suparnatant 2 litre dializ

tamponuna kars1 gece boyu dializlenerek (NH4)2504'ten kurtarihrlar.

Bu sayede @~ amilaz ve proteaziar ayri ayr) elde edilirler.
g) Elektroforez lslemi:

Elde edilen enzim ¢Gzeltileri Weber and Osborn (42) ydntemine gbre veya

Davis yontemine gore (43 ) Elektroforez islemine tabii tutuldular.
h) &-Amilazin Akromik Noktasinin Belirlenmesi

Fuwa ybntemine uygun olarak yapildi{44). 1/15 seyreltik Lugol gozeltisinden
mikrotited kuyucuklarina SO pl birakildi. 37 0C"(a bir tlip icerisine; 2 mL. Amidon
gozeltisi, 2 mL Fosfat tamponu, 1 cc 0.5 M NaCl ve 1 ml. Enzim cdzeltisi ilave edi-
lerek karigtirildi. |1k andan itibaren lugol kuyucuklarina 30 ar pl birakilarak renk

stabilitesi incelendi.
1) &« -Amilazin Km Degerinin Belirlenmesi:

Lineweavwer-burk (45) denkleminden yola gikilarak Km deferleri elde edildi.
Bunun igin tablo (S) deki deney serisi hazirlanarak 660 nm'de spectronic 20 spekt-

rofotometrisinde okundu. Bulunan OD dederleri standart Amidon egrisi f{le
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karsilastirilarak Amidon ve irin miktarlary bulundu. 1/Amidon ve 1/irin degerieri

bulunarak grafige gegildi. (Tablo S)

Kullanilan maTijp o ! 2 3 & 2
Amidon Goz m1 8 6 4 2 -
Fosfat Tamponu m1 e 4 6 8 10
0.5 M NaCl m1 1 1 1 ] 1
Enzim Goz. pl 20 20 20 20 20
& 1 NaOH m1 Z Z 2 2 2
1715 seyreltik LUGOL m1 4 4 4 4 4

Tablo(5) Km deferlerinin elde edilmesi igin hazirlanan deney sistemi.(20 dk. 37°C'ta
inkiibasyon)

NOT: Glikoz-mineral besi yerinden elde edilen amilaz miktary az olduundan deney

sisteminde enzim gOzeltisinden 1,23 ml birakilarsk deney yapild.

i) Optimal pH'min belirlenmesi

Bunun igin defisik pH de@erlerindeki fosfat tamponlari hazirlanarak Tablo (6)'deki
deney duzenedi hazirlandi. 660 nm'de spektro deferleri standart edri yardimiyla ince-

lenerek  ortamdaki amidon ve Uridn miktarlary  bulunup grafife gegildi.
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Kullanilan ma]zerx:up e ! 2 " 4 > :
Amidon g¢Bzeltisi ml 4 4 4 4 4 0
0.5M NaCl m] 1 1 1 ] | 1
%1 NaOH m1 2 2 2 2 2 2
Enzim gbzeltesi pl 20 20 20 20 20 20
Lugol 1715 seyreltik ml 4 4 4 4 4 4
Fosfat tamponu m 2 2 2 2 2 6
pH S8 6 6.5 1.5 8 Saf su

Tablo ( 6 ) Optimal pH deferinin belirlenmesi igin yapilan deney sistemi (37

OC'ta 20 dakika inkiibasyon sonrasi)

j) Optimal Cl miklarinin belirlenmesf

Bunun igin tablo (7) daki deney dizeneli kurulup inkiibasyon sonunda 660

nm'de spekiro deferleri okunarek standart emidon eQrisinden bu degerlere

karsihk gelen amidon miktar1 saptamip drln miklar

gegildi.

hesaplanarek grafige
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Tup no 1 2 3 4 5

Kullanilan mal.

Amidon ¢Ozeltisi mi 4 4 4 4 -

Fosfat tamponu m1i 7.5 7 6.5 6 12
&1 NaOH m1 2 2 2 2 2

0.5 M NaCl ml 0.5 1 1.5 2 =

Enzim gozeltisi pl 20 20 20 20 20
Lugol m1 1/15 seyreltik 4 4 4 4 4

Tablo (7) Optimal C1 miktarinin belirlenmesi igin hazirlanan deney sistemi (37

OC'ta 20 dekika inkiibasyon sonrasi).

k) Albumin, Glikoz, K+, Amilaz Miktar Tayinleri

K+, Albumin, Glikoz ve Amilaz miktar tayinleri Beckman Otoanalizir'de

yapildi.
1)Antibiyotik Galismasi Igin Bakterilerin Pargalanmasi

2 m] yikama tamponu igerisindeki bakteriler buz igerisinde ultrasonic soni-
cettr'de (Lab-line) 10 kHz, 100 W'ta 15 dk'hk iki seansta parcalandi. +4 °C'de
5000 rpm’'de 30 dk santrifiijlenerek siipernatant tnceden sofutulmus bir tipe alind..

Kullanilincaya kadar -20 °C'ta saklandi(49).
m) Protein Miktar Tayinleri

Lowry ve arkadaglar1 yonlemine gore (47) veya Warburg Christian (48)

yontemine uygun olarak yapildi.
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n) Antibiyogram

Disk Difizyon yontemine gore yap11di( 46).

BULGULAR

1) &~ amilaz ve proteszlarin eldesi

g 0-60'k Amonyum Silfst gtkeltmesi ile proteazlar gokeltilerek, o-Bmilaz
ve proteazler sktif olarek elde edildiler. Sekil (6) ve (7) bunlarin elektroforez re-

simlerini gostermektedir.

-

L
|
il -
A B A B
$ekﬂ 6.8 $ekil 7 a

A-Standart proteinler BSA (66.000 dalton)

A-Standart proteinler BSA (66.000 dalton)

ipsinoj 1bumin
tripsinojen (24.000 dalton) laktalbumin {ripsinojen (24.000 dalton) laktalbu

= . i indan
(14.200 gdalton) B-BSAh besi ortamindan (14.200 dalton) B-BSA's1z besi ortem

‘ ' Hon).
elde edilen amilez (58.000 dalton). elde edilen emila2 (58.000 da



Sekil 6 b
A-Standart proteinler BSA (66.000 dalton)

tripsinojen (24.000 dalton) laktalbumin
(14.200 dalton) B- BSA1 besi ortamindan

elde edilen proteazler.
W

!
3

Sekil 7 b
A-Standart proteinier BSA (66.000 dalton)

glbumin egg (45.000 dalton), Carbonik anhidrase
(29.000 dalton) tripsin inhibitor (20.400 dalton)

B-BSA'siz ortamdan elde edilen proteaz bantlary
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2) Ureyen Bakteri Miktarlar) ve Protein Miktarlarinin Tesbiti

500 ml'lik BSA'h ve BSA's1iz ortam bakteri Uretim miktarlar) incelendiginde

BSA'h ortamda Uremenin yaklasik 2,5 kat fazla oldugu gbzlendi. Her iki ortamdaki

protein miktarlar1 amonyum siilfat ¢okeltmesinden sonra incelendiginde BSA'I ortamda

proteszlarin yaklagik iki kat fazla sentezlendigi tesbit edildi (Tablo 8 bu degerleri

vermektedir).
Uretilen besiyeri Ureme miktar1 | 1 g~ lizat protein miktar | Proteazgiz. protein | Enzim Qiz
miktar Protein mik
BSA-Glikoz-Mineral 17.84gr 51.96 mg/m} 16.9 pg/ml [10.2ug/ml
Glikoz-Mineral 6.76 gr 14.72 mg/m} 5.4 pg/ml [S7 pg/ml

Tablo (8) Qegitli ortamlardaki bakteri lizatlarin ve lretilen protein miktarlary

3) BSA'I ortamda baklerinin yaklasik 2.5 kst fazla liremesine ragmen ortamdan

degigen glikoz, K ve amilaz miktarlari yaklagik olarak aymidir, Tablo (9 ve 10).

Tablo (9-10) BSA'l1 ve BSA's1z besi

sonra maddelerin konsantrasyonlari.

BSA'T ortam  [Baslangig| Uremesores) BSA's1z ortam | Baslangig|Uremesoras)
Albumin 250ugimt| 44 pg/m) Albumin - -
Glikoz omg/ml | 24mg/ml Glikoz omg/mi | 253mg/mi
K 205mM/L{ 189 mM/L K 205mM/L| 186 mM/L
Amilaz = 46 unite Amilaz = 38 unite

ortaminda bakteri Uretiminden ©Once ve
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4) Proteazlarin Aktivitesinin Gdsterilmesi

Materyal ve metodda belirtildigi gekilde elde edilen proteaz ¢ozeltisinin 40 ul
fle 20 w1 1 mgr/mVlik BSA 37 Oc'da inkibe edildi. Buradan elektroforeze verilen
grneklerde 30. saniyede BSA'dan 45000 daltonluk bir parca koparildidi ayrica 35000
ile 19000 dalton arasinda degisen pargalara ayiwrdidi gozlendi. Yarim ssat sonra Ust
sivi ile mukayese edildiginde BSA'min timinln pargalandidy gdzlendi. $ekil (8) Bun-

larin slektroforez bantlarin) gdstermektedir.

| N S : . G,
j
: | | |
J
L o 1
A B C D E F 6 H 1

ekil g

A-Standart proteinler BSA (66.000 dalton) carbonik anhidrase (29.000 dalton) tripsin
inhibitr (20.400 dalton) B- 20 pl BSA standsrti C-30 saniye inkiibasyonds kalmis 40 ul
protesz gozeltisi + 20 pl BSA D- 1 dakika inkiibasyonda kalmis 40 ul proteaz g¢dzeltisi+20
pl BSA. E-S dakika inkiibasyonda kalmig 40 ul proteaz giizeltisi +20 pl BSA F-10 dakika
inkibasyonda kalmig 40 ul proteaz ¢Ozeltisi +20 pl BSA G- 15 dakika inkibasyonda kalmis
40 ul proteaz ¢ozeltisi+20 wl BSA H-30 dakika inkibasyonda kalmig 40 pl proteaz
gOzeltisi+20 ul BSA 1- 60 dakika inkiibasyonda kalmig 40 pl proteaz gdzeltisi + 20 ul BSA

|-40 u! proteaz ¢ozeltisi.
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5) «- Amilazin Akromik Noktasinin Tesbit Edilmesi

BSA'lT ve BSA'siz ortamlarda Uretilen a-amilazin nigsasta Uzerine etkili olup
olmadidint ve etki siiresini tesbit etmek igin her iki ortamda Uretilen &-amilazin ak-
romik noktalary fuwa yontemine gdore tesbit edildi. BSA'h ortamda akromik nokta 9
dk. BSA's1z ortamda yine 9 dk. olarak saptandi. BSA'nmin ortamdaki etkisini incelemek
amaciyla glikoz mineral sipernatantina 250 pg/ml BSA ilave edilip akromik nokta

tayini yapiidifinda 12 dk. olarek tesbit edildi (Sekil 9).

Glikoz-Mineral+BSA

8- BSA'™h ve BSA'siz
Esda Ortam Amilazy

i |
4 16 18 Reaksyon Hizv
pg/mi

Sekil (9) Cesitli ortamlarda «- amilazin reaksiyon hzina badli olarak akromik

noktalar.
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6) - Amilaz Aktivitesi Igin Optimal pH'nin Tesbiti

BSA igeren ve igermeyen her iki ortamda da - amilaz aktivitesi igin opti-
mal pH arahi§1 6,5 ile 7 arasinda oldugu gdbzlendi. Optimal pH arahidv diginda bir in-

hibisyonun oldugu gdzlendi ( Sekil 10 ).

—

o0 —i—
o
o-
b

N

B

H

h-

= =

o
m——

N ——

Sekil ( 10 ) BSA'h ve BSA's1iz ortamlardan elde edilen Amilaz'in optimal pH

degerleri.



7) w- Amilazin Aktivasyonu Igin Optimal C1 Miktarinin Saptanmas

Her 1ki ortamda Uretilen e~ amilazin aktlvite gistermesi igin C1 iyonuna ih-
tiyag gdsterdigi tesbit edildi. Sistem igin en elverigli konsantrasyon 2.6 pg/ml oldugu
dusiik konstantrasyonlarin yetersiz kaldidy ylksek konsantrasyonlari ise sistemi belli

bir oranda inhibe ettigi gdzlendi ( Sekil 11).

R. Hiy
pg/mil
i B
B =
| | 1 1
Ll A 1 )
i 2 3 4 Cl. pg/ml
Sekil (11) BSA'h ve BSA'siz ortamlardan elde edilen Amilaz'in optimal Cl mik- J

tar.
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8) Km Degerinin Bulunmasi

BSA'lh ve BSA's1z ortamda iretilen bakterilerden elde edilen amilazin subs-
trat Uzerindeki etkinligini belirleme amact ile Km deferleri bulundu. BSA'hh ve

BSA'siz ortamlarda Km degeri 0,66.1072 olarak bulundu Sekil (12-13).

1V
fg/m)

20 +

15 -+

10 L y=-0.0820764+2.1 39X

51—
| / JI = |

|
1 | I |
-1/Km 2 4 6 8 10 12 1/5 pg/ml

——

Sekil (12) Lineavewear-Burk Denklemine gore BSA'lY ve BSA'siz ortamlardan

elde edien Amilaz'in Km dederinin gosterimi.

v
mg/ml
10 -

1 | | | ]
i T I 1
1

1
5 20 25 30 35 Smg/ml

|
I

|
1
S 10

Sekil (13) Michelis r"’lenten Bagintisina gore substrat ve enzim iligkisi.
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9) BSA'l' ve BSA'siz ortamlarda Uretilen B.subtilis'in doubling time siireleri
karsilastimildiginda BSA'lh ortamda bakterilerin S7 dakikada sayilarini iki katina
Gkardiklar1 BSA'siz ortamda ise 88 dakikada sayilarini iki katina gikardiklar) tespit

edildi.

10) B.subtilis maksimum Ureme sicaklifi olan 55 OC'ta uretildiginde BSA's1z
ortamda belli bir renk degisimi (kararma )meydana geldigi g6zlendi.BSA'li ortam
bakterileri ise normal lremesine devam etti. Elde edilen bakteriler NB kati besi ye-

rine ekildidinde BSA's1z ortam bakterileri oldukga zor ve az miktarda urediler.

11) Antibiyogram

Disk diflizyon yontemine gore bakterinin duyarlihiginmi tespit etmek igin yapilan

antibiyogramda su sonuglar elde edildi.

Tablo (11) B.subtilis'in gesitli antibiyotiklere kars antibiyogramn,

Cefolotin SS Duyarh
Amoxilin-klavunat Duyarh
Amikacin Duyarl
Sulbaktam-Ampicilin Duyarh
Ampicillin Duyarh
Cefoparozone Az duyarh
Cephalexin Az duyarh
Cefotaxim Direngli
Ceftrioxone Az duyarl
Cifroflaxin Duyarh
Cefuroixine Duyarh

L Chigramphenicol Duyari
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12)Plazmidleri Amplifiye edecek miktarda antibiyotik iceren kiltiirlerden elde
edilen bakteri miktarlarinda kontrole gére bir artis vardir. Bu artig direnglilige
bagli olarak artmaktadir. Bu dederler 2.5 saatlik ampilifikasyon siresi dahilinde-
dir.Tablo (12).

Ortamin igerdigi antibiotik Ureme miktar1 004 | Ureme miktar) Gram
Normal 0.45 0.11
Ampicillin Q.07 0.19
Chloramphenicol 1.14 0.28
Cephalexin 1.26 0.31
Cefotaxim 1.92 0.47

Tablo (12) Cesitli Ortamlarda Uretilen Bakterilerin Ureme Miktarlari (mg/m!)

13) Supernatant protein miktarlari incelendidinde en fazla protein Ampicflin

iceren ortamda en az ise antibiyotik icermeyen ortamda bulunmustur. Tablo(13).

INB Ekim yapiimamis 1,27

B Ekim yapilan 1.39
hmpichiin 2.27
Chloramphenicol 1.42
[Cefotaxim 2.57
Cephalexin 2.12

Tablo (13) Cesitli Antibiyotik lgeren ve lgermeyen Ortam Supernatantlari Pro-

tein Miktarlary. (mg/ml)
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14) Pargalanan bakterilerin protein miktarlari incelendiginde kontrole nazaran

bir dusius oldugu ve kontrole gore en fazla protein Chloramphenicol igeren ortamda

butundu, Tabla (14) vekil | 4 Pargalanan bakterilerin elektroforez bantlarim gaster mektedir,

Chloramphenicol'u ortam 23177
Cephalexin'li ortam 1.2716
Ampictlin'li ortam 2.1626
[Cefotaxim'1i ortam 1.056
Normal) 2,818

Tablo (14) Cesitli Antibiyotik Ortamlarinda Uretilen 0.11 gr Bakteri Lizat-

larinin Protein Miktarlari(mg./m1)

Sekil 14 A B c o £ f
A-Standart proteinler BSA (66.000 dalton)

tripsinojen (24.000 dalton) laktalbumin

« 14.200 dalton)B-Kontrol bakterilerinin protein bantlari
C-Cephalexin'li ortamdan elde edilen bakterilerin protein bantlari
D-Chloramphenicol'li ortamdan elde edilen bakterilerin protein bantlari
E-Ampicillin'li ortamdan elde edilen baklerilerin protein bantlar

F-Cefotaksim'li ortamdan elde edilen baklerilerin protein bantlari
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TARTIGMA

Cermik termal kaplicalarindan izole edilen termotolerant Bacillus subtilis gli-
koz-mineral besi yerinde uygun {reme gosterdigi saptandi(41).Bu besi yerine BSA
ilave edildiginde iUremenin BSA'siza gore 2.5 kat arttigi gézlendi. Bakterilerin amino
asit ihtiyaglarim  kargilamak igin BSA'siz  ortamda amino asitleri kendileri
olusturduklari, ortamda BSA varhdinda proteazlar aracilih ile amino asit saglamanin
bakteri igin daha uygun oldugunu distndirmektedir. Cesitli arastirmalarda bakterile-
rin karbon kaynafi olarak Oncelikle glikozdan vyararlandi§y, ortama protein
birakildiinda bu bakterilerin aym siire iginde daha fazla lremesi glikoz kaynaginin
yan sira, protein kaynadinmin da kullamldidr kanisimi uyandirmaktadir. Bakterilerin
glikozu kullanmasi gerekirken, ireme sonunda gerek BSA'll gerekse BSA'siz ortamda
yaklasik aym miktarda glikoz kullamiimasi glikozun ortamda belli bir konsantrasyonda
bulunmasim sezindirmektedir (1,4). 55 °C gibi yiksek bir 1s1da Uretim sirasinda
BSA's1z ortamda dretilen bakterilerin ortama uyum saglayamamasi, BSA'nin yiiksek
1slya karg1 koruyucu bir rol oynadigi kanisimi uyandirmaktadir. Bu goris Anderson
ve arkadaglari tarafindan da desteklenmektedir( 14). BSA'siz ortamdan elde edilen
amilaz Uzerine BSA ilave edilmesiyle aktivitenin gok az da olsa azalmas) bir inhibi-
syona neden oldugu ve 1siya Kkargt koruyucu etki gosterdidini dislindirmektedir
(14,16). Caligmada amilazin aktivasyonu igin daha Gnce belirlenmis olan C) gereksi-
niminden daha fazla Cl'a ihtiyag gdstermesi termotolerantlia bagh oldugu kanisin
uyandirmaktadir( 19,5). Ortama BSA ilave edildiginde ok kisa bir siirede proteazlarin
BSA'y1 pargalamas) bakterinin giddetli bir amino asit ihtiyaci oldudunu sezindirmekte-

dir(1).
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Termotolerant B. subtilis antibiyogram yapilarak (46) direng gosterdigi iki an-
tibiyotik ve duyarli oldugu iki antibiyotigi belirli miktarlarda igeren NB besi yerle-
rinde Uretildidinde Uremenin direnglilide bagdli olarak artis gdstermesi inhibisyona
karg1t bakterinin kuru agirhik ve canh hicre sayisinin  artirdidn  kanisini
uyandirmaktadir. Bu olay Kozyreva ve Plakunow tarafindan desteklenmektedir
(31,33). Bakterilerde Uremenin artmasina kargilik beher bakteride ki protein mik-
tarinin azalmas1 yasam igin simirh bir protein sentezlenebildigini disiindirmektedir,
Amplifikasyon siresinin 2.5 saat ile simirli olmasininda bu etkilerde rol oynadid
san1imaktadir. Chloramphenicol ve Ampicilin‘li ortamlarda protein miktarinin yiiksek
¢gikmasi, baz1 proteinlerin inhibitr varh§inda daha fazla sentezlenebildidi kamisin
uyandirmaktadir. Bu proteinler arasinda bakterinin solunum yolunda gbrev alan sitok-
rom-A ve baz1 enzimlerin bakterinin direnglilijinde rol oynayan Chloramphenicol
acetyltransferase gibi baz1 proteinleri gdsterilmistir(31). Bakteride antibiyotik
varliginda Uretilen proteinierin dnemli bir kisminin artan plazmid sayisiyla kontrol
edildidi, plazmid sayisinin artmas1 ile baz1 proteinlerin sentezinin de arthify
sanimaktadir(40). Bu nedenle protein miktarinin en yiliksek gozlendidi antibiyotikte
plazmid anplifikasyonununda en iyi gercgeklestigi saniimaktadir. Digar1 salinan pro-
teinlerin miktarinin farklt antibiyotik varhi§inds dedigim gdstermesi @zellikle beta-
laktam grubu antibiyotik igeren supernatantlarda artis gostermesi, ve duyarlt bulun-
dugu ampicillin'de en yiiksek dederin ¢ikmasina beta-laktamaz (Penicilinase) enzimi-
nin neden oldugu samlimaktadir(29). Son yillarda beta-laktamaz etkisini inhibe etmek
icin ampicillin ve sulbactam kombine olarak kullamiimaktadir (39). Bakterinin direng
gdsterebildigi 2 cepholosprin grubunda da yaklagik olarak benzer sonuglarin elde edil-
mesi direnglilik genlerinin aym R-Plazmid Uzerinde vyer aldi§r kamisim

uyandirmaktadir.



O0zZET

Cermik termal kaplicalarindan izole edilen termotolerant Bacillus subtilis gli-
koz-mineral besi yerinde Uretilerek bir takim eksoenzimler! incelenmeye
cahisilmistir. Ortama BSA ilave edilerek bakterinin eksoenzim salgilamas) ve BSA'ya

kars1 salgilamis oldudu proteazlar ve BSA'nin Ureme Uzerine olan etkileri incelenmeye

caligitmistir.

Galismanin diger bir bolimiinde plazmidieri amplifiye edecek miktarda antibiyo-

tik muamelesine tabi birakilan B. subtilis'in proteinleri ve ortama saldiklari pro-

teinleri incelenmeye calisiimistir,
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