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OZET

DIETIL PIROKARBONAT, HOMOSISTEIN TIYOLAKTON VE
METILGLIOKSAL ILE MODIFIYE EDILEN NiSININ OZELLIKLERI

DEMIR OZER, Ezgi
Nigde Omer Halisdemir Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Danigsman :Prof. Dr. Metin YILDIRIM

Subat 2018, 70 sayfa

Dietil pirokarbonat (DEPK), homosistein tiyolakton (HSTL) ve metilglioksal (MG) ile
modifiye edilen nisinin bazi Ozelliklerinin incelenmesi bu tez ¢alismasmin temel
amacini olusturmustur. Ticari nisin, diklorametan ile ¢oktiirme ve katyon degistirici
kolon kromotografisi yontemleri birlestirilerek en az %95 diizeyinde saflastirilmistir.
Yiiksek safliktaki Nisin Z DEPK ile %13,68, HSTL ile %6,30 ve MG ile %70,51
diizeyinde modifiye edilmistir. Tripsin ve termolisin enzimleriyle hidrolizasyon ve
trisin-sodyum-dodesil-siilfat poliakrilamid jel elektroforez analiziyle modifikasyonun
gerceklestigi gosterilmistir. DEPK ve MG ile modifiye edilen nisin, Staphylococcus
aureus ATCC 6538, Bacillus subtilis ATCC 6633, Lactococcus lactis ssp. cremoris AU,
Enterococcus faecium ATCC 9097, Listeria monocytogenes NCTC 5348 ve
Escherichia coli RSKK bakterilerine karsi antibakteriyel aktivite géstermemistir. HSTL
ile modifiye edilmis nisin ise sadece Enterococcus faecium ATCC 9097°ye karsi
antibakteriyel aktivite gdstermis ve minimum inhibisyon konsantrasyon (MiK) degeri

16,75 uM olarak saptanmigtir.

Anahtar Sozciikler: Bakteriyosin, nisin, kimyasal modifikasyon, dietil pirokarbonat, homosistein

tiyolakton, metilglioksal, antibakteriyel aktivite.



SUMMARY

PROPERTIES OF NISIN MODIFIED WITH DIETHYLPYROCARBONATE,
HOMOCYSTEINE THIOLACTONE OR METHYLGLYOXAL

DEMIR OZER, Ezgi
Nigde Omer Halisdemir University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor : Prof. Dr. Metin YILDIRIM

February 2018, 70 pages

The main purpose of this study is to investigate some properties of nisin modified with
diethylpyrocarbonate (DEPC), homocysteine thiolactone (HCTL) and methylglyoxal
(MG). Commercial nisin was purified to at least 95% using the method developed by
combining dichloromethane precipitation and cation exchange column chromatography
methods. High-purity Nisin Z was modified by 13.68% with DEPC, 6.30% with HCTL
and 70.51% with MG. The modification was confirmed by using hydrolyzing activities
of trypsin and thermolysin enzymes followed by tricine-sodium-dodecyl-sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis. The nisin modified with DEPC or MG did not show
any antibacterial activity against Staphylococcus aureus ATCC 6538, Bacillus subtilis
ATCC 6633, Lactococcus lactis ssp. cremoris AU, Enterococcus faecium ATCC 9097,
Listeria monocytogenes NCTC 5348 or Escherichia coli RSKK. HCTL modified nisin
had a little antibacterial activity against Enterococcus faecium ATCC 9097 and the
minimum inhibitory concentration (MIC) of HCTL modified nisin was 16.75 uM

against Enterococcus faecium ATCC 9097.

Keywords: Bacteriocin, nisin, chemical modification, diethyl pyrocarbonate, homocysteine thiolactone,
methylglyoxal, antibacterial activity.
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BOLUM I

GIRIS

Tiiketicilerin dogal ve katkisiz iiriinlere gosterdikleri talepteki artis nedeniyle laktik asit
bakterileri ve bakteriyosinler potansiyel gida koruyucusu olarak 6nem kazanmigtir
(Marth, 1998; Cleveland vd., 2001). Bakteriyosinler, ribozomal olarak sentezlenen,
biyosentez sonrasi degisime ugrayabilen, kiigiik katyonik, hidrofobik veya amfifilik
karakterli, insan sindirim sistemi proteazlar1 tarafindan parcalanabilen, genis bir pH
araliginda aktif olan ve genellikle 1s1ya direng gosteren dogal antimikrobiyal peptidler
ve/veya proteinlerdir (Klaenhammer, 1993). Nisin, Lactococcus lactis subsp. lactis
tarafindan kimyasal bir savunma sistemi olarak yarisma igerisinde bulundugu
mikroorganizmalara karsi iiretilen bakteriyosindir. Gida katki maddesi (Avrupa Birligi
gida katki maddesi kodu E234) olarak ticari boyutta kullanilan ilk bakteriyosin (Galvez
vd., 2007) olan nisin giintimiizde sebze, siit, peynir, et ve diger baz1 gida maddelerinin
iretiminde kullanilmaktadir (Yang vd., 2014).

Bugiin Tirkiye de dahil olmak tizere birgok iilkede nisinden gida katki maddesi olarak
yararlanilmaktadir (Yildirim, 2010). Ancak nétr soliisyonlarda ¢6ziintirligiiniin diisiik,
antibakteriyel spektrumunun smirli ve proteolitik enzimler tarafindan hizla
pargalanabilir olmasi nisinin kullanimmi sinirlayan 6nemli faktorler arasinda yer
almaktadir (Guiotto vd., 2003). Bu olumsuzluklar genetik ve kimyasal modifikasyonlar1
da kapsayan cesitli bilimsel faaliyetlerle giderilmeye c¢alisilmaktadir. C-terminal
amidasyonu, halkali yap1 olusturulmasi, D-aminoasitlerin ilavesi ve halojen eklenmesi
gibi uygulamalar ile antimikrobiyal peptitlerin biyolojik aktivitelerinin ve proteazlara

kars1 stabilitelerinin arttirilmasina yonelik ¢alismalar yapilmistir (Wang, 2012).

Baz1 protein ve enzimlerin modifiye edilmesinde dietilpirokarbonat, homaosistein
tiyolakton ve metilglioksal kullanilmistir (Hnizda vd., 2008; Jalili vd., 2011; Banerjee
ve Chakraborti, 2013). Dietil pirokarbonat, lizinin yan grubundaki pozitif yiikii
uzaklastirip yerine etil grubu ekleyerek proteinlerin hidrofobik 6zelligini artirmaktadir
(Pal ve Ghosh, 1998). Dietil pirokarbonat histidin, lizin ve tirozin ile reaksiyona
girebilmektedir. Modifiye edilmis proteinin hidroksilamin ile reaksiyonu sonucunda

histidin ve tirozin modifikasyonu geri almabilmektedir. Boyle bir uygulama ile sadece

1



lizinin yan grubunun modifiye edilmesi saglanabilmektedir (Hnizda vd., 2008).
Homosistein tiyolakton, proteinlerdeki lizin aminoasidinin yan zincirindeki serbest
amino grubuyla kolaylikla reaksiyona girerek homosistein-eN-Lys-protein olusumunu
saglamaktadir (Jalili vd., 2011). Metilglioksal lipit ve protein katabolizmasinin {iriinii ve
glikolizin ise yan {rlini olup Maillard benzeri reaksiyona giren bir bilesiktir
(Pietkiewicz vd., 2011; Banerjee ve Chakraborti, 2013). Maillard benzeri reaksiyonlar
acisindan metilglioksalin glikozdan 20 000 kat daha aktif oldugu belirlenmistir.
Metilglioksalin, pozitif yiiklii aminoasitlerle reaksiyona girerek ya yan gruplarn
modifikasyonuna ya da c¢apraz baglanmaya yol agtigi saptanmustir (Banerjee ve
Chakraborti, 2013).

Protein miihendisligindeki gelismeler, nisinin eczacilik ve tarim alanlarinda da terapotik
(tedavi edici) bir ajan olarak kullanilmasma olanak saglamaktadir (Sen vd., 1999).
Kiiciik dogal bir antimikrobiyal protein olan ve gida katki maddesi olarak
kullanilmasmna  izin  verilen nisinin  antimikrobiyal etkinliginin ~ kimyasal
modifikasyonlarla arttirilabilecegi degerlendirilmistir. Yapilan kaynak taramalarinda
temel olarak proteine bagli lizin aminoasidinin yan grubunun modifikasyonunu
saglayan dietil pirokarbonat, homosistein tiyolakton ve metilglioksal ile nisinin
modifiykasyonunu konu alan herhangi bir ¢calismaya rastlanmamistir. Bu yiizden dietil
pirokarbonat, homosistein tiyolakton ve metilglioksal ile sadece lizin aminoasidinin yan
grubunun modifiye edilmesinin nisinin bazi 6zellikleri tizerine etkisinin incelenmesi bu

tez ¢calismasmin temel amacmi olusturmustur.



BOLUM 11

KAYNAK ARASTIRMASI

Bu boliimde, nisinin yapisal 6zelliklerinden ve giiniimiize kadar nisine uygulanan
genetik ve kimyasal modifikasyonlardan bahsedilmistir. Ayrica diger bazi proteinlerin
dietil pirokarbonat, homosistein tiyolakton ve metilglioksal ile modifikasyonlarina da

yer verilmistir.

2.1 Nisinin Fizikokimyasal Ozellikleri, Antimikrobiyal Aktivitesi ve Kullanimi

Bakteriyosinler, gida kaynakli patojenleri ve bozulma etmeni mikrofloray1 inhibe
edebilmektedir. Bu ozelliklerinden dolay1 bakteriyosin iireteci laktik asit bakterileri
veya bunlarin trettikleri saflastirilmis bakteriyosinler gida sistemlerinde biyokoruyucu

olarak biiyiik bir kullanim potansiyeline sahiptir (De Martinis vd., 2002).

Bir¢ok gidada biyokoruyucu olarak kullanilan ve Lactococcus lactis subsp. lactis
tarafindan tretilen nisin ilk kez 1928 yilinda tanimlanmistir (Rogers, 1928). FAO ve
WHO (Gida Tarm Orgiitii/Diinya Saglik Orgiitii) tarafindan 1969 yilinda gida katki
maddesi olarak kullanilmasina izin verilen nisin, ticari boyuta tasinan ilk bakteriyosindir
(Abdullah vd., 2010; Plat vd., 2011). FAO ve WHO tarafindan bir giinde kg viicut
agirhigr basina almabilecek nisin diizeyi (ADI degeri) 2 mg olarak belirlenmistir
(FAO/WHO, 2013).

Yapisal, fizikokimyasal ve molekiiler ozellikler temelinde laktik asit bakterileri
tarafindan iretilen bakteriyosinler sinif I (1siya direncli modifiye kiiciik peptidler,
lantibiyotikler), smnif II (1s1ya direngli modifiye edilmemis kiigiik peptidler, lantiyonin
icermeyenler) ve smnif III (1siya duyarh biiyiik proteinler) olmak {izere 3 ana gruba
ayrilmaktadir (Zacharof ve Lovitt, 2012). Siif I lantibiyotikler grubunda yer alan nisin
3,5 kDa molekiiler agirlikta olup 34 aminoasit igermektedir (Parada vd., 2007; Plat vd.,
2011). Nisinin birincil yapis1 1971°de Gross ve Morell (1971) tarafindan belirlenmistir.
Lantibiyotikler, dehidroalanin, dehidrobiitirin, lantionin ve -metil-lantionin gibi ender

aminoasitleri igerirler (Breukink ve de Kruijff, 1999; Koponen vd., 2002).



Nisin inaktif formda 57 aminoasit olarak sentezlenir. Bu aminoasitlerin 23t lider
peptidi ve 34°ii ise aktif nisini olusturur. Inaktif nisindeki serin ve treonin aminoasitleri
NisB enzimi tarafindan sirasiyla dehidroalanin (didehidroalanin) ve dehidrobiitirne
(didehidrobiitirin) dondstiiriiliir. Sonra NisC enzimi yardimiyla bunlar arasinda kurulan
tiyoeter baglar1 halka olusumunu saglar. Daha sonra NisP enzimiyle lider peptit
uzaklastirtlip aktif nisin olarak NisT tarafindan hiicre disina salgilanir (Sekil 2.1)
(Kuipers vd., 1995; Koponen vd., 2002; Breukink ve de Kruijff, 2006; Perez vd., 2015).

5 10 15 20 25 30
INCEe0 + 5 05000000 - 00060000000 +*0006000050

Sekil 2.1. Nisinin biyosentez sonrasi degisime ugratilmasi (Breukink ve de Kruijff,
2006)

Nisin, ender rastlanan aminoasitler icermesinden dolay1 diisiik pH degerlerinde
otoklavlansa bile aktivitesini kaybetmemektedir (Hansen, 1994; Guiotto vd., 2003). Su
ana kadar nisinin A, Z, Q, F, U ve U2 olmak tizere 6 dogal ¢esidi tanimlanmustir (Sekil



2.2). Nisin A, Z, Q ve F Lactococcus lactis suslar1 tarafindan, nisin U ve U2 ise

Streptococcus uberis tarafindan iiretilmektedir (Field vd., 2008).

Sekil 2.2. Nisin ¢esitlerinin aminoasit dizilimleri

Nisin, diger lantibiyotiklerden farkli olarak yan grubu aromatik veya negatif yiikli olan
aminoasit icermez (Liu ve Hansen, 1992; Yuan vd., 2004). Nisin fizyolojik pH
degerinde pozitif yiiklidir (+4) (Breukink ve de Kruijff, 2006). Nisin amfifilik
karaktere de sahiptir; N-terminal kism1 fosfolipit gruplar: ile etkilesebilen hidrofobik
aminoasitler igerirken C-terminal kismi ise hidrofilik aminoasitler icerir (Van Den

Hooven vd., 1996).

Nisin iki bdlgeden (domain) olusur. N terminalini igeren birinci bolge A, B ve C
halkalarindan, C terminalini i¢eren ikinci bolge ise D ve E halkalarindan olusur. Bu iki
bolge Asn-Met-Lys igeren esnek mafsal kismi (hinge region) ile birbirine baglanir
(Yuan vd., 2004) (Sekil 2.2).

Nisinin iki farkli mekanizma ile antibakteriyel etki gosterdigi bildirilmistir (Sekil 2.3).
Birinci mekanizmada nisinin bakteriyel hiicre duvari sentezi igin elzem onciil ¢apraz
baglayic1 molekiil olan lipit II’ye baglanarak bakteri hiicre duvari sentezini 6nledigi;
ikincisinde ise lipit II’ye baglandiktan sonra nisinin C-terminal kismimni fosfolipit
membrana gecirip gézenek olusturacak sekilde komplekslere doniistiigii belirtilmistir.
Olusan gozenekler iyon dengesinin bozulmasina ve sonugta bakteri hiicresinin 6liimiine

yol agmaktadir (Breukink ve de Kruijff, 2006; Slootweg vd., 2013a) Lantiyonin



halkalarinin ilk ikisinin lipit II’yi baglamada, son i¢iiniin ise membrana tutunmada

onemli oldugu belirtilmistir (Hasper vd., 2006).

W Nisin

\ 1. Hiicre duvar sentezinin 6nlenmesi

Lipid IT g 2. Por olusumu

Sekil 2.3. Nisinin antibakteriyel etki mekanizmasi

Diger bakteriyosinlere oranla daha yiiksek bir antimikrobiyal aktiviteye sahip olan
nisinin minimum inhibisyon konsantrasyonunun 10 pg/L (3 nM) kadar diisiik oldugu
bildirilmistir (De Vos vd., 1993; Kuipers vd., 1995). Nisin dogal bir koruyucu olarak
peynir, sivi yumurta, salata soslari, konserve gidalar, siit iiriinleri ve kiymada (kirmizi
et) bakteri gelisimini kontrol altma almak amaciyla kullanilmaktadir (Rollema vd.,
1996; Wilson-Stanford vd., 2009). Ayrica metisiline direngli Staphylococcus aureus ve
vankomisine direng¢li enterokoklar gibi antibiyotiklere direngli Gram pozitif koklara
kars1 etkinligi nedeniyle nisinin tedavi amagli kullanim olanagi da bulunmaktadir
(Brumfitt vd., 2002; Dischinger vd., 2014). Ancak nisinin proteolize karsi duyarh
olmasi ve agiz yoluyla zayif bir biyo-elverislilige sahip olmasi klinik kullanimini

kisitlamaktadir (Maher vd., 2009).

Nisin pH 5-7 araliginda sitildiginda stabilitesi ve aktivitesi azalmaktadir. Asidik
kosullarda yiiksek bir ¢oziiniirliige (pH 2’de 57 mg/mL) sahipken notr ve alkali
kosullardaki ¢oziiniirligii ise ¢ok diisiiktiir (pH 8-12 araliginda 0,25 mg/mL) (Liu ve
Hansen, 1990). Gida bilesenleriyle etkilesime girmesi ve proteolitik enzimlere duyarh
olmas1 nedeniyle nisinin gida sistemlerindeki antimikrobiyal etkinligi azalmaktadir

(Aasen vd., 2003; Lopes vd., 2017).



Antibiyotiklere direngli klinik patojenlere etkili olabilmesi saglk sektoriiniin
lantibiyotiklere karsi olan ilgisini arttrmistir (Dischinger vd., 2014). Bulasici
hastaliklarin yayginlasmasi ve hayati tehdit eden bir durum olarak antibiyotiklere karsi
direncin artmasi mikroorganizmalarin kontrolinde yeni yollar aranmasinda etkili

olmustur (Bonev vd., 2004).

Nisinin notr ve hafif alkali ¢ozeltilerde diisiik ¢6ziiniirliige sahip olmasi, antibakteriyel
spektrumunun smirlt olmasi, proteolitik enzimler tarafindan hizla pargalanabilmesi ve
gida kosullarina dayaniksizlik gibi kullanimini smirlayici olumsuzluklardan dolayi,
bilimsel ¢alismalar genetik ve kimyasal modifikasyonlara yonelmistir. Ancak bu
calismalarin basarisini etkileyen en onemli unsurlardan birisi nisinin saflik diizeyidir.

Bu nedenle ilk basamak olarak nisinin saflastirilmasi agsamas1 6nemli olmaktadir.

2.2 Nisinin Saflastiriimasi

Bakteriyosinler, kismi (6rnegin ticari formda %2,5 safliktaki nisaplin, Danisco,
Amerika Birlesek Devletleri) veya tam saflastirilmis formda direkt ya da iiretici

mikroorganizmalarin kullanilmasiyla dolayli olarak gidalara ilave edilebilmektedir.

Bakteriyosinlerin farkli aminoasit dizisine ve ii¢ boyutlu yapiya sahip olmalari
nedeniyle saflastirilmalar: igin genel bir metot ya da protokol mevcut degildir (Heng
vd., 2007; Pingitore vd., 2007). Bu nedenle bakteriyosinlerin saflastirilmasinda farkli
teknikler kullanilmaktadir. Bu tekniklerden en sik kullanilanlar1 tuzla ¢oktiirme, iyon
degistirici ve ters faz C-18 kat1 faz ekstraksiyonu, adsorbsiyon-desorbsiyon, ters faz
yiiksek basingl sivi kromatografisi (RP-HPLC) ve sodyum dodesil siilfat poliakrilamid
jel elektroforezi (SDS PAGE) gibi teknikleridir (Pingitore vd., 2007).

Kompleks bir bilesime sahip olan besiyeri ortamindan ayrilmalarinda bakteriyosinlerin
katyonik ve hidrofobik karakterlerinden faydalanilir (Cheigh vd., 2004). Saflastirmada
kullanilan metotlarda genel olarak, bakteriyosinlerin organik ¢oziciilere karst olan
ilgisinden, konsantre tuz ¢ozeltilerinde ve farkli pH’larda ¢6ziinebilme yeteneklerinden

yararlanilmaktadir (Parada vd., 2007).



Nisinin saflagtirilmasinda Cheigh vd. (2004) tek basamakta gergeklestirilen expanded
bed iyon degistirici kromatografi yontemini kullanmiglardir. Lactococcus lactis subsp.
lactis A164 tarafindan iretilen nisin Z bu yontemle saflastirildiginda %90 diizeyinde
verim ve 31 Katlik saflik artis1 elde edilmistir. Bu yontem, ¢ok fazla islem basamagi ve
pahali ekipmanlar gerektiren ancak yine de geri kazanim oraninin ¢ok diisiik oldugu

mevcut saflagtirma tekniklerinden daha tstiin bulunmustur.

Suarez vd. (1997), nisinin saflastirilmasinda, immunoafinite kromatografisi temeline
dayanan tek basamakli saflastirma teknigini kullanmiglardir. Bu teknik ile besiyeri
ortaminda bulunan nisinin %72,7’sini geri kazanmiglar ve saflik diizeyinde ise 10,3
kathk artis saglamislardir. Onerilen teknigin, geleneksel yontemlere gore hizli,

tekrarlanabilir ve yliksek verimli oldugu belirtilmistir.

Ticari nisin (%2,5) etil alkol ve metil alkol kullanilarak saflastirilmistir. Etil alkol
kullanilldiginda, en yiiksek saflik diizeyi 5,5 kat ile %70 etil alkol konsantrasyonunda
elde edilmistir. Bu kosullardaki verim diizeyi ise %84,7 olarak saptanmistir. Metil alkol
kullanilmas1 durumunda ise en yliksek saflik diizeyi 5,3 kat ile %90 metil alkol

konsantrasyonunda elde edilmis ve verim ise %91 diizeyinde ger¢eklesmistir (Xiao vd.,
2010).

Nisin ticari olarak %2,5 saflikta pazarlanmaktadir. Ancak bilimsel ¢alismalarda daha
yiiksek saflik derecelerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Slootweg vd. (2013a) ticari nisini
(%2,5) diklorametan ve selit muamelesi ile %34 saflik diizeyine ¢ikarabilmislerdir. Bir
baska calismada ise pH’s1 3 olan 50 mM laktik asit igerisinde ¢oziindiiriilen ticari nisin
(%2,5) katyon degistirici kolondan gegirilmistir. Tek bir asamada gergeklestirilen bu
uygulama ile yiiksek saflik ve verimde nisin elde edilebilmistir (Abts vd., 2011).

2.3 Nisine Uygulanan Genetik Modifikasyonlar

Nisin ile ilgili biyomiihendislik alanindaki ¢aligmalar yaklasik 30 senedir stirmektedir.
Literatlirin kapsamli bir sekilde incelenmesi sonucunda, ¢ok sayida nisin tiirevi
olusturulmasma karsin, patojen mikroorganizmalara kars1 az sayida basar1 saglandigi

saptanmustir.



Nisin Z tizerinde genetik modifikasyonun gergeklestirildigi ilk ¢alismada, Met-17nin
GlIn’e ve Gly-18’in Thr’e doniistiiriilmesiyle Micrococcus flavus’a karsi antimikrobiyal
aktivitenin arttigi, Bacillus cereus ve Streptococcus thermophilus’a karsi ise
antimikrobiyal aktivitenin azaldig1 tespit edilmistir. Ayrica Ser-5 Thr’e ve sentez
sonrast modifikasyonla da Dha-5’in Dhb’e doniisiimii saglandiginda da aktivitenin
azaldig1 tespit edilmistir (Kuipers vd., 1992). Kuipers vd. (1995) tarafindan yapilan bir
diger calismada, lle-1 Trp’a, Thr-2 Ser’e, Ser-3 Thr’e, Lys-12 Pro’e, Thr-13 Cys’e,
Met-17 Trp’a, Asn-27 Lys’e ve His-31 Lys’e doniistiiriilmiistiir. Bu doniisiimlerden Ile-
1’in Trp’a ve Thr-13’iin Cys’e doniisiimii aktivitede azalmaya yol acarken Thr-2’nin
Ser’e doniisimii ise Micrococcus flavus ve Streptococcus thermophilus’a karsi olan
aktivitede 2 katlik artis meydana getirmistir. Lys-12’nin Pro’e donistiiriilmesi
aktivitede degisiklik olusturmadigindan bu pozitif yiikiin nisinin antimikrobiyal
aktivitesi i¢in elzem olmadig1 ancak c¢oziinlrliigii arttirabilecegi belirtilmistir.
Calismada olusturulan mutantlarin ¢ogunlugunun antimikrobiyal aktivitesinde azalma

gergeklesmistir.

Nisinin klinik amacli kullaniminda, en biiyiilk problem fizyolojik pH’da diisiik
¢oziinlirlige sahip olmasidir. Nisinin ¢Oziiniirliigiinii artirmak amaciyla Rollema vd.
(1995) tarafindan yapilan galismada, Asn-27 ve His-31 aminoasitlerinin lizine
dontistiiriilmesi sonucu elde edilen iki mutantin nétral pH’daki ¢oziiniirliigiintin belirgin

bir sekilde arttig1 tespit edilmistir.

Yapilan bir baska caligmada ender aminoasitlerin antimikrobiyal aktivite tizerine etkileri
arastrilmigtr  (van  Kraaij vd., 2000). Bu g¢alismada, biyosentez sonrasi
modifikasyondan once dizideki Thr-13, Cys’e doniistiiriilip C halkasindaki tiyoeter
baglarmn olusumu engellenmistir. NMR analizleri, bu mutantin yapisinin dogal nisine
oldukca benzedigini gostermistir. Buna karsin antimikrobiyal aktivitesi oldukca
azaldigimdan bu durum C halkasmin antimikrobiyal aktivitedeki oneminin gostergesi
olarak kabul edilmistir. Ayni ¢alismada Ser-5 ve Met-17’nin Cys’e doniistiiriilmesinin

ise antimikrobiyal aktiviteyi arttirdig tespit edilmistir.



Asn-20’nin Lys’e ve Met-21’in yine Lys’e doniistiiriildiigii iki ayr1 mutantin Gram
negatif Shigella, Pseudomonas ve Salmonella tiirlerine kars1 antimikrobiyal aktiviteye
sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica her iki mutantin genetik olarak modifiye edilmemis
nisine gore daha yiiksek c¢Oziinlirlik gosterdigi saptanmistir. Olusturulan nisin
mutantlarmm Micrococcus flavus ve Streptococcus thermophilus’a karsi aktivitelerinde

azalma meydana geldigi saptanmistir (Yuan vd., 2004).

Tesadiifi mutasyonlarla elde edilen 8 000 nisin tiirevi arasinda Lys-22 yerine Thr iceren
varyantin insan ve sigir i¢in patojen olan Streptococcus agalactiae’e karsi yiiksek
aktivite gosterdigi saptanmistir. Ayni  c¢alismada Listeria monocytogenes ve
Staphylococcus aureus da dahil olmak tizere bazi Gram pozitif patojen bakterilere karsi
daha yiiksek aktiviteye sahip Asn-20 yerine Pro, Met-21 yerine Val ve Lys-22 yerine

Ser i¢eren nisin gesitleri olusturulmustur (Field vd., 2008).

Field vd. (2012), nisin A molekiilii tizerinde genetik miidahale ile iiretilen ve Ser-29
yerine Gly iceren varyantin Staphylococcus aureus iizerinde daha yiiksek aktiviteye
sahip oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica Ser-29 yerine Ala, Asp ve Glu eklenen nisin
varyantlarinin Escherichia coli, Salmonella Typhimurium ve Cronobacter sakazakii

gibi Gram negatif bakterilere etki gosterdikleri de tespit edilmistir.

Zhou vd. (2016) yaptiklar1 ¢alismada nisinin Ile-1, Met-17 ve Val-32 aminoasitlerinde 3
farkli triptofan analogunun olusturulmasiyla nisinin biyokimyasal 06zelliklerinin
degistigini ve modifiye nisinlerin antimikrobiyal aktivitelerinin azaldigini
gbzlemislerdir.

Nisinin  kullanimin1  sinirlayan olumsuzluklarin  giderilmesine yonelik genetik

modifikasyonlar 6zet halinde Cizelge 2.1°de verilmistir.
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Cizelge 2.1. Nisine uygulanan genetik modifikasyonlar ve sonuglar1

Yapilan Modifikasyonlar

Sonuglar

Kaynaklar

Met-17 yerine GlIn ve Gly-
18 yerine Thr igeren nisin
¢esitleri olusturulmast

Micrococcus flavus karsi antimikrobiyal
aktivite atmusg, Bacillus cereus ve
Streptococcus thermophilus’a karsi ise
antimikrobiyal aktivite azalmstir.

Kuipers vd., 1992

Dha-5 yerine Dhb igeren
nisin ¢esitleri olusturulmasi

Antimikrobiyal aktivite azalmgtir.

Kuipers vd., 1992

Ile-1 yerine Trp ve Thr-13
yerine Cys ¢esitleri

Antimikrobiyal aktivite azalmigtir.

Kuipers vd., 1995

olusturulmasi
Thr-2 aminoasitinin Ser’e M. flavus ve Str. thermophilus’a kars1 Kuipers vd., 1995
doniistiirtilmesi olan aktivitede 2 katlik artis meydana

getirmistir.

lle-1, Met-17 ve Val-32
aminoasitlerinin Trp
aminoasidine
doniistiiriilmesi

Antimikrobiyal aktivitede azalma
meydana gelmistir.

Zhou vd., 2016

Asp-27 ve His-31
aminoasitlerinin Lys’e
doniistiiriilmesi

Nisinin nétral pH’daki ¢oziiniirliigiinde
artis saglanmis ve asit katalizli kimyasal

bozulmalara kars1 direng kazandirilmustir.

Rollema vd., 1995

Thr-13’tin Cys’e
doniistiiriilmesi ve C
halkasindaki tiyoeter
baglarmin olusumunun

Antimikrobiyal aktivite olduk¢a
azalmistir.

van vd.,

2000

Kraalij

engellenmesi
Ser-5 ve Met-17’nin Cys’e | Antimikrobiyal aktivitede artis van Kraaij vd.,
doniistiiriilmesi saglanmustir. 2000

Asn-20’nin Lys’e ve Met-
21’in yine Lys’e
doniistiiriilmesi

Shigella, Pseudomonas ve Salmonella’ya
kars1 antimikrobiyal aktivite
gozlenmistir. M. flavus ve Str.
thermophilus’a karsi aktivitelerinde ise
azalma gozlenmistir.

Yuan vd., 2004

Asn-20 yerine Pro, Met-21 Listeria monocytogenes ve S. aureus da Field vd., 2008

yerine Val ve Lys-22 yerine | dahil olmak tizere baz1 Gram pozitif

Ser igeren nisin ¢esitleri patojen bakterilere karsi daha yiiksek

olusturulmas biyolojik aktivite saglanmustir.

Tesadiifi mutasyonlarin Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere | Field vd., 2008

olusturulmasi karsi etkili varyantlar olusturulmustur.

Ser-29 yerine Gly eklenmesi | S. aureus tizerinde daha yiiksek Field vd., 2012
antimikrobiyal aktivite saglanmistir.

Ser-29 yerine Ala, Asp veya | Escherichia coli, Salmonella Field vd., 2012

Glu eklenmesi

Typhimurium ve Cronobacter sakazakii
gibi Gram negatif bakterilere kars1
aktivite kazandirilmistir.
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2.4 Nisine Uygulanan Kimyasal Modifikasyonlar

Protein ve niikleik asit gibi biiyiik molekiillerin yapilarinda kimyasal reaksiyonlarla
degisiklikler olusturmaya kimyasal modifikasyon denir. Proteinlerin kimyasal
modifikasyonu, bilim ve teknolojide karsilasilan sorunlar1 ¢oziime kavusturmak igin
kullanilan araglardan birisidir (Feeney vd., 1982). Proteinlerin dogal yapilarinimn
aydinlatilmasi, terapotik etkili proteinlerin olusturulmasi ve yeni protein yapilarmin

tiretilmesi gibi uygulamalarda kimyasal modifikasyondan yararlanilabilir (Spicer ve
Davis, 2014).

Nisinin notral ve hafif alkali ortamlarda yetersiz ¢6ziinmesinden ve proteolitik
enzimlerle kolayca pargalanmasindan dolayr FDA tarafindan onayl, toksik ve
immunojenik olmayan polietilen glikoliin nisine baglanmas1 ile s6z konusu
olumsuzluklarin  giderilmesine ¢alisilmistir.  Nisinin  N-terminal-amino  grubuna
polietilen glikolin baglanmas: sonucunda nisinin antibakteriyel aktivitesinin tamamen
kayboldugu gézlenmistir (Guiotto vd., 2003). N-terminal-amino grubunun metilasyonu
sonucunda da nisinin antibakteriyel aktivitesi kaybolmustur (Bonev vd., 2004). Glikoz
ile 95°C’de Maillard reaksiyonuna ugratilan nisinin antibakteriyel etkinliginin azaldig1
ve tripsin ile hidrolizinin zorlastig1 tespit edilmistir (Abdullah vd., 2010). Ancak
Muppalla vd. (2012) tarafindan tam tersi bir sonuca ulasilmistir. Bu arastirmacilar,
radyasyon uygulamasiyla olusturulan nisin-karbonhidrat komplekslerinin daha yiiksek

antibakteriyel etkiye sahip oldugunu belirlemislerdir.

Asetik asit varhigimda hidrojen peroksit ile oksidasyona ugratilan nisinin bakterisidal
etkisini tamamen kaybettigi belirlenmistir (Wilson-Stanford vd., 2009). Antimikrobiyal
aktiviteye zarar vermeden bagarili bir sekilde uygulanan nisinin ilk C terminal
modifikasyonu biotinin C terminaline baglanmasiyla gergeklestirilmistir (Maher vd.,
2009). Benzer bir sekilde C terminaline propargilamin (2-propinilamin) baglanmasiyla
modifiye edilen nisinin aktivitesini korudugu Slootweg vd. (2013a) tarafindan

bildirilmistir.

Nisinin kullanimin1 sinirlayan olumsuzluklarin ~ giderilmesine yonelik kimyasal

modifikasyonlar Cizelge 2.2°de 6zetlenerek verilmistir.
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Cizelge 2.2. Nisine uygulanan kimyasal modifikasyonlar ve sonuglar1

Yapilan
modifikasyonlar Sonuclar Kaynaklar
N-terminal-amino Antibakteriyel aktivitenin | Guiotto vd., 2003
grubuna polietilen tamamen kayip olmasi
glikoliin baglanmasi
N-terminal-amino Antibakteriyel aktivitenin | Bonev vd., 2004

grubunun metilasyonu | azalmasi
Asetik asit varliginda Antibakteriyel aktivitenin | Wilson-Stanford vd.,
hidrojen peroksit ile azalmasi 2009

lantioninin oksidasyonu
C-terminal-karboksil Antibakteriyel aktivitenin | Maher vd., 2009

grubuna biotin etkilenmemesi

eklenmesi

Glikoz ile 95°C’de Antibakteriyel aktivite Abdullah vd., 2010
Maillard reaksiyonuna | azalirken tripsin ile

maruz birakilmasi hidrolizin zorlasmasi

Radyasyon uygulamas1 | Antibakteriyel aktivitenin | Muppalla vd., 2012
ile nisin-karbonhidrat artmasi
kompleksinin
olusturulmasi
C-terminal-karboksil Aktivitenin korunmasi Slootweg vd., 2013a
grubuna propargilamin
baglanmasi

2.5 Dietil pirokarbonat, Homosistein Tiyolakton ve Metilglioksal ile Yapilan

Modifikasyonlar

Kimyasal modifikasyonlarin gerceklesmesi kullanilan kimyasala, segilen bolgeye ve
modifikasyon kosullarma baglidir (Spicer ve Davis, 2014). Cogu aminoasidin yan
gruplar1 biyosentez sonras1 modifiye edilmektedir. Bu modifikasyonlar serin, treonin ve
tirozinin fosforilizasyonu gibi enzimatik ya da sisteinin nitrozilasyonu gibi enzimatik
olmayan kosullarda gergeklesebilir (Azevedo ve Saiardi, 2016). Lizin, sistein, glutamik
asit, aspartik asit, serin, tirozin ve triptofan aminoasitlerinin sahip olduklar: yan gruplar
aktif kimyasal bilesiklerle modifiye edilebilmektedir (Hackenberger ve Schwarzer,
2008; Minten vd., 2014).

Dietilpirokarbonat, homosistein tiyolakton ve metilglioksal ilk kez bu tez ¢aligmasinda

nisinin modifikasyonu i¢in kullanildigindan literatiirde nisinin bu kimyasallarla
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modifikasyonuna iligkin herhangi bir ¢aligmaya ulasilamamistir. Bu nedenle asagida,
s6z konusu kimyasallarin bazi protein ve enzimlerin modifiye edilmesinde kullanimina

iliskin ¢aligmalara yer verilmistir.

Dietil pirokarbonat (DEPK) proteindeki histidinin yan grubu ile reaksiyona girerek N-
karboetoksihistidin tiirevleri olusturur (Sekil 2.4) (Hnizda vd., 2008). Ayrica bu bilesik
histidinin yan1 sira lizin, (Sekil 2.4) ve tirozinin yan gruplar1 ve polipeptit zincirinin N

terminali ile de reaksiyona girebilmektedir (Konkle vd., 2010).

Modifiye edilmis proteinin hidroksilamin ile reaksiyonu sonucunda histidin ve tirozin
modifikasyonlar1 geri alinabilmektedir (Sekil 2.5). Hidroksilamin ile gergeklesen
reaksiyon  kullanilarak  sadece lizinin yan zincirinin  modifiye  edilmesi
saglanabilmektedir (Hnizda vd., 2008). DEPK, lizinin yan grubundaki pozitif yiiki
uzaklastirip yerine etil grubu eklemesi nedeniyle hidrofobik 6zelligi artirmaktadir (Pal

ve Ghosh, 1998).

== /\oio/?\o/\

Sekil 2.4. Histidin ve lizinin dietil pirokarbonat (DEPK) ile modifikasyonu (Narumi vd.,
2012)
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Sekil 2.5. Histidinin Dietil pirokarbonat (DEPK) ile modifikasyonu ve modifikasyonun
hidroksilamin ile giderilmesi

DEPK ile laktat dehidrogenaz ve pridoksamin-5'-fosfat-oksidazda bulunan histidin
kalintilar1 modifiye edilmistir (Hnizda vd., 2008; Lundblad, 2014).

DEPK ile insiilin, sitokrom C, lizozim ve insan serum albiimiinii modifiye edilmistir.
Calisma sonucunda modifikasyon i¢in aktif yan gruplarin proteinin yiizeyinde olmasi
gerektigi belirlenmistir. Ancak reaksiyonun gerceklesmesi i¢in bunun tek basma yeterli
olmadigi, yan gruplarin bulundugu ortamin ve protein yapisinin da reaksiyonun

gergeklesmesinde etkili oldugu saptanmistir (Hnizda vd., 2008).

Homosistein tiyolakton (HSTL), proteinlerdeki lizin aminoasidinin yan zincirindeki
serbest amino grubuyla kolaylikla reaksiyona girerek homosistein-eN-Lys-protein
olusumunu saglamaktadir (Sekil 2.6) (Jalili vd., 2011).

(0] 0]
Homo SH
O""N Hy S NH, sisteinilasyon OWN J\(\/
_ H
NH,
Protein HSTL Amit Bag1

Homosistein-eN-Lys-protein

Sekil 2.6. Proteinin homosistein tiyolakton (HSTL) ile modifikasyonu (Zang vd., 2016)
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Sigir pankreatik insiilinin HSTL varligindaki 6zellikleri Jalili vd. (2011) tarafindan
incelenmistir. Calisma sonucunda artan HSTL konsantrasyonlarinin sigir pankreatik

insiilininde yapisal degismeye ve agregasyona yol agtigi tespit edilmistir.

HSTL ile modifikasyonun proteinlerin fonksiyonel ve yapisal 6zelliklerinde degisiklik
yaptig1 belirtilmistir. Ornegin diisiik yogunluklu lipoproteinlerde, fibrinojen, sitokrom
C, myoglobin, RNaz A, transferrin, y-globulin ve hemoglobin gibi ¢ogu proteinde N-
homosisteinilasyon isleminin agregasyona neden oldugu belirtilmistir. Tripsin,
metionil-tRNA sentetaz, paraoksonaz gibi enzimlerin N-homosisteinilasyon reaksiyonu
sonucunda modifikasyon derecesine bagl olarak aktiviteleri ya azalmis ya da tamamen

ortadan kalkmistir (Perta-Kajan vd., 2007).

Serbest homosistein tiyolaktonun viicuttaki konsantrasyonun artmasmin kalp damar
rahatsizliklari, sinir sistemi bozukluklar1 gibi bazi hastaliklara neden oldugu ve bu
durumun proteinlerin  HSTL ile modifikasyonundan kaynaklandigi belirtilmistir.
Yetersizligi bu hastaliklara neden olabilen RNaz-A, lizozim ve karbonik anhidraz
enzimlerinin HSTL modifikasyonuna duyarh olup olmadiklarini belirlemek i¢in yapilan
caligmada, s6z konusu enzimler HSTL ile bir gece boyunca inkiibasyona birakilmistir.
Bir gecelik inkiibasyon RNaz-A ve lizozim enzimlerinde herhangi bir aktivite kaybina
yol agmazken, karbonik anhidraz enziminde aktivitenin tamamen yitirilmesine neden
olmustur. Ayrica inkiibasyon siiresinin birka¢ giine ¢ikarilmasmin RNaz-A ve lizozim

enzimlerinde de aktivite kaybina yol a¢tig1 belirlenmistir (Sharma ve Singh, 2017).

Stroylova vd. (2011) as:”, B ve x kazeinin HSTL ile modifikasyonun gergeklestirildigi
calismada modifikasyon sonrasi disiilfit baginin yanisira beta kazein kiimelerinin
olustugu tespit edilmistir. Olusan bu kiimelerin beta merkapto etanol ve 8 M guanidine
hidroklorit varligindan etkilenmemesinden dolay: distilfit bagindan farkli bir bag ile

baglanma sonucu olustugu belirtilmistir.

fleri Maillard reaksiyonu iiriinlerinin diyabet, katarakt, bobrek hastaliklari, eklem
rahatsizliklari, Alzheimer gibi hastaliklarin nedenleri arasinda oldugu belirtilmistir
(Westwood ve Thornalley, 1995; Parmaksiz, 2011; Yeh vd., 2017). Diyabet hastalarinda

oksidatif stresteki artisa bagl olarak seker veya lipidlerin oksidasyona ugramasi, diisiik
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molekiil agirlikli yiiksek aktiviteli metilglioksal (MG) gibi dikarbonil bilesiklerinin
olusumuna yol agar. Bu bilesiklerin en 6nemlilerinden birisi olan MG, glikozdan 20 000
kat daha hizli bir sekilde Maillard benzeri reaksiyonlara girme egilimindedir
(Pietkiewicz vd., 2011; Banerjee ve Chakraborti, 2013; Banerjee vd., 2016).

MG protein bagl lizin (arjinine oranla daha diisiik reaksiyona girme egilimine sahiptir)
ve arjinin aminoasitlerinin yan gruplariyla reaksiyona girebilir. Lizin ile reaksiyon
sonucunda ya Ne-(1-karboksi etil) lizin seklinde modifikasyona (Sekil 2.7a) ya da 1,3-
di(Ne-lizin)-4-metil-imidazolium (Sekil 2.7b) seklinde ¢apraz baglanmaya yol agar. MG
ile reaksiyon sonrasinda modifiye proteinin net yiikii daha negatif degerlere ulasir
(Banerjee ve Chakraborti, 2013).

Sigir serum alblimini, riboniikleaz A, lizozim, glikoliz enzimleri, alyuvar membran
proteinleri, mikrotiibiiler proteinler ve kolajen MG ile modifiye edilmistir (Lo vd.,
1994). GOz lenslerinde bulunan o-kristalin MG ile modifiye edildiginde ylizey
hidrofobisitesinin azaldigi tespit edilmistir (Mukhopadhyay vd., 2010).

Banerjee vd. (2016) tarafindan miyoglobin, MG ile 25°C’de 7-18 giin boyunca modifiye
edilmistir. MG ile modifikasyon sonrasi miyoglobinde, hem grubu kaybi, triptofanin
floresan siddeti degisikligi, B-plakali yap1 igeriginin artis1 ve a-heliks iceriginin azaligi
gibi 6nemli yapisal degisiklikler tespit edilmistir.
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Sekil 2.7. Proteinin metilglioksal (MG) ile modifikasyonu
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BOLUM Il

MATERYAL VE METOT
3.1 Materyal

Yiiksek saflikta (%95) nisin Handary SA (Belgika), diisiik saflikta (%2,5) ticari nisin
Intermak (Tiirkiye), CM Sepharose Fast Flow GE Health Care (Ingiltere); sodyum
karbonat, sodyum hidroksit, bakir siilfat, potasyum hidroksit, Folin-Ciocalteau reaktifi,
sigir serum albiimini (bovine serum albiimin-BSA), gliserol, tetrametiletilendiamin
(TEMED), Tris(hidroksimetil)aminometan (tris), N-[Tris(hidroksimetil)metil]glisin
(Trisin) ve termolisin Merck (Almanya); akrilamid, bisakrilamid, merkapto etanol,
hidroklorik asit, asetik asit, amonyum persiilfat, amonyum hidroksit, iire, agar, glisin,
fenolfitaleyn, Coomasie Brillant Blue G 250, riboflavin 5 fosfat (R5P), tripsin, 5,5 -
dithio-bis-2(nitro benzoik asit) (DTNB) ve 2,4,6-trinitrobenzen siilfonik asit (TNBS,
%5) Sigma (Amerika Birlesik Devletleri); sodyum potasyum tartarat Carlo Erba
(italya); metanol VWR (Amerika Birlesik Devletleri); dithiothreitol Fisher Scientific
(Amerika Birlesik Devletleri); brain heart infusion (BHI), de Man Rogosa-Sharpe
(MRS) ve nutrient agar (NA) LabM (Ingiltere) firmalarindan temin edilmistir. Nisinin
modifikasyonunda kullanilan homosistein tiyolakton (HSTL, hidroklorid formunda,
>%99 saflikta), hidroksilamin (hidroklorid formunda, %97 saflikta) ve metilglioksal
(MG, %40, v/v saflikta) Across-Organics (Amerika Birlesik Devletleri) ve dietil
pirokarbonat (DEPK, %97 saflikta) AppliChem (Almanya) firmalarindan temin

edilmistir.

3.2 Metot

3.2.1 Nisinin saflastirilmasi

Slootweg vd. (2013b) tarafindan 6nerilen ¢oktiirme yontemi ile Bailey ve Hurst (1971)
tarafindan Onerilen kromatografik yontem birlestirilip kullanilmistir. Ticari nisin (%2,5)
ornegi, Sekil 3.1°de verilen islem basamaklar1 kullanilarak ¢oktiiriilmiis ve daha yiiksek
saflik elde etmek icin zayif katyon degistirici (CM Sepharose Fast Flow, 22 mm
capmda ve 300 mm uzunlugundaki kolona doldurulmus) kolondan gegirilmistir. Kolonu
dengeye getirmek i¢in icerisinden Yyaklasik 100 mL 0,0001 M HCI ¢ozeltisi (pH 4,0)

gecirilmistir. Coktlirme isleminin son asamasinda elde edilen ¢ozeltinin 5 mL’si
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(yaklasik 0,8 g ticari nisine esdeger) dengeye getirilmis kolona yiiklenmistir. Ornek
kolondan HCI ¢ozeltileri (0,0001 ve 0,05 M) ile olusturulan pH gradienti (pH 4,0’den
1,3’e kadar) kullanilarak 1 mL/dk akis hizinda elue edilmistir. 5 mL hacminde
fraksiyonlar toplanip 215 nm’de absorbanslar1 6lgiilmiis ve sonra fraksiyonlar 35°C'deki
hava akimli etiivde kurutulmustur. Kurutulan fraksiyonlar analiz edilinceye kadar

buzdolabr sicakliginda (4-6°C) muhafaza edilmistir.

4 g nisin (%2,5), 100 mL saf suda 15 dk
karigtirarak ¢oziildii (pH's1 3,3 olarak
belirlendi).

Karigimm pH degeri 2,0'a ayarlanip 30 dk
karigtirildi. 6000 d/dk (4186 x g)'da 15 dk
santrifiij edilip ¢okelti uzaklastirildi.

Supernatant pH's1 baglangi¢ pH's1 olan 3,3'e
ayarlanarak % 80 (v/v) oraninda diklorometan
(CH,CL,) ilave edilip 2500 d/dk (727 x g)'da 15
dk santrifiij edildi.

Ceker ocak altinda kurutulan ¢okelti 25 mL saf
suda ¢oziindiiriiliip pH's1 tam ¢6ziinme i¢in
2,0'a ayarlandi.

Cozelti 4°C'ye sogutulup pH's1 4,0'a
ayarlandiktan sonra 15 dk karigtirilarak ve 15
dk da karistirilmadan bekletildi ve ¢ozelti 6000
d/dk (4186 x g)'da 15 dk santrifiij edildi.

( N
Santrifiij sonrasi iist fazdan 5 mL alinarak CM
Sepharose Fast Flow kolondan 1 mL/dk akisg
hizinda pH gradienti (pH 4,0’den 1,3’e kadar)
kullanilarak elue edildi.

Sekil 3.1. Nisinin saflastirilmasi
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3.2.2 Trisin sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (Trisin SDS-
PAGE)

Saflastirma iglemi sonucunda elde edilen fraksiyonlarin saflik diizeyleri elektroforez
teknigi ile belirlenmistir. Elektroforez islemi (Schiagger, 2006) tarafindan Onerilen
Trisin SDS-PAGE yontemi kullanilarak gergeklestirilmistir. Yigma jeli (stacking gel)
%4,125 ve ayirma jeli (separating gel) ise %16,5 akrilamid konsantrasyonunda
hazirlanmistir. Kullanilan ¢ozeltiler ve jel kompozisyonu Cizelge 3.1°de belirtilmistir.
Ornekler yigma jelinden ¢ikincaya kadar 30 V sabit voltaj uygulanmustir. Orneklerin
ayirma jeline girmesiyle birlikte voltaj kademeli olarak 300 V kadar ¢ikartilarak
elektroforez isleminin 9 saat icerisinde tamamlanmasi saglanmistir. Kosturma
sonrasinda jel fiksasyon ¢ozeltisinde (%50 metanol,%10 asetik asit) 1 saat, boyama
cozeltisinde (%10 asetik asit, %0,025 Coomasie Brillant Blue G 250) 1 gece
bekletilmistir. Boyanan jel, boya giderme ¢ozeltisine (%10 asetik asit) aktarilip, birkag
kez degistirilerek boyanin asiris1 uzaklastirilmistir. Jelin arka plani yeterince acildiktan
sonra jelin goriintiileme sistemi (Biorad Moleculer Imager, Gel Doc XR+) yardimiyla

fotografi ¢ekilmistir.
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Cizelge 3.1. Trisin-SDS-PAGE yonteminde kullanilan ¢ozeltiler ve jel kompozisyonu

Ornek hazirlama ¢ozeltisi
SDS (g) 1,2
Merkaptoethanol (g) 0,6
Gliserol (g) 3,0
Coomasie Brillant Blue G250 (mg) 5,0
AM Tris/HCI (pH 7,0) (mL) 1,5
Son Hacim (Su ile tamamlanir) (mL) | 10,0
Anot Katot Gel
Bilesen Tamponu | Tamponu | Tamponu
(10x) (10x) (3%)
Tris (M) 1,0 1,0 3,0
Trisin (M) - 1,0 -
HCI (M) 0,225 - 1,0
SDS (%, m/v) - 1,0 0,3
pH 8,90 8,25 8,45
. Yigma jeli | Ayirma jeli
Bigtn (%4.135) | (%16.5)
Akrilamid-Bisakrilamid (%49,5T, m/v) (mL) 1 10
Gel Tamponu (3x) (pH 8,45) (mL) 3 10
Gliserol (g) - 3
APS (%10, m/v) (uL) 90 100
TEMED (%99, m/v) (uL) 9 10
Son Hacim (Su ile tamamlanir) (mL) 12 30

3.2.3 Asetik asit iire poliakrilamid jel elektroforezi (AAU-PAGE)

Modifikasyon islemi sonrasi nisin molekiiliiniin tasidig1 yiikte olusan degisikligi
belirlemek i¢in AAU-PAGE teknigi kullamilmustir. Bu amagla, Waterborg (2009)
tarafindan belirtilen yontem %4,5 yigma ve %?22,5 ayirma jeli konsantrasyonlarinda
uygulanmistir. Jel haziwrlamada kullanilan ¢ozeltiler ve oranlar1 Cizelge 3.2°de
sunulmustur. Bu yontemde jellesmeyi baslatmak i¢in riboflavin 5 fosfat (R5P) ve 151k
enerjisi kullanildigimdan tarafimizca toplam 3 750 limen 151k veren 3 adet (3 x 1 250

limen) spiral floresan lamba (Lights On, Cin) i¢eren 6zel bir diizenek hazirlanmistir
(Fotograf 3.1).
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Cizelge 3.2. AAU-PAGE yontemine ait jel kompozisyonu

Kullanmilan ¢ozeltiler Yigma jeli Ayirma jeli

Akrilamid (% 60, m/v) 0,900 mL 11,25 mL
Bisakrilamid (%2,5 m/v) 0,768 mL 1,68 mL
Asetik asit (17,5 M) 0,684 mL 1,80 mL
Amonyum hidroksit (%25-30, m/m) 0,042 mL 0,10 mL
Ure (8 M) 14,400 g 576 g

Saf su 28,000 mL 11,20 mL

Hava alimmas1 | Hava alinmasi

Riboflavin 5 fosfat (%0,006, m/v) 0,780 mL 2,00 mL
TEMED (%99, m/v) 0,060 mL 0,15 mL
Toplam 12,000 mL 30,00 mL
Floresan 151k altinda jellesme (3 750 liimen) 2 saat 1 saat

Fotograf 3.1. AAU-PAGE yonteminde jellesmeyi baslatmak i¢in kullanilan aydmlatma
diizenegi

Ornekler 5 pg/uL olacak sekilde drnek hazirlama ¢ozeltisinde ¢dziindiiriilmiistiir. Ornek
hazirlama ¢ozeltisi 90 mL 8 M iire, 5 mL %]1’lik fenolftalein ¢ozeltisi (%95 v/v’lik
etanolde hazirlanmig) ve 5 mL amonyum hidroksit (%25-30, m/m) karistirilarak
hazirlanmistir. Bu sekilde hazirlanan 6rnekten 50 pL alinmis ve {lizerine 4 pL. 6rnek
hazirlama ¢ozeltisi kullanilarak hazirlanmis %10 (m/v)’luk dithiothreitol (DTT)
¢ozeltisi ilave edilip 5 dk oda sicakliginda bekletilmistir. Daha sonra 2,9 pL asetik asit
ve %2 (m/v)’lik 2 pL metilen mavisi ilave edilerek hazirlanan 6rneklerin 10 pL’si jele
yiikklenmigtir. Elektroforez islemi 175 voltta 18 saat silireyle gerceklestirilmistir.
Elektroforez tamponu 1 M asetik asit ve 0,1 M glisin icerecek sekilde hazirlanmistir.

Jellerin boyanmas1 %0,1 Coomasie Brillant Blue G 250, %20 metanol ve %7 asetik asit
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iceren cozeltide 1 saat bekletilerek gergeklestirilmistir. Boyanin asirisini gidermek
amactyla %20 metanol ve %7 asetik asit iceren karigim 30 dk araliklarla 3 kez

degistirilerek kullanilmistir.

3.2.4 Nisinin kimyasal modifikasyonu

3.2.4.1 Nisinin dietil pirokarbonat ile modifikasyonu

Nisinin DEPK ile optimum modifikasyon kosullari, Hnizda vd. (2008) tarafindan
belirtilen yontem referans alinarak belirlenmistir. Optimum modifikasyon kosullarmni
belirlemek i¢in pH degerinin 3,0, 4,0, 5,0, 6,0, 7,0, 8,0 ve 9,0; metil alkolde hazirlanan
DEPK konsantrasyonunun (mM) 40, 120, 180, 360, 540, 720, 900 ve 1000; sicakhigin
(°C) 25, 30, 35 ve 40; siirenin (dakika) 30, 60, 90 ve 120; ¢alkalama hizinin (d/dk) 150
ve 245 seviyeleri incelenmistir. Tiim parametrelerin incelenmesi asamasinda kullanilan
nisin ¢ozeltisi 1 mg/mL konsantrasyonda 4 M iire iceren 0,05 M potasyum fosfat
tamponu ile hazirlanmistir. Modifikasyon reaksiyonu tamamlandiktan sonra modifiye
edilmis nisin 4°C’de, %20 (m/v) trikloroasetik asit (TCA) varhiginda 30 dk siireyle
coktirilmiis ve 4°C sicaklikta 4100 d/dk (1955 x g)’de 40 dk siireyle santrifiij
edilmistir. Cokelti giinliik olarak hazirlanan 3 mL 1 M hidroksilamin ¢ozeltisi (pH 6,8
olacak sekilde KOH ¢o6zeltisi ile ayarlandi) igerisinde oda sicaklhiginda 1 saat
bekletilmistir. Boylece tersinir olan histidin aminoasidinin modifikasyonu geri alinmis
ve sadece lizin aminoasidinin modifiye halde kalmasi saglanmistir. Hidroksilamin ile
muamele edilmis ornekler 4°C’de, %20 TCA varliginda 30 dk siireyle ¢oktiiriilmiis ve
sonra 4°C’de 4100 d/dk (1955 x g)’de 40 dk siireyle santrifiij edilmistir.
Modifikasyondan sonra c¢okelti halindeki nisin 6rnekleri modifikasyon derecesinin

belirlenmesi i¢in kullanilmuistir.

3.2.4.2 Nisinin homosistein tiyolakton ile modifikasyonu

Nisinin HSTL ile optimum modifikasyon kosullari, Jalili vd. (2011) tarafindan belirtilen
yontem referans almarak belirlenmistir. HSTL ile optimum modifikasyon kosullarini
belirlemek i¢in pH degerinin 3,0, 4,0, 4,5, 5,0, 6,0 ve 8,0; HSTL konsantrasyonunun
(mM) 1, 10, 100, 150 ve 200; sicakligin (°C) 45, 60 ve 80, siirenin (saat) 2, 4, 6, 18, 24
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ve 48; calkalama hizinin (d/dk) 150 ve 245 seviyeleri incelenmistir. Tiim parametrelerin
incelenmesi asamasinda kullanilan nisin ¢ozeltisi (6 mg/mL) 4 M iire igeren 0,1 M
sodyum fosfat tamponu ile hazirlanmistir. Modifikasyon reaksiyonu tamamlandiktan
sonra modifiye edilmis nisin 4°C’de, %20 TCA varliginda 30 dk siireyle ¢oktiiriilmiis
ve sonra 4°C’de 4100 d/dk (1955 x g)’da 40 dk siireyle santriflij edilmistir. Cokelti

halindeki nisin 6rnekleri modifikasyon derecesinin belirlenmesi i¢in kullanilmistir.

3.2.4.3 Nisinin metilglioksal ile modifikasyonu

Nisinin MG ile optimum modifikasyon kosullari, Banerjee ve Chakraborti (2013)
tarafindan belirtilen yontem referans alinarak belirlenmistir. Optimum modifikasyon
kosullarin1 belirlemek i¢in pH degerinin 3,0, 3,5, 4,0, 5,0, 6,0, 7,0, 8,0 ve 9,0, MG
konsantrasyonunun (mM) 50, 75, 100, 125, 150 ve 200 mM; sicakligin (°C) 30, 45 ve
60; siirenin (saat) 1, 2, 4, 6, 8, 12, 18, 24 ve 36; calkalama hizinin (d/dk) 150 ve 245
seviyeleri incelenmistir. Tiim parametrelerin incelenmesi asamasinda kullanilan nisin
¢ozeltisi (1 mg/mL) 4 M iire igeren 0,1 M sitrik asit-sodyum fosfat tamponu ile
hazirlanmistir. Modifikasyon reaksiyonu tamamlandiktan sonra modifiye edilmis nisin
4°C’de, %20 TCA varhiginda 30 dk siireyle ¢oktiiriilmiis ve sonra 4°C’de 4100 d/dk
(1955 x g)’da 40 dk siireyle santrifiij edilmistir. Cokelti halindeki nisin 6rnekleri

modifikasyon derecesinin belirlenmesi i¢in kullanilmustir.

3.2.5 Modifiye edilmis 6rneklerin hazirlanmasi

Nisinin DEPK, HSTL ve MG ile modifikasyonu i¢in optimum kosullar yukarida
aciklanan sekilde belirlenmistir. Belirlenen optimum kosullarda modifiye edilen nisin
ornekleri trikloroasetik asit (TCA) ile ¢oktiiriilmiis, (-)80°C’lik dondurucuda (Esco,
ABD) 12 saat dondurulmus ve daha sonra donuk kurutucuda (Cool Safe, Danimarka)

kurutulmustur.

3.2.6 Homosistein tiyolakton ile modifikasyonun derecesinin belirlenmesi

Homosistein tiyolakton ile modifikasyonun derecesinin belirlenmesi Ellman tarafindan
gelistirilen 5,5 -dithio-bis-2(nitro  benzoik asit) (DTNB) yontemi kullanarak
gerceklestirilmistir (Ellman, 1959). DTNB suda ¢oziinebilen serbest siilfidril gruplarinin
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belirlenmesinde kullanilan bir yontemdir. Siilfidril gruplariyla reaksiyon sonucu olusan
sar1 renkli bilesigin 412 nm’de absorbansi l¢lilmiistiir. Analiz i¢in modifiye edilmis ve
edilmemis nisin Ornekleri 6 mg/mL konsantrasyonda, 8 M iire ve 2 mM f-
merkaptaetonol igceren ¢ozeltide 37°C’de 1 saat siireyle inkiibe edilmistir. Sonra 4°C’de,
%20 TCA varliginda 30 dk siireyle ¢oktiiriilmiis ve 4°C sicaklikta 4100 d/dk (1955 x
g)’da 40 dk siireyle santrifiij edilmistir. Cokeltiye nisin konsantrasyonu 3 mg/mL olacak
sekilde reaksiyon tamponu (1 mM EDTA igeren 0,1 M sodyum fosfat tamponu, pH 8,0)
ilave edilmistir. Sonra her 1 mL &6rnege 2,3 mL reaksiyon tamponu ve reaksiyon
tamponunda hazirlanmis 15 pL DTNB (4 mg/mL) ilave edilmistir. Karisim 15 dk oda
sicakhiginda bekletildikten sonra her 6rnek kontrole karst 412 nm’de okunmustur.
Modifikasyonla olusturulmus sistein (serbest—SH) konsantrasyonu asagidaki formiille

hesaplanmistir.

(3.1)
c= A/(b-14290)

c: Modifikasyonla olusturulmus sistein konsantrasyonu (M)

A:. Modifiye edilen 6rnegin absorbans degeri - modifiye edilmeyen (modikasyon
kimyasali icermeyen) ornegin absorbans degeri

b: Isik yolu (1 cm)

14290: 8 M iire icinde hazirlanan Elman reaktifinin 412 nm’deki molar absorbsivite

katsayis1 (Mtcm™)

0= (C-V-MAisistein)/1000 (3.2)

g: Modifikasyonla olusturulmus sistein miktari (g)

c¢: Konsantrasyon (M)

V: reaksiyonun gercgeklestigi toplam hacim (3,315 mL)
M Asistein: Sisteinin molekiil agirligi (121,16 g)

1000: litre-mililitre doniistim katsayisi

% MD= (100*(g/m))/0,1038 (3.3)

MD: Modifikasyon derecesi (%)

g: Modifikasyonla olusturulmus sistein miktari (g)
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m: Reaksiyon ortamindaki nisin miktar1 (g)

0,1038: 1 g nisinde modifikasyonla olusturulabilecek toplam sistein miktar1 (g)

3.2.7 Dietil pirokarbonat ve metilglioksal ile modifikasyon derecesinin belirlenmesi
Dietil pirokarbonat ve metilglioksal ile modifikasyonun derecesinin belirlenmesinde
2,4,6-trinitrobenzen siilfonik asit (TNBS) metodu kullanilmistir (Hermanson, 2013).
TNBS metodunda renk degisimi ile aminoasitlerin, peptitlerin ve protein
modifikasyonlarinin belirlenmesi saglanabilir (Sekil 3.2). TNBS lizin aminoasidinin yan
gruplari ile asagida gosterilen sekilde reaksiyona girerek renkli bilesik olusturur (Fields,
1972).

O\\No,O' 0\\N,0'

O

S R—N

R—NH, + ¢ —

O\ + '/O- O\ . ",o.
N N N N

| 1l | |

o) 0 oy 0

Amin i¢eren molekiil + TNBS ——l Portakal renkli bilesik

Sekil 3.2. Trinitrobenzen siilfonik asit (TNBS) reaksiyonu

Modifiye edilmis ve edilmemis nisin 6rnekleri 200 pug/mL konsantrasyonda 0,1 M
sodyum bikarbonat tamponunda (pH 8,5) hazirlanmistir. Sodyum bikarbonat
tamponunda (0,1 M, pH 8,5) % 0,01 (m/v) konsantrasyonda hazirlanan TNBS
reaktifinden her 1 mL nisin ¢Ozeltisine 0,5 mL ilave edilmis ve 37°C’de 2 saat
bekletilmistir. Daha sonra tlizerine 0,5 mL SDS (%10, m/v) ve 0,25 mL 1 N HCI ilave
edilmistir. Orneklerin absorbans degerleri sahide karsi 335 nm’de okunmus ve

modifikasyon diizeyi agagidaki formiil yardimiyla hesaplanmistir.

% MD = (KA-MA) x100 / KA (3.4)

MD: Modifikasyon derecesi (%)

KA: Kontrol 6rnegine ait absorbans degeri
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MA: Modifiye edilen 6rnege ait absorbans degeri (modifiye edilememis gruplardan ileri

gelen absorbans degeri)

3.2.8 Protein analizi

Calismada Orneklerin  protein iceriklerinin  belirlenmesinde Lowry yontemi
kullanilmistir (Waterborg, 2009). Yontem uygulanirken reaksiyonun pH 9,3 degerinde

gerceklesmesi saglanmistir. Analizde asagida belirtilen ¢ozeltiler kullanilmagtir.

A ¢ozeltisi: 0,1 N NaOH ve %2 (m/v)’lik sodyum karbonat ¢ozeltileri esit hacimlerde

karistirilarak hazirlanmistir.

B ¢ozeltisi: %1,56 (m/v)’lik bakir siilfat ve %2,37 (m/v)’lik sodyum potasyum tartarat

esit hacimlerde karistirilarak hazirlanmstir.

C c¢ozeltisi (alkali bakir ¢cozeltisi): 100 mL A ¢ozeltisi ile 2 mL B ¢ozeltisi karigtirilarak

hazirlanmistir.

Donuk kurutulan o6rneklerin  0,4-0,7 mg/mL konsantrasyona sahip ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Bu ¢ozeltilerden 0,2 mL’lik hacimler deney tiiplerine aktarilip {izerine 2
mL yukaridaki gibi hazirlanan alkali bakir siilfat ¢cozeltisi (C ¢ozeltisi) ilave edilmistir.
Oda sicakliginda 10 dk bekletilen karigim tizerine 0,2 mL 1 N Folin-Ciocalteau reaktifi
eklenip 30 dk bekletildikten sonra 660 nm dalga boyuna ayarlanmis spektrofotometrede
(Evolution 300 UV-Vis spektrofotometre, Thermo Fisher, Amerika Birlesik Devletleri)
absorbans degerleri okunmustur. 0,15-0,60 mg/mL konsantrasyon araligindaki nisin
(%95 saflikta) ve 0,05-1,00 mg/mL konsantrasyon araligindaki sigir serum albumini
(Bovine Serum Albumini, BSA, >%98) ¢ozeltileri kullanilarak kalibrasyon egrileri
hazirlanmistir. Orneklerdeki protein konsantrasyonunun belirlenmesinde daha dogru

sonug almacagi varsayimiyla nisin kullanilarak ¢izilen kalibrasyon egrisi kullanilmigtir

(Sekil 3.3).
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S1gir Serum Albumininin Kalibrasyon Egrisi
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Sekil 3.3. Sigir serum albumini ve nisin standartlarina ait kalibrasyon egrileri

3.2.9 Antibakteriyel aktivitedeki degisimin belirlenmesi

Kimyasal modifikasyonlar sonrasinda nisinin antibakteriyel 6zelliklerindeki degisimin
belirlenmesinde boliimiimiiziin kiiltiir koleksiyonunda bulunan Staphylococcus aureus
ATCC 6538, Bacillus subtilis ATCC 6633, Lactococcus lactis ssp. cremoris AU
(Ankara Universitesi), Enterococcus faecium ATCC 9097, Listeria monocytogenes
NCTC 5348 ve Escherichia coli RSKK kullanilmistir. Uygulanmasi daha kolay oldugu
icin Oncelikle spot-on-lawn yontemiyle kimyasal modifikasyonlarin bahsedilen
bakterilere karsi nisinin antibakteriyel 6zelliklerinde degisim olusturup olusturmadigi
incelenmis ve daha sonra degisim olusturan modifikasyon yontemi ile modifiye edilen

nisinin minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK) belirlenmistir.
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Spot-on-lawn yontemi uygulanmadan Once Lactococcus lactis ssp. cremoris ve
Enterococcus faecium MRS broth, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Listeria
monocytogenes ve Escherichia coli BHI broth besiyerinde iki kez aktiflestirilmistir
(Mayr-Harting vd., 1972). Aktiflestirilen yediser pL Lactococcus lactis ssp. cremoris ve
Enterococcus faecium MRS yumusak agara, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
Listeria monocytogenes ve Escherichia coli BHI yumusak agara ilave edilip Nutrient
agar lizerine dokiilmiis ve 30 dk katilagsmasi i¢in bekletilmistir. Daha sonra bunlarin
iizerine modifiye edici kimyasal olmaksizin modifikasyon asamalarindan gecirilen nisin
(kontrol, modifiye edilmemis nisin), modifiye edilmis nisin ve saf nisin 6rnekleri esit
konsantrasyonlarda hazirlanarak onar pL ilave edilmis ve 35°C’de 24 saat siireyle
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi olusan inhibisyon bdlgelerinin

biiyiikligi ile antibakteriyel aktivite diizeyleri degerlendirilmistir.

Minimum inhibisyon konsantrasyonunun belirlenmesi igin hedef bakteriler yukarida
aciklanan besiyerlerinde aktiflestirilmistir. Hiicre konsantrasyonun istenen degerde
olmasi igin bakteri hiicrelerinden ekim yapilmis ve spektrofotometre ile hiicre
yogunlugu olgiimleri gerceklestirilmistir. Yapilan tiim MIK hesaplamalarida bu
yontem uygulanmistir. MiK’in belirlenmesi i¢in modifiye nisinin %0,2 BSA ve %0,01
asetik asit iceren ¢ozeltide 100 uM’lik stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Ayni ¢ozelti, stok
nisin ¢ozeltisinin 3 katlik seyreltmeleri i¢cin de kullanilmistr. MRS ve BHI
besiyerlerinde son konsantrasyonu 107 kob/mL olacak sekilde hazirlanan bakterilerden
500 pL almip tizerine 500 pL farkli konsantrasyonlardaki (50,00 16,70, 5,56, 1,85, 0,62,
0,21, 0,07 ve 0 uM) nisin ¢ozeltisinden ilave edilmistir. Negatif kontrol olarak bakteri
ilave edilmemis besiyeri kullanilmistir. Calkalamali inkiibatorde 120 d/dk hizda,
35°C’de 24 saat inkiibasyon isleminden sonra 630 nm’de optik yogunluk olctilmiistiir.
Bakteri gelisimini engelleyen en diisiik konsantrasyon (uM) MIK olarak hesaplanmistir
(Slootweg vd., 2013a).
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3.2.10 Modifikasyon bolgelerinin belirlenmesi

3.2.10.1 LC-MS-MS analizi

Proje onerisinde, modifiye edilen nisin 6rneklerinin modifikasyona ugrayan bdlgelerinin
matris destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyon kiitle spektrometresi (MALDI-TOF) ile
tespit edilecegi belirtilmisti. Ancak MALDI-TOF yonteminden daha ayrintili sonug
alinacagi gerekgesiyle sivi kromatografisi - kiitle - kiitle spektrometresi (LC-MS-MS)
yontemi kullanilmustir. Elektroforez jeli iizerindeki oOrnekler, Erciyes Universitesi
Genom ve Kok Hiicre (GENKOK) Merkezinde bulunan LC-MS-MS (TripleTOF®
5600+ sistemi, AB SCIEX, Amerika Birlesik Devletleri) cihazi ile analiz edilmistir. LC-
MS-MS ile elde edilen kiitle spektrumlart Analyst TF v.1.6 (AB SCIEX, Amerika
Birlesik Devletleri) programi yardimiyla kaydedilip ProteinPilot ve SwisProt veri

tabanlarinda tamimlanmaya c¢alisilmistir (Alessio vd., 2017).

3.2.10.2 Enzimatik hidrolizasyon - Trisin SDS-PAGE analizi

Modifikasyon bolgelerini belirlemek i¢in enzimatik hidroliz sonrasi elektroforez
yontemi de kullanilmistir. Modifikasyonda kullanilan yontemler temel olarak lizin
aminoasidinin yan grubunu hedef aldig1 i¢in kullanilacak enzimlerin se¢imi de bu bilgi
dogrultusunda gergeklestirilmistir. Bu amagla tripsin ve termolisin enzimleri
kullanilmis, hidroliz sonrasi karisimdaki peptitlerin boyutlar1 ise Trisin SDS-PAGE
yontemiyle (Béliim 3.2.2) belirlenmistir. Ornekler tripsin ve termolisin enzimleri ile
(enzim substrat orani 1:5) 5 mM CaClz igeren 50 mM Tris—HCI (pH 7,5) tamponunda 3
saat siireyle hidrolizasyona ugratilmistir (Chan vd., 1996; Mu vd., 2015).
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3.2.11 istatistiksel analiz

Calisma 2 tekerriirlii olarak gerceklestirilmis ve elde edilen sonuglarin ortalamalari
standart sapmalar1 ile birlikte verilmistir. Verilerin istatistiksel degerlendirilmesi ve
karsilastirilmast SPSS programmda (IBM SPSS Statistics 22.0, Amerika Birlesik
Devletleri) tek yonli ANOVA analizi kullanilarak yapilmistir (p<0,05). Ortalamalar

arasindaki farklilik ise Duncan testi kullanilarak (p<0,05) belirlenmistir.
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BOLUM IV

BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Nisinin Saflastirilmasina fliskin Sonuglar

Iki fazh (bifazik) ¢oktiirme ve kormatografik yontem birlikte uygulanarak ticari nisin
(%2,5) saflagtirilmistir. Saflastirmanin ikinci asamasinda uygulanan CM Sepharose

kolonu ile elde edilen kromatogram Sekil 4.1°de sunulmustur.

Kormatogramda 3 pik tespit edilmis ve bunlara karsilik gelen fraksiyonlar toplanip (1.
pik i¢in 18-21. fraksiyonlar, toplam 20 mL; 2. pik i¢in 23-27. fraksiyonlar, toplam 25
mL ve 3. pik i¢in 28-32. fraksiyonlar, toplam 25 mL) hava akiml etiivde 35°C’de
kurutulmustur. Kurutulan fraksiyonlar Trisin-SDS-PAGE (Sekil 4.2) ile analiz
edildiginde birinci pikin nisine ait oldugu goriilmiistiir (hat 5). CM Sepharose kolonu ile
gergeklestirilen kromatografi islemi sonucunda istenilen saflikta nisin tiretimi miimkiin
olmus; hatta yiiksek safliktaki (%95) ticari nisinden (hat 4) bile daha iyi bir saflik
diizeyi elde edilmistir. Ancak bu yontemle 0,8 g diisiik safliktaki (%2,5) ticari nisin
kullanilarak yaklasik %350 verimle sadece 10 mg yiiksek saflikta nisin elde

edilebilmistir.
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0
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Absorbans (215 nm)

Sekil 4.1. Nisinin CM Sepharose kromatogrami

Nisinin saflastirilmasinda etanol ve metanol gibi organik ¢oziiciiler kullanimi (Taylor

vd., 2007), amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve pH 2’de asit ile ¢oktiirme gibi islemler (Yang
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vd., 1992) kullanilmaktadir (de Arauz vd., 2009). Coktiirme islem basamaklarindan
sonra izoelektik odaklama ya da katyon degistirmeyi de kapsayan ¢oklu kromatografik
ayirma, jel filtrasyon, hidrofobik interaksiyon ve ters faz sivi kromotografisi teknikleri
yiiksek saflikta bakteriyosin elde edebilmek i¢in gereklidir. Parada vd. (2007), ¢cok fazla
islem basamagi i¢eren bu saflagtirma tekniklerinde verimin genelde ¢ok diisiik oldugunu
belirtmigledir. S6zii edilen bu yontemlerin uygulanmasi sonucunda verimin %3-10

arasinda degistigi tespit edilmistir (Prioult vd., 2000).

Slootweg ve arkadaslar1 (2013b) diklorametan ve selit muamelesi ile ticari nisinin

(%2,5) saflik oranin1 %34 diizeyine ¢ikarmiglardir.

Suarez vd. (1997) tarafindan yapilan ¢alismada, immunoafinite kromatagrafisi temeline
dayanan tek basamakli saflastrma teknigi ile besiyeri ortammda bulunan nisinin
%72,7’si geri kazanmilmis ve saflik diizeyinde ise 10,3 katlik artis saglanmustir. Tek
basamakli bu yontemle geleneksel yontemlere gore hizli, tekrarlanabilir ve yliksek

miktarda nisin elde edilebildigi belirtilmistir.

Ticari nisin (%2,5) etil alkol ve metil alkol kullanilarak saflastirilmistir. Etil alkol
kullanildiginda, en yiiksek saflik diizeyi 5,5 kat ile %70 etil alkol konsantrasyonunda
elde edilmistir. Bu kosullardaki verim diizeyi ise %84,7 olarak saptanmustir. Metil alkol
kullanilmas1 durumunda ise en yiiksek saflik diizeyi 5,3 kat ile %90 metil alkol

konsantrasyonunda elde edilmis ve verim ise %91 diizeyinde gergeklesmistir (Xiao vd.,
2010).

Cheigh vd. (2004), Lactococcus lactis subsp. lactis A164 tarafindan iiretilen nisin Z’nin
saflastirilmasinda tek basmakta gergeklestirilen iyon degistirici kromatografiyi
(expanded bed) kullanmiglardir. Calisma sonucunda %90’lik verim ve saflikta 31 katlik

artis saglanmistir.

Tez ¢alismasinda planlanlanan modifikasyonlarin gergeklestirilmesi i¢in fazla miktarda
saf nisine ihtiya¢c duyulmustur. Thtiya¢ duyulan miktarda saf nisin elde edebilmek igin
yukarida belirtilen saflastrma basamaklarinin defalarca tekrarlanmasi gerekmistir. Bu

sekildeki bir uygulamanin kimyasal madde, zaman ve emek kaybma yol agacagi
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gerekcesiyle ¢aligmamiza ticari kaynaktan temin edilen yiiksek safliktaki (%95) nisin
(Handary SA, Belgika) ile devam edilmistir.

Sekil 4.2. Saflasgtirma islemlerine ait Trisin-SDS-PAGE elektroforetogramu.1:
Diklorametan uygulamasi sonrasi nisin, 2: pH 4,0’a ayarlanip trikloroasetik asit (TCA)
ile ¢oktiiriilen nisin, 3: pH:4,0’a ayarlanip direkt kurutulan nisin, 4: Yiiksek saflikta
ticari nisin (%95), 5. CM Sepharose kromotografisinde elde edilen 1. pik, 6: CM
Sepharose kromotografisinde elde edilen 2. pik, 7: CM Sepharose kromotografisinde
elde edilen 3. pik, 8: Ticari nisin (%2,5)

4.2 Nisinin Kimyasal Modifikasyonu

Nisinin MG, DEPK ve HSTL ile modifikasyonu i¢in optimum kosullarin (pH, sicaklik,
modifikasyonda kullanilan kimyasal bilesigin konsantrasyonu, reaksiyon siiresi ve
calkalama hiz1) belirlenmesinde is yiikiiniin ¢ok artacagi gerekgesiyle antibakteriyel
aktivitedeki degisim dikkate alinmaksizin dncelikle en yiiksek modifikasyon diizeyinin
elde edilmesi hedeflenmistir. En yiiksek modifikasyon kosullarinin belirlenmesinden

sonra antibakteriyel aktivitedeki degisim incelenmistir.
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4.2.1 Nisinin MG ile modifikasyonu

Nisinin metilglioksal ile modifikasyonu sonucunda serbest amino gruplari sayisinda
azalma gergeklestiginden bu gruplarm sayismin belirlenmesi modifikasyon diizeyinin
takibi i¢cin gosterge olmaktadir. Bu amagla, TNBS reaksiyonu kullanilmistir. MG ile
optimum modifikasyon kosullarinin belirlenmesinde tiim denemeler, 4 M tiire iceren 100
mM sitrik asit-sodyum fosfat tamponu igerisinde 1 mg/mL konsantrasyonda hazirlanan
nisin ¢ozeltisi kullanilarak gergeklestirilmistir. Ancak pH denemelerindeki yiiksek pH
degerleri (7, 8 ve 9) i¢in sitrik asit-sodyum fosfat tamponu yerine potasyum fosfat
tamponu kullanilmigtir. Optimum pH, sicaklik, MG konsantrasyonu, reaksiyon siiresi ve
calkalama hiz1 faktorlerinin diizeylerini belirleyebilmek i¢in her seferinde bir faktoriin
literatiir bilgilerinden yararlanilarak tespit edilen farkl seviyelerinin incelendigi bir dizi

deney gerceklestirilmistir.

Optimum pH’nin belirlenmesi i¢in sicaklik 45°C, MG konsantrasyonu 100 mM,
reaksiyon siiresi 24 saat ve ¢alkalama hizi 150 d/dk degerinde sabit tutulmus ve 3,0, 3,5,
4,0, 5,0, 6,0, 7,0, 8,0 ve 9,0 pH degerleri incelenmistir. Analiz sonucunda belirlenen
modifikasyon diizeyleri Cizelge 4.1°de sunulmustur. Cizelgeden de goriilebilecegi gibi

en ylksek modifikasyon derecesi %70,61 olarak pH 3,5 degerinde saptanmistir.

Cizelge 4.1. Farkli pH degerlerinde saptanan modifikasyon oranlar1 (%)

pH degeri Modifikasyon orani
(%0)*
3,0 25,50+0,321
3,5 70,61+0,342
4,0 62,99+0,288
5,0 69,39+0,684
6,0 61,28+0,369
7,0 60,25+0,480
8,0 42,63+0,409
9,0 43,39+0,312

“Ortalama + standart sapma

Optimum MG konsantrasyonunun belirlenebilmesi icin pH 3,5, sicaklik 45°C,
reaksiyon siiresi 24 saat ve ¢alkalama hiz1 150 d/dk degerinde sabit tutulmus ve 50, 75,
100, 125, 150 ve 200 mM MG konsantrasyonlar:1 incelenmistir. Bu sartlarda en iyi
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sonu¢ %70,51 modifikasyon diizeyi ile 100 mM MG konsantrasyonunda elde edilmistir
(Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Farkli MG konsantrasyonlarinda (mM) saptanan modifikasyon oranlar1 (%)

MG Modifikasyon
konsantrasyonlari o \%
(mM) orani (%)
50 65,84+0,494
75 67,15+0,681
100 70,51+0,400
125 67,74+0,260
150 65,84+0,494
200 65,54+0,498

“ Ortalama + standart sapma
MG: Metilglioksal

Optimum modifikasyon siiresinin belirlenebilmesi i¢in pH 3,5, sicaklik 45°C, MG
konsantrasyonu 100 mM ve ¢alkalama hizi 150 d/dk degerinde sabit tutulmus ve 1, 2, 4,
6, 8, 12, 18, 24 ve 36 saat reaksiyon siireleri denenmistir. Sonucta en yiiksek
modifikasyon diizeyi %70,28 ile 24 saatlik reaksiyon siiresinde elde edilmistir (Cizelge
4.3).

Cizelge 4.3. Farkli reaksiyon siiresinde saptanan modifikasyon oranlar1 (%)

Reaksiyon siiresi | Modifikasyon orani
(saat) (%)*
1 39,460,540
2 39,53+0,551
4 43,39+0,506
6 55,24+0,099
8 59,69+0,043
12 64,35+0,925
18 68,67+0,518
24 70,28+0,071
36 69,40+0,436

“ Ortalama + standart sapma

Optimum calkalama hizinin belirlenmesi i¢cin pH 3,5, sicaklik 45°C, MG
konsantrasyonu 100 mM ve reaksiyon siiresi 24 saat degerinde sabit tutulmus ve 150 ve
245 d/dk galkalama hizlar1 incelenmistir. En iyi sonug %70,51 modifikasyon diizeyi ile

150 d/dk’da elde edilmistir (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4. Farkli calkalama hizlarinda (d/dk) saptanan modifikasyon oranlar1 (%)

Calkalama hiz1 (d/dk) 150 245

Modifikasyon orani (%) 70,51+0,400 55,41+0,286

Optimum sicakligin belirlenmesi i¢in pH 3,5, MG konsantrasyonu 100 mM, 150 d/dk
calkalama hiz1 ve reaksiyon siiresi 24 saat degerinde sabit tutulmus ve 30, 45 ve 60°C

reaksiyon sicakliklar1 denenmistir. En iyi sonu¢ %70,51 modifikasyon diizeyi ile

45°C’de elde edilmistir (Cizelge 4.5).
RNaz enzimi (20 mg/mL) MG (30 mM) ile fosfat tamponunda (0,2 M, pH 7,4) 37°C’de
96 saat siireyle reaksiyona birakildiginda modifikasyon oraninin %40 diizeyinde

gerceklestigi saptanmistir (Ahmed vd., 1997).

Cizelge 4.5. Farkl sicakliklarda (°C) saptanan modifikasyon oranlar1

Sicaklik (°C) 30 45 60

Modifikasyon oram (%) 51,5¢0,072 | 70,51£0,400 | 34,5+0,051

Bu verilerden MG ile en yiikksek modifikasyon diizeyinin %70,51 oldugu ve bunun
Cizelge 4.6°da belirtilen kosullarda elde edildigi anlagilmaktadir.

Cizelge 4.6. Nisinin MG ile optimum modifikasyon kosullar

MG -
Sicaklik | Siire | Calkalama | Modifikasyon
pH Kons?rr]]qtl{/?)syonu (°C) | (saat) | Hiz (d/dKk) | derecesi (%)
3,5 100 45 24 150 70,51

MG: Metilglioksal

Optimum kosullar belirlendikten sonra nisin, bu kosullarda MG ile modifiye edilip
donuk kurutulmustur. Modifiye edilen drnekler %22,5’lik AAU-PAGE ve %16,5°1lik
Trisin SDS-PAGE yontemleriyle analiz edilmistir (Sekil 4.3). Sekil 4.3’de gosterilen

elektroforetogramlar kirpilip yeniden diizenlenmistir.
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AAU-PAGE, molekiil iizerinde gerceklesen tek bir yiik degisikligini dahi gdsteren bir
yontemdir. Sekil 4.3a’da 1. hat saf nisine aittir. Saf nisinin tek bant olusturmasi
beklenirken iki banttan olustugu goriilmektedir. Bu durumu agiklayabilmek i¢in yapilan
literatiir taramasmda nisinin AAU-PAGE ile analizine dair herhangi bir bulguya
rastlanmamistir. Diger yandan saf nisin, molekiiler agirhiga gore ayrim yapan Trisin
SDS-PAGE yonteminde (hat 1) tek bir bant olusturmustur (Sekil 4.3b). Bu durum
nisinin yiik-kiitle oran1 farkli olan iki fraksiyondan olustugunu, bu fraksiyonlarin
molekiiler agirliklarinin ¢ok kiigiik farklilik gostermesi nedeniyle Trisin SDS-PAGE

yonteminde ayrilamadiklarini ortaya koymustur.

Cruz vd. (1996) tarafindan nisin {izerinde yapilan ¢aligmada, major nisinin (3354,14 Da)
yani sira tiim nisin 6rneklerinde bulunan ve minér nisin (3372,2 Da) olarak adlandirilan
bir nisin ¢esidinin de bulundugu belirtilmistir. Mindr nisinin, normal aminoasit
dizisindeki Ala-33’tin Ser-33’e doniismesi ile bakteriyel iiretim sirasinda olustugu ve
biitiin nisin rneklerinde bulundugu belirtilmisti. AAU-PAGE analizinde nisin
orneginin ¢ift bant seklinde goriinmesine bu durumun neden olabilecegi

degerlendirilmistir.

Sekil 4.3a’da 2. ve 3. hatlar sirasiyla MG-kontrol (MG olmaksizin modifikasyon
asamalarindan gegirilen nisin) ve MG-modifiye nisin 6rneklerine aittir. Modifikasyon
sonrasi nisin Ornegine ait olan hat 3’te nisin bantlarmin neredeyse kayboldugu,
yiik/kiitle oranlar1 daha diisiik iirtinlere doniistiigii goriilmektedir. Yalnizca molekiiler
agirhiga gore ayrim saglayan Trisin SDS-PAGE elektroforetograminda da modifikasyon
sonrast nisin bandinda azalis, daha biiylik molekiiler agirliga sahip iiriinlerde ise artis
goriilmektedir (hat 3, Sekil 4.3b). Bu durum, MG ile %70,51 gibi yiiksek bir diizeyde
modifikasyon gerceklestigini ortaya koymaktadir.

Proteinlerin MG ile reaksiyonu sonucunda ya Ne-(1-karboksi etil)lizin seklinde
modifikasyon (lizin {lizerindeki pozitif yilikiin negatife doniismesi) ya da 1,3-di(Ne-
lizin)-4-metil-imidazolium seklinde ¢apraz baglanma olustugu belirtilmistir (Banerjee
ve Chakraborti, 2013).
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Sekil 4.3. MG ile modifiye edilen nisin drneklerinin, %22,5’lik AAU-PAGE (a) ve
%16,5’lik Trisin SDS-PAGE elektroforetogrami (b). 1: Saf nisin, 2: MG-kontrol nisin
(MG olmaksizin modifikasyon asamalarindan gegirilen nisin), 3: MG-modifiye nisin

Goz merceginde bulunan a-kristalin proteinin MG ile modifikasyon sonucunda
¢ozlinmez hale geldigi, kovalent capraz baglanmalarmm ve renk degisikliklerinin
Olustugu saptanmistir. o-kristalinde meydana gelen kovalent ¢apraz baglanmalarin

biiyiik molekiiler agirlikli tirtinler olusturdugu belirtilmistir (Kumar vd., 2004).

Banerjee vd. (2016) yaptiklar1 ¢aligmada, miyoglobinin MG ile uzun siire (18 giin)

inkiibasyona birakilmasi sonucunda protein agregatlarinin olustugunu saptamislardir.

Bu literatiir bilgileri, nisinin hem molekiil agirliginda artis hem de ytik-kiitle oraninda

degisim olabilecegini gdstermektedir.
4.2.2 Nisinin DEPK ile modifikasyonu

Nisinin dietil pirokarbonat (DEPK) ile modifikasyonu sonucunda, serbest amino
gruplarinin sayisinda azalma gerceklestigi igin bu gruplarin sayisinin belirlenmesi

modifikasyon diizeyinin takibini saglayabilmistir (Sekil 2.4 ve 2.5). Bu amagla TNBS
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reaksiyonu  kullanilmistir.  DEPK ile optimum modifikasyon kosullarinin
belirlenmesinde tiim denemeler, 4 M iire iceren 50 mM potasyum fosfat tamponu ile 1
mg/mL konsantrasyonda hazirlanan nisin ¢ozeltisi kullanilarak gerceklestirilmistir.
Optimum pH, sicaklik, DEPK konsantrasyonu, reaksiyon siiresi ve g¢alkalama hizi
faktorlerinin diizeylerini belirleyebilmek i¢in her seferinde bir faktoriin literatiir
bilgilerinden yararlanilarak tespit edilen farkli diizeylerinin incelendigi bir dizi deney

gergeklestirilmistir.

Modifikasyon reaksiyonunda optimum pH diizeyinin belirlenmesi i¢in sicaklik 25°C,
DEPK konsantrasyonu 540 mM, reaksiyon siiresi 1 saat ve c¢alkalama hiz1 150 d/dk
degerinde sabit tutulmus ve 3,0, 4,0, 5,0, 6,0, 7,0, 8,0 ve 9,0 pH degerleri incelenmistir.
Analiz sonucunda belirlenen modifikasyon diizeyleri Cizelge 4.7°de sunulmustur.
Cizelgeden de goriilebilecegi gibi en yiiksek modifikasyon derecesi %9,48 olarak pH

7,0 degerinde saptanmistir.

Cizelge 4.7. Farkli pH degerlerinde saptanan modifikasyon oranlari (%)

s |V
3,0 3,75+0,037
4,0 4,20+0,028
5,0 4,71+0,016
6,0 4,91+0,890
7,0 9,48+0,026
8,0 4,95+0,111
9,0 4,93+0,338

“ Ortalama + standart sapma

Optimum pH degerinin belirlenmesinden sonra optimum DEPK konsantrasyonunun
saptanmasina yonelik ¢alismalar gerceklestirilmistir. Bu amagla, pH 7,0, sicaklik 25°C,
reaksiyon siiresi 1 saat ve ¢alkalama hiz1 150 d/dk degerinde sabit tutulmus ve 40, 120,
180, 360, 540, 720, 900 ve 1000 mM DEPK konsantrasyonlar1 denenmistir. Bu sartlarda
en 1yi sonu¢ %9,70 modifikasyon diizeyi ile 540 mM DEPK konsantrasyonunda elde
edilmistir (Cizelge 4.8).
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Cizelge 4.8. Farkli DEPK konsantrasyonlarinda (mM) saptanan modifikasyon oranlar1

(%)
DEPK konsantrasyonlarn Modifikasyon orani
(mM) (%0)*

40 3,59+0,324
120 2,54+0,225
180 2,68+0,193
360 3,87+0,081
540 9,70+0,225
720 2,704+0,006
900 3,46+0,183
1000 2,29+0,098

“ Ortalama + standart sapma
DEPK: Dietil pirokarbonat

Optimum modifikasyon sicakligmin belirlenebilmesi icin pH 7,0, DEPK
konsantrasyonu 540 mM, reaksiyon siiresi 1 saat ve calkalama hiz1 150 d/dk degerinde
sabit tutulmus ve 25, 30, 35 ve 40°C reaksiyon sicakliklar1 denenmistir. Analiz
sonucunda belirlenen modifikasyon diizeyleri Cizelge 4.9°da sunulmustur. Cizelgeden
de goriilebilecegi gibi en yiiksek modifikasyon diizeyi %9,85 ile 30°C sicaklikta elde

edilmistir.

Cizelge 4.9. Farkli sicakliklarda (°C) saptanan modifikasyon oranlar1 (%)

Reaksiyon Sicakhg1 | Modifikasyon orani
(W9 (%)™
25 9,54+0,758
30 9,85+0,108
35 5,60+0,402
40 4,81+0,421

“ Ortalama + standart sapma

Son olarak optimum reaksiyon siiresi ve ¢alkalama hizinin belirlenebilmesi i¢in pH 7,0,
sicaklik 30°C ve DEPK konsantrasyonu 540 mM degerinde sabit tutulmus ve 30, 60, 90
ve 120 dakika reaksiyon siireleri ile 150 ve 245 d/dk calkalama hizlar1 incelenmistir.
Sonugta en yiiksek modifikasyon diizeyi %13,68 ile 90 dakikalik reaksiyon siiresi ve
150 d/dk’lik ¢alkalama hizinda elde edilmistir (Cizelge 4.10).
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Cizelge 4.10. Farkli reaksiyon siiresi ve c¢alkalama hizinda (d/dk) saptanan

modifikasyon oranlari (%)

Calkalama lmz1 | Reaksiyon siiresi Modifikasyon
(d/dk) (dk) orami (%)*
30 7,5+0,249
150 60 10,22+0,206
90 13,68+0,077
120 13,13+0,700
30 6,460,182
245 60 12,27+0,837
90 12,84+0,576
120 12,74+0,709

“ Ortalama + standart sapma

Nisinin DEPK ile modifikasyonda optimum reaksiyon kosullarini belirlemek i¢in
yapilan ¢aligmalar sonucunda ulasilan optimum kosullar Cizelge 4.11°’de sunulmustur.
Cizelgeden de goriilecegi lizere optimum kosullarda elde edilen modifiksasyon orani

%13,68 gibi diisiik bir degerde kalmustir.

Cizelge 4.11. Nisinin DEPK ile optimum modifikasyon kosullar1

H Kons[a)rllthr)alé onu Sicakhk | Siire | Calkalama | Modifikasyon
i (mM) g O (dk) | Hiz (d/dk) | derecesi (%)
7,0 540 30 90 150 13,68

DEPK: Dietil pirokarbonat

DEPK ile yapilan modifikasyon ¢aligmalarinda proteinleri olusturan aminoasitlerin aktif
yan gruplarmnin erisilebilirligi ile bulunduklari ortamin reaksiyonun gerceklesmesinde
etkili oldugu belirlenmistir (Hnizda vd., 2008). Ayrica aminoasitlerin DEPK ile
reaksiyona girme yeteneklerinin de 6nemli bir faktor oldugu belirtilmistir (Li vd.,
2017). Nisinin DEPK ile %13,68 gibi diisiik bir diizeyde modifikasyona ugramasmnda

s0z konusu nedenlerin etkili olabilecegi degerlendirilmektedir.

Zhou ve Vachet (2012) tarafindan yapilan bir ¢aligmada sitokrom-C, miyoglobin ve f-
2-mikroglobulin proteinleri DEPK ile modifiye edilmistir. DEPK ile sitokrom-C %56-
57, miyoglobin %73-83 ve B-2-mikroglobulin ise %49-68 oranlarinda modifikasyona

ugramistir. Modifikasyon diizeylerindeki degiskenligin nedeni olarak modifikasyona

43



ugrayabilecek aminoasit yan gruplarmin bulunduklari konumlarin  farklilig1

belirtilmistir.

Optimum kosullar belirlendikten sonra nisin, bu kosullarda DEPK ile modifiye edilip
donuk kurutulmustur. Bu sekilde DEPK ile %13,68 diizeyinde modifiye edilen drnekler
%22,5’lik AAU-PAGE ve %16,5°lik Trisin SDS-PAGE yéntemleriyle analiz edilmistir
(Sekil 4.4).

Gerek AAU-PAGE gerekse Trisin SDS-PAGE elektroforetogrammdan, DEPK ile
yapilan modifikasyon sonucunda (hat 2), nisine ait bantlarin neredeyse tamamen
ortadan kalktig1 goriilmektedir. DEPK, lizinin yan grubundaki pozitif yiikii uzaklastirip
yerine etil grubu eklediginden hidrofobik 6zelligi arttirmaktadir (Pal ve Ghosh, 1998).
Bu nedenle %13,68’lik bir modifikasyonun Trisin SDS-PAGE elektroforetogramindaki
nisin bandinda bu denli bir azalmaya yol agmasi beklenmedik bir durumdur. AAU-
PAGE analizinde ise ayrim yiik-kiitle oranina gore gergeklestigi i¢in burada nisin
bandinin yok olmasi beklenen bir durumdur. Ancak bu analizde de modifikasyon
sonucu olusan nisin tiirevlerine rastlanmamistir. Bu durumun modifikasyon islemi
sonucunda aymrma jeline giremeyecek Ozellikte fraksiyonlarin olusmasindan
kaynaklandig1 disiiniilmektedir. DEPK ile modifikasyonda, lizinin e-amino grubu ile
aspartik asit veya glutamik asidin karboksil gruplar1 arasinda peptit bag1 benzeri baglar

olusabildigi belirtilmistir (Wolf vd., 1970).
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Sekil 4.4. DEPK ile modifiye edilen nisin &rneklerinin, %22,5’lik AAU-PAGE (a) ve
%16,5’lik Trisin SDS-PAGE elektroforetogrami (b). 1: DEPK-kontrol nisin (DEPK
olmaksizin modifikasyon asamalarindan gegirilen nisin), 2: DEPK-modifiye nisin

4.2.3 Nisinin HSTL ile modifikasyonu

Nisinin homosistein tiyolakton (HSTL) ile modifikasyonu sonucunda serbest -SH
gruplar1 olustugu i¢in bu gruplarin miktarmi belirleyerek modifikasyonun diizeyi
saptanabilmektedir (Sekil 2.5). Bu nedenle HSTL ile modifikasyonun derecesini
saptamak amaciyla DTNB reaksiyonu kullanilmistir. Optimum modifikayon
kosullarinin  belirlenmesinde tiim parametrelerin ayni anda incelenmesi miimkiin
olmadigindan her bir parametrenin optimum seviyesi kontrollii sartlarda ayri ayri
belirlenmistir. Optimum modifikasyon kosullar1 saptanirken 4 M iire igeren 0,1 M
sodyum fosfat tamponu ile 6 mg/mL konsantrasyonda hazirlanan nisin ¢ozeltisi
kullanilmistir. Sicaklik, pH, HSTL konsantrasyonu, reaksiyon siiresi ve ¢alkalama hizi

faktorlerinin diizeyleri literatiir bilgilerinden yararlanilarak tespit edilmistir.
Optimum kosullarin belirlenmesinde ilk olarak sicaklik (45°C) ve ¢alkalama hizi (150

d/dk) sabit tutulurken pH degeri, HSTL konsantrasyonu ve reaksiyon siiresinin farkli

seviyeleri incelenmistir. Uygulama esnasinda nisin, her bir pH (3,0, 6,0 ve 8,0)
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degerinde 1, 10 ve 100 mM HSTL ile 6, 24 ve 48 saat boyunca modifiye edilmistir.
Analiz sonucunda en yiiksek modifikasyon diizeyinin (%4,35), 3,0 pH, 100 mM HSTL
konsantrasyonu ve 6 saat reaksiyon siiresi sartlarinda gergeklestigi saptanmistir
(Cizelge 4.12).

Cizelge 4.12. Farkli pH degerleri, HSTL konsantrasyonlar1 ve reaksiyon siirelerinde
saptanan modifikasyon oranlar1 (%)

Siire (saat) | HSTL (mM) pH degeri Modifikasyon orani (%)*
3,0 0,14+0,001
1 6,0 0,05+0,016
8,0 0,65+0,021
3,0 0,39+0,089
6 10 6,0 2,74+0,019
8,0 1,89+0,024
3,0 4,35+0,018
100 6,0 4,30+0,024
8,0 4,1440,034
3,0 0,04+0,008
1 6,0 0,12+0,019
8,0 1,21+0,024
3,0 1,85+0,025
24 10 6,0 2,10+0,641
8,0 3,07+0,084
3,0 3,98+0,095
100 6,0 4,34+0,010
8,0 3,10+0,040
3,0 0,29+0,014
1 6,0 0,61+0,010
8,0 1,19+0,016
3,0 2,660,001
48 10 6,0 1,24+0,201
8,0 3,13+0,214
3,0 4,08+0,036
100 6,0 4,31+0,018
8,0 2,94+0,054

“ Ortalama + standart sapma
HSTL:Homosistein tiyolakton

Bu sonuclar en uygun modifikasyon kosullarmin 6 saat, 100 mM HSTL ve 3 pH
oldugunu gostermis, fakat pH ve HSTL konsantrasyonun daha ayrintili incelenmesin

yararli olacag: diislintildiigiinden bu faktorlerin farkli diizeylerinin denenmesine devam
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edilmistir. Sonraki asama i¢in sicaklik 60°C, ¢alkalama hizi 150 d/dk ve reaksiyon
sliresi 6 saat seklinde sabit tutularak farkli pH degerleri (3,0, 4,0, 4,5 ve 5,0) ve HSTL
(100, 150 ve 200 mM) konsantrasyonlarinda modifikasyon gerceklestirilmistir. Burada
en iyi sonu¢ %6,30 modifikasyon diizeyi ile pH 3,0 ve HSTL konsantrasyonu 150 mM
iken elde edilmistir (Cizelge 4.13).

Cizelge 4.13. Farkli pH degerleri ve HSTL konsantrasyonlarinda saptanan
modifikasyon oranlar1 (%)

HSTL pH degeri Modifikasyon
(mM) orani (%)*
3,0 6,070,002
4,0 6,15+0,001
100 45 5,5340,002
5,0 5,73+0,002
3,0 6,30+0,020
4,0 6,22+0,021
Lo 45 5,860,008
5,0 5,74+0,050
3,0 5,96+0,035
4,0 6,09+0,015
pro 45 5,85+0,030
5,0 5,73+0,036

“ Ortalama + standart sapma
HSTL:Homosistein tiyolakton

Bu verilerle, modifikasyon i¢in optimum pH degerinin 3,0 ve HSTL konsantrasyonunun
150 mM oldugu sonucuna varilmistir. Reaksiyon siiresi olarak daha 6nceki deneylerde
en kiiglik deger olarak 6 saat kullanilmis olup daha kisa siirelerin de incelenmesine
ihtiya¢g duyulmustur. Bu nedenle pH degeri 3,0, HSTL konsantrasyonu 150 mM ve
calkalama hiz1 245 d/dk olarak sabit tutulup farkli reaksiyon siireleri (2, 4 ve 6 saat) ve
sicaklik diizeyleri (60 ve 80°C) kullanilarak modifikasyon gerceklestirilmistir (Cizelge
4.14). Bu kosullarda en iyi sonu¢ %5,35 modifikasyon oraniyla 6 saat ve 60°C
sicaklikta elde edilmis, ¢alkalama hizinin ve sicakligin artis1 modifikasyonu

lyilestirmemistir.

Bu verilerden HSTL ile en yiiksek modifikasyon diizeyinin %6,30 oldugu ve bunun
Cizelge 4.15°da belirtilen kosullarda elde edildigi anlagilmaktadir.
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Cizelge 4.14. Farkl siire ve sicaklik degerlerinde saptanan modifikasyon oranlar1 (%)

Sicakhik (°C) Siire (saat) I\/(I)(l)‘g:lllzil/i))/g :
2 1,46+0,006
60 4 2,70+0,008
6 5,35+0,023
2 4,31+0,050
80 4 4,99+0,113
6 5,23+0,224

“ Ortalama + standart sapma

HSTL ile serum albiimini, fibrinojen, a-makroglobulin, miyoglobin ve sitokrom C gibi
pek ¢ok proteinin modifikasyonu gergeklestirilmistir. Modifikasyonlar genel olarak 7,4
pH ve 37°C sicaklikta gerceklestirilmistir. HSTL ile modifikasyon oraninin modifiye
edilen proteinin lizin igerigi ile orantili oldugu belirtilmistir (Jakubowski, 1999;
Beltowski, 2005). Proteinin igerdigi lizin miktarmin 10 adetten az olmasi durumunda
modifikasyonun ¢ok diisiik seviyelerde kaldig1 saptanmistir (Jakubowski, 1999). Ayrica
biliyiik molekiil agirlikli proteinlerde de lizin igerigiyle orantili olmayan bir sekilde,
muhtemelen lizine ulasilamamasi nedeniyle modifikasyonun daha diisiik seviyelerde

gerceklestigi gozlenmistir (Beltowski, 2005).
HCTL ile methionil-tRNA sentaz (64 kDa) ve tripsin (24 kDa) modifiye edilmistir.
Islem sonras1 methionil-tRNA sentazdaki lizinin %33’ii ve tripsindekinin ise %88’i

modifiye edilebilmistir (Jakubowski, 1999).

Sharma vd. (2014) yaptiklar1 ¢alismada her proteinin HSTL ile fonksiyonel ve yapisal

modifikasyona uygun olmadigini tespit etmislerdir.

Cizelge 4.15. Nisinin HSTL ile optimum modifikasyon kosullar1

H Konsgnst—:al_s onu Sicakhk | Siire | Calkalama | Modifikasyon
p (mM)y (°C) (saat) | Hizx (d/dk) | derecesi (%)
3,0 150 60 6 150 6,30

HSTL:Homosistein tiyolakton
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Optimum kosullar belirlendikten sonra nisin, bu kosullarda HSTL ile modifiye edilip
donuk kurutulmustur. Bu sekilde HSTL ile %6,30 diizeyinde modifiye edilen ornekler
%22,5’lik AAU-PAGE ve %16,5°lik Trisin SDS-PAGE yéntemleriyle analiz edilmistir
(Sekil 4.5).

AAU-PAGE elektroforetogrammdan, HSTL ile yapilan modifikasyon sonucunda (hat
2), %6,30’luk modifikasyon diizeyi ile orantisiz bir sekilde nisine ait bantlarin
neredeyse tamamen ortadan kalktigi goriilmektedir. HSTL, proteinlerdeki lizin
aminoasidinin yan zincirindeki serbest amino grubuyla kolaylikla reaksiyona girerek
homosistein-eN-Lys-protein olusumunu saglamaktadir (Jalili vd., 2011). Bu reaksiyon
sonucunda nisine yeni bir —SH grubu eklenmekte, yiik-kiitle orani1 degismektedir.
Olusan SH gruplar1 oksidasyon sonucunda —S-S- kopriilerine doniiserek daha biiyiik
nisin kiimeleri meydana getirebilir. Ancak elektroforez isleminde —S-S- kdpriilerini
kiran DTT kullanildigindan olusan kiimelerin elektroforetogramda goriinmemesi

gerekmektedir.

Trisin SDS-PAGE analizinde modifiye nisin bandi (hat 2), %6,30’luk modifikasyon
diizeyi ile orantili bir sekilde ¢ok fazla degisim gostermemistir. Nisin bandindaki
azalmaya paralel olarak daha biiylik molekiil agirlikli fraksiyonlar olusmustur. Benzer
sekilde beta kazeinin HSTL ile modifikasyonunun gercgeklestirildigi bir ¢alismada,
modifikasyon sonrasi beta kazein kiimelerinin olustugu, bu kiimelerin beta
merkaptoetanol ve 8 M guanidin hidroklorit varhgmdan etkilenmedigi, bu nedenle
kiimelerin disiilfit bagindan farkli bir bag ile baglanma sonucu olustugu belirtilmistir

(Stroylova vd., 2011).
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Sekil 4.5. HSTL ile modifiye edilen nisin 6rneklerinin, %22,5’lik AAU-PAGE (a) ve

%16,5’lik Trisin SDS-PAGE -elektroforetogrami (b). 1: HSTL-kontrol nisin (HSTL
olmaksizin modifikasyon asamalarindan gegirilen nisin), 2: HSTL-modifiye nisin

4.3 Modifiye Edilen Nisin Orneklerinin Protein icerikleri

Optimum kosullarda modifiye edilen ve donuk kurutulan nisin orneklerinin
antibakteriyel oOzelliklerinin belirlenmesinde konsantrasyon hesaplamalar1 protein
oranlar1 tizerinden gerceklestirildigi i¢in 6rneklerin protein igeriklerinin belirlenmesi
gerekmistir. Orneklerin protein igerikleri Lowry yontemi ile belirlenmistir. Protein
analizi i¢in hem BSA hem de saf nisin kullanilarak kalibrasyon egrileri hazirlanmas,
ancak daha dogru sonuclar alinacagi diisiincesiyle kimyasal modifikasyon islemi
sonrasindaki modifiye edilmis ve edilmemis nisin drneklerinin protein oranlar1 %95°lik
saf nisin ile hazirlanan kalibrasyon egrisiyle hesaplanmis ve sonuglar Cizelge 4.16°da
sunulmustur. Metilglioksal diginda diger iki yOntemle yapilan modifikasyonlar
sonucunda kurutulan 6rneklerin protein oranlar1 %86,65-99,75 araliginda saptanmaistir.
Ancak metilglioksal ile yapilan modifikasyon sonrasi ilging bir sekilde donuk kurutulan
orneklerin dokular1 yapiskan ve protein oranlari ¢ok diisiik (%49,92) ¢ikmistir. Bu
durumun, metilglioksal ile modifiye edilen nisinin polaritesinin, dolayisiyle su tutma

kapasitesinin artmasindan kaynaklandig1 degerlendirilmektedir. Benzer bir sekilde MG
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ile modifiye edilen o-kristalinin ylizey polaritesinde artis meydana geldigi de

saptanmustir (Mukhopadhyay vd., 2010).

Cizelge 4.16. Kimyasal modifikasyon sonrast drneklerin protein oranlari

Ornekler Prot?(i;(l))?ranl
DEPK ile modifikasyon ||\</|?3r:jtirfci):/z*nisin 223%18?11
HSTL ile modifikasyon :\(/I%rgi;?;*nisin §§§§i8§§8
MG ile modifikasyon ,}f,l%rgiﬁ;*msin %3922;&83 v

* Ortalama + standart sapma

**DEPK, HSTL ve MG olmaksizin modifikasyon asamalarindan
gecirilen nisin

DEPK: Dietil Pirokarbonat

HSTL: Homosistein Tiyolakton

MG: Metilglioksal

4.4 Antibakteriyel Aktivitedeki Degisimin Belirlenmesi

Modifikasyon islemlerinin nisinin antibakteriyel 6zelliklerindeki etkisi dncelikle spot-
on-lawn yontemiyle incelenmistir. Calismamizda kullanilan nisin Z, genis bir Gram
pozitif bakteri grubuna kars1 antimikrobiyal etki gdstermesinin yani sira, Ent. faecium
gibi antibiyotige direngli tiirlere karsi da antimikrobiyal etki gostermektedir (Severina
vd., 1998; Tong vd., 2014). Saf nisin Ornegi test edilen mikroorganizmalardan
(Staphylococcus aureus ATCC 6538, Bacillus subtilis ATCC 6633, Lactococcus lactis
ssp. cremoris AU, Enterococcus faecium ATCC 9097, Listeria monocytogenes NCTC

5348 ve Escherichia coli RSKK) sadece Ent. faecium’a kars1 aktivite gostermistir.

Modifikasyon derecesi diisiik olmasma ragmen DEPK ile modifiye edilen nisin S.
aureus, B. subtilis, Lac. lactis ssp. cremoris, Ent. faecium, L. monocytogenes ve E. coli
bakterilerine karsi herhangi bir antibakteriyel aktivite gostermemistir (Sekil 4.6). Bu
durum, DEPK ile gergeklestirilen modifikasyon isleminin nisinin antibakteriyel
aktivitesinde herhangi bir gelisme saglamadiginin gostergesidir. DEPK ile

gerceklestirilen modifikasyon nisinin antibakteriyel aktivitesinde 6nemli olan yapisal
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degisikliklere yol agmistir. Bu nedenle nisinin DEPK ile modifikasyonunun yararsiz bir

uygulama oldugu sonucuna ulasilmistir.

Sekil 4.6. DEPK modifikasyonuna ait spot-on-lawn teknigi ile antibakteriyel aktivite
sonuglar1 a: Escherichia coli, b: Listeria monocytogenes, c: Enterococcus faecium, d:
Lactococcus lactis ssp. cremoris, e: Bacillus subtilis, f: Staphylococcus aureus. 50 ppm
protein icerecek sekilde onar pL 6rnek uygulanmistir. DEPK Knt.: DEPK olmaksizin
modifikasyon asamalarindan gegirilen nisin, DEPK Mod.: DEPK ile modifiye edilen
nisin, Standart: Saf nisin

HSTL ile modifiye edilen nisin, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Lactococcus
lactis ssp. cremoris, Listeria monocytogenes ve Escherichia coli bakterilerine karsi
antibakteriyel aktivite gostermedigi, ancak Enterococcus faecium’a kars: diisiik de olsa
antibakteriyel bir etkiye sahip oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.7). Modifiye nisinin
antibakteriyel aktivitesini belli 6l¢iide korumast ya modifikasyonun %6,30 gibi diisiik
bir diizeyde kalmasindan ya da modifikasyon sonucunda nisine eklenen —SH gruplarinin

tam bir aktivite kaybina yol agmamasindan kaynaklandigi1 degerlendirilmektedir.
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Sekil 4.7. HSTL modifikasyonuna ait spot-on-lawn teknigi ile antibakteriyel aktivite
sonuglar1 a: Escherichia coli, b: Listeria monocytogenes, c: Enterococcus faecium, d:
Lactococcus lactis ssp. cremoris, e: Bacillus subtilis, f: Staphylococcus aureus, 50 ppm
protein icerecek sekilde onar pL 6rnek uygulanmistir. HSTL Knt.: HSTL olmaksizin
modifikasyon asamalarindan gegirilen nisin, HSTL Mod.: HSTL ile modifiye edilen
nisin, Standart: Saf nisin

MG ile modifiye edilen nisin, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Lactococcus
lactis ssp. cremoris, Enterococcus faecium, Listeria monocytogenes ve Escherichia coli
bakterilerine kars1 antibakteriyel aktivitesini tamamen yitirmistir (Sekil 4.8). Bu duruma
nisinin yapisinda meydana gelen degisikliklerin yol actigi degerlendirilmistir. Benzer
bir sonug, glikoz ile 95°C’de Maillard reaksiyonuna ugratilan nisinde de gozlenmistir
(Lo vd., 1994). Ayrica MG ile modifikasyon sonrasinda enzimatik aktivitenin de
kayboldugu belirlenmistir (Abdullah vd., 2010).
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Sekil 4.8. MG modifikasyonuna ait spot-on-lawn teknigi ile antibakteriyel aktivite
sonuglari

a: Escherichia coli, b: Listeria monocytogenes, c¢: Enterococcus faecium, d: Lactococcus
lactis ssp. cremoris, e: Bacillus subtilis, f. Staphylococcus aureus. 50 ppm protein
icerecek sekilde onar pL 6rnek uygulanmistir. MG Knt.: MG olmaksizin modifikasyon
asamalaridan gecirilen nisin, MG Mod.: MG ile modifiye edilen nisin, Standart: Saf
nisin

Spot-on-lawn teknigi ile yapilan analizler sonucunda, DEPK ve MG ile modifiye edilen
nisinin incelenen bakteriler iizerinde herhangi bir antibakteriyel etkisinin bulunmadigi
ve antibakteriyel spektrumunda da herhangi bir gelisme saglanamadig tespit edilmistir.
Bu durum modifikasyon sonrasi antibakteriyel aktivitenin artmadigmni, tersine

modifikasyon Oncesi mevcut olan antibakteriyel aktivitenin dahi kayboldugunu

gostermektedir.

HSTL ile modifiye edilmis nisinin sinirli da olsa antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu
goriilmiistir. Bu modifiye nisinin, saf nisine benzer sekilde sadece Enterococcus
faecium bakterisine karst antibakteriyel aktivite gosterdigi ve antibakteriyel
spektrumunda herhangi bir gelisme saglanamadigi belirlenmistir. Bu nedenle DEPK ve
MG ile modifiye edilen nisin drneklerinde MIK analizi gerceklestirmenin bir anlami

olmayacagindan yalnizca HSTL ile modifiye edilen nisinin MiK degeri belirlenmistir.
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HSTL ile %6,3 diizeyinde modifiye edilen nisinin Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis, Lactococcus lactis ssp. cremoris, Listeria monocytogenes ve Escherichia coli
bakterilerine kars1 saf nisine benzer sekilde herhangi bir antibakteriyel etki
gostermediginden MIK analizi sadece Enterococcus faecium  kullanilarak
gerceklestirilmistir. HSTL ile modifiye edilen nisin ile saf nisin o6rneklerinin

Enterococcus faecium’a kars1 tespit edilen MIK degerleri Cizelge 4.17°da verilmistir.

HSTL ile modifiye edilen nisinin Enterococcus faecium’a karsi1 MiK degeri (16,75 pM)
saf ve kontrol nisin drneklerine gore yaklasik 10 kat daha yiiksek tespit edilmistir. MIK
degerinin yiikselmesi modifikasyon sonrasi antibakteriyel aktivitenin zarara ugradigini

gostermektedir.

Cizelge 4.17. HSTL ile modifiye edilen nisinin Enterococcus faecium’a kars1t MiK

degerleri
Bakteri Saf nisin HSTL-kontrol HSTL-modifiye
(%95)" nisin” nisin*
Enterococcus faecium’a 1 8540.0° 1 85.40,0° 16.7520.0°

kars1 MIK (uM)
* Ortalama + standart sapma
'Homosistein Tiyolakton (HSTL) olmaksizin modifikasyon asamalarindan gegirilen
nisin
a,b : Aym satirda farkli harflerle gosterilen degerler istatistiksel agidan farklidir
(p=0,05)

Tim bu veriler dikkate alindiginda kullanilan kimyasal bilesiklerle gerceklestirilen
modifikasyon islemleri sonucunda ne antibakteriyel aktivitede artis ve ne de

antibakteriyel spektrumda iyilesme saglanabilmistir.

4.5 Modifikasyon Bolgelerinin Belirlenmesi

Tez Onerisinde belirtilen MALDI-TOF yerine kullanilan LC-MS-MS ydntemi
proteinlerin aminoasit dizisini belirleyebilecek iistiinliige sahiptir. Bu ydntemde
ornekler oncelikle Trisin-SDS-PAGE ile fraksiyonlarmma ayrilmig ve daha sonra jel
tizerindeki fraksiyonlar kesilip mikrotiiplere alinmistir. Kesilerek mikrotiiplere alinan
fraksiyonlar tripsin ile hidrolize edildikten sonra LC-MS-MS (TripleTOF® 5600+
sistemi, AB SCIEX, Amerika Birlesik Devletleri) cihazi ile analiz edilmistir. LC-MS-
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MS ile elde edilen kiitle spektrumlar1 Analyst TF v.1.6 (AB SCIEX, Amerika Birlesik
Devletleri) programi yardimiyla kaydedilip ProteinPilot ve SwisProt veri tabanlarinda
tanimlanmaya g¢alisilmistir (Alessio, 2017). Ancak orneklerin analizi sonucunda elde
edilen spektrumlar, mevcut kiitiiphanelerdeki veriler yardimiyla tanimlanamamistir. Bu
durumun nisinin rutin dist (unusual) aminoasitler igermesinden ve uygulanan

modifikasyon islemlerinden kaynaklandig1 degerlendirilmistir.

LC-MS-MS analizi ile sonu¢ alinamamasi nedeniyle modifikasyon bdlgelerini
belirlemek i¢in enzimatik hidroliz sonrasi Trisin SDS-PAGE yontemi uygulanmustir.
Modifikasyonda kullanilan yontemler temel olarak lizin aminoasidinin yan grubunu
hedef aldig1 i¢in kullanilacak enzimlerin se¢imi de bu bilgi dogrultusunda
gergeklestirilmistir. Bu amagcla tripsin ve termolisin enzimleri kullanilmistir. Tripsin
enzimi, lizin ve arjinin aminoasitlerine 6zgiinlilk gostermekte ve bu aminoasitlerin
olusturdugu peptit baglarmni karboksil ucundan hidrolizasyona ugratmaktadir. Nisinin
aminoasit dizisinde arjinin yer almadigi i¢in tripsinin sadece lizin aminoasidinin
bulundugu bélgelerden hidroliz gergeklestirmesi beklenmektedir. Nisinin (nisin Z, 3354
Da molekiiler agirliginda olup 34 aminoasit igermektedir) yapisinda 3 adet lizin
bulunmaktadir. Bunlardan biri C ucunda yer aldig1 i¢in tripsin tarafindan taninamaz.
Sterik bir etki s6z konusu olmamasi durumunda diger iki lizin aminoasidinin
olusturdugu peptit baglar1 tripsin tarafindan ya kismi hidrolizsyona ugratilarak 5 (bir
adet 10, iki adet 12 ve iki adet 22 aminoasit igeren peptit) ya da tam hidrolizasyona
ugratilarak 3 peptit pargasi olusturulur. Bu dizilere ait teorik molekiiler agirliklar
1154,7, 1009,5, 1213,7, 2146,2 ve 2468.,9 Da seklindedir. Ancak modifiye edilen lizin
aminoasitleri tripsin enzimi tarafindan tanmmayacagi i¢in bu noktalardan hidroliz

gerceklesmeyecektir.

Tripsin hidrolizi sonucu elde edilen iirlinlere ait elektroforetogram Sekil 4.9’da
sunulmustur. Sekilden de goriilecegi tizere HSTL (hat 5), dietil pirokarbonat (DEPK,
hat 8) ve metilglioksal (MG, hat 11) ile modifiye edilmis Orneklere ait hatlarin
hi¢gbirisinde parcalanma s6z konusu degilken kontrol Ornegi tripsin ile tam bir
hidrolizasyona ugramistir (hat 2). Ayrica modifikasyon isleminde kullanilan
kimyasallarin ilavesi diginda diger biitlin asamalara maruz birakilan kontrol 6rneklerinin

tripsin ile tamamen hidrolizasyona ugradiklar1 da saptanmustir (Sekil 4.10). Bu veriler,
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modifikasyon islemi uygulanan nisin 6rneklerinde lizin aminoasitlerinin yan gruplarinin

degisime ugradigini kesin bir sekilde gostermistir.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Sekil 4.9. Modifiye edilen nisin Orneklerinin tripsin ve termolisin enzimleri ile
hidrolizasyonu sonrasi Trisin SDS-PAGE elektroforetogrami. 1: Saf nisin (%95), 2:
Tripsin ile muamele edilen saf nisin, 3:Termolisin ile muamele edilen saf nisin, 4:
HSTL ile modifiye edilmis nisin, 5: HSTL ile modifiye edilip tripsin ile muamele
edilmis nisin, 6: HSTL ile modifiye edilip termolisin ile muamele edilmis nisin, 7:
DEPK ile modifiye edilmis nisin, 8: DEPK ile modifiye edilip tripsin ile muamele
edilmis nisin, 9: DEPK ile modifiye edilip termolisin ile muamele edilmis nisin, 10:
MG ile modifiye edilmis nisin, 11: MG ile modifiye edilip tripsin ile muamele edilmis
nisin, 12: MG ile modifiye edilip termolisin ile muamele edilmis nisin

Termolisin enzimi, 16sin, fenilalanin, valin, izoldsin, alanin ve metionin aminoasitlerine
Ozgiinlik gostermekte ve bu aminoasitlerin olusturdugu peptit baglarin1 amino ucundan
hidrolizasyona ugratmaktadir. Teorik olarak termolisinin, modifiye edilmis nisin 6rneklerini
tamamen hidrolize etmesi gerekmektedir. Sekil 4.9°dan da goriilecegi gibi termolisin ile
gercgeklestirilen hidroliz sonucunda kontrol 6rnegi de dahil olmak {izere modifiye edilmis
biitiin nisin 6rnekleri teorik bilgiye paralel bir sekilde pargalanmaya ugramustir (hat 3, 6, 9
ve 12). Nisin 6rneklerinin tripsin ve termolisin ile hidrolizasyonu sonucunda olusan
peptitler jel tizerinde goriinmemektedir. Bu durumun Kruger (2009) tarafindan da
belirtildigi gibi 3000 Da’dan daha kiigiik peptitlerin Coomassie Brillant Blue G 250 ile

boyanmamasindan ileri geldigi degerlendirilmektedir.
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Sekil 4.10. Modifikasyon sartlarindaki kontrol nisin drneklerinin tripsin ve termolisin
enzimleri ile hidrolizasyonu sonrasi1 Trisin SDS-PAGE elektroforetogrami. S: Standart,
1: Saf nisin (%95), 2: Tripsin ile muamele edilmis saf nisin, 3:Termolisin ile muamele
edilmis saf nisin, 4: HSTL kontrol nisin, 5: Tripsin ile muamele edilmis HSTL kontrol
nisin, 6: Termolisin ile muamele edilmis HSTL kontrol nisin, 7: DEPK kontrol nisin, 8:
Tripsin ile muamele edilmis DEPK kontrol nisin, 9: Termolisin ile muamele edilmis
DEPK kontrol nisin, 10: MG kontrol nisin, 11: Tripsin ile muamele edilmis MG kontrol
nisin, 12: Termolisin ile muamele edilmis MG kontrol nisin

Modifikasyon bolgelerini belirlemeye yonelik ¢alismalar sonucunda, modifiye edilen
nisin Orneklerinin tripsin hidrolizasyonuna direng gosterirken termolisin enzimi ile
tamamen hidrolize olmalar1 her li¢ modifikasyon islemi ile lizin aminoasitlerinin
degisime ugradigimi gostermektedir. Ayrica nisin {izerinde bulunan Lys-12 ve Lys-
22’nin modifiye oldugu kesin bir sekilde ortaya konulmaktadir. Ancak Lys-34’tin

modifiye edilip edilmedigine dair kesin bir yargiya ulasmak miimkiin olamamustir.
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BOLUM V
SONUCLAR

Bu tez ¢alismasi sonucunda, ticari nisin (%2,5) diklorometan ile ¢oktiirme ve katyon
degistirici kolon kromotografisi yontemlerinin birlestirilmesiyle gelistirilen metot

kullanilarak en az %95 diizeyinde saflagtirilmistir.

Yiiksek safliktaki nisin 6rnekleri 1 mg/mL konsantrasyonda 540 mM DEPK ile pH 7,0,
30°C, 90 dk ve 150 d/dk galkalama hiz1 olarak belirlenen optimum kosullarda %13,68

modifikasyon derecesine ulagmistir.

Yiiksek safliktaki nisin 6rnekleri 6 mg/mL konsantrasyonda, 150 mM HSTL ile pH 3,0,
60°C, 6 saat ve 150 d/dk ¢alkalama hiz1 olarak belirlenen optimum kosullarda %6,30

modifikasyon derecesine ulagmistir.

Yiiksek safliktaki nisin 6rnekleri 1 mg/mL konsantrasyonda 100 mM MG ile pH 3,5,
45°C, 24 saat ve 150 d/dk calkalama hizi olarak belirlenen optimum kosullarda %70,51

modifikasyon derecesine ulagmistir.

DEPK ve MG ile modifiye edilen nisin 6rnekleri, S. aureus, B. subtilis, Lac. lactis ssp.
cremoris, Ent. faecium, L. monocytogenes ve E. coli bakterilerine kars1 herhangi bir
antibakteriyel aktivite gostermemistir. DEPK ve MG ile nisinin modifiye edilmesi
nisinin antibakteriyel aktivitesini tamamen yok ettiginden, nisinin bu kimyasallarla

modifikasyonunun yararsiz bir uygulama oldugu sonucuna ulasilmistir.

HSTL ile modifiye edilmis nisinin ise sadece Enterococcus faecium bakterisine karsi
antibakteriyel aktivite gosterdigi ve antibakteriyel spektrumunda herhangi bir gelisme
saglanamadig1 belirlenmistir. HSTL ile modifiye edilen nisinin yalnizca Enterococcus
faecium’a kars1 antibakteriyel etki gdstermesi nedeniyle sadece bu bakteriye karsi olan

MIK degeri (16,75 uM) hesaplanabilmistir.

Tiim bu sonuglar dikkate alindiginda modifikasyon islemleriyle antibakteriyel etkinin

arttirilmas1 ve antibakteriyel spektrumun genisletilmesine iliskin herhangi bir iyilesme

59



saglanamamustir. Nisinin DEPK, HSTL ve MG ile modifikasyona ugradigi, tripsin ve
termolisin enzimleriyle hidrolizasyonu ve ardindan yapilan Trisin SDS-PAGE

analiziyle gosterilmistir.
Bu tez calismasi, nisinin kimyasal modifikasyonunda farkli bilesik ve yontemlerin

kullanilarak ~ antimikrobiyal aktivitesinin iyilestirilmesine ve  spektrumunun

genigletilmesine yonelik arastirmalara ihtiya¢ bulundugunu ortaya koymustur.
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