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1. GIRIS

Enfeksiyon etkeni mikroorganizmalarin  kontroli ve
tedavisi insan saghgr agisindan olduk¢a O©Onem tasimaktadir.
Mikroorganizmalara karsi yaygin olarak kullanilan antibiyotiklere ise
hizla diren¢c mekanizmalari gelismekte, dolayisiyla uygulanan tedavinin
etkinligi dusmektedir. Bunun sonucunda antimikrobiyal ozellikteki yeni
maddeler ile yapilan galismalar artmigtir. Antimikrobiyal peptitler de bu
konuda dikkat c¢eken bir gruptur ve hizla 6nem kazanmiglardir.
Bakteriyosinler; dogal, antimikrobiyal etkiye sahip ve insan sagligi icin
zararsiz biyomolekullerdir. Tagidiklari 6nemden dolay! her gegen gun

yeni bakteriyosinler izole edilerek molekuler olarak tanimlanmaktadir.

Lactococcus cinsi Uyelerinden L. lactis subsp. lactis, L.
lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis ve L. lactis subsp. cremoris
laktik asit bakterilerinden olup fermente gidalarin Uretiminde starter
kaltar olarak yaygin bir kullanim alanina sahiptir. Bu bakteriler;
fermentasyon slreglerinde Urinin yapisal ve aromatik gelisiminin
saglanmasinin yaninda, kontamine mikroorganizmalarin inhibisyonunda

da etkin rol almaktadir.

Bakteriyosinler igerisinde, L. lactis subsp. lactis suslari
tarafindan Uretilen nisin oldukga genis bir etki spektrumuna sahiptir ve
ticari olarak da kullanim olanadi bulmustur. FDA (Food and Drug
Administration) tarafindan GRAS (insan ve hayvan tiketiminde guvenilir
ajan) metabolitler kapsamina alinmis olan nisin preparatlan (E234),
dinya genelinde gida koruyucusu olarak kullaniimaktadir. Ayrica,

“klasik” antibiyotiklere karsi yaygin bakteri direng gelisiminden dolayi,



nisinin Kklinik uygulamalardaki potansiyeli Uzerine ¢alismalar baslatiimig

ve bazi hastaliklarin tedavisinde kullanilabilirligi tanimlanmigtir.

Lipozomlar ise, hucre membrani ile uyumlu, cift tabaka
veya c¢ok sayida tabakadan olusabilen lipid tasiyicilardir. Koloidal
tastyici sistemlerden biri olan lipozomlar, yaklagik 0,02- 3,5 pm ¢apinda
kuresel vezikillerdir. Nisinin lipozomal formualasyonlari ile stabilitesinin,

ve antimikrobiyal aktivitesinin artmasi beklenmektedir.

L. lactis subsp. lactis LL 27 susu, Turkiye kdkenli ve nisin
uretim yetenegi tanimlanmis olan 6énemli bir izolattir. Bu tez ¢alismasi
kapsaminda L. lactis subsp. lactis LL 27 sugunun genetik dogasi, nisin
Uretimi ve elde edilen nisinin lipozomal formulasyonlarinin gesitli
mikroorganizmalara kargi  antimikrobiyal aktivite  potansiyelinin

tanimlanmasi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Lactococcus Cinsinin Genel Ozellikleri

Laktokoklar (Lactococcus sp.); Laktik asit bakterileri
grubunda yer alan, Gram-pozitif, spor olusturmayan, katalaz negatif,
fakultatif anaerob, kok seklinde 0.5-1.2 x 0.5-1.5 ym boyutlarinda oval

sekilli bakteriler olarak tanimlanmislardir (Resim 1) *'2.

Lactococcus cinsi, nukleik asit hibridizasyonu, immunolojik
analiz, fizyolojik testler, lipoteikoik asit yapisi ve yag asidi profilleri g6z
onunde bulundurularak tanimlanmistir. Streptococcus cinsinden ayrilan
Streptococcus garviae, S.plantarum ve S. raffinolactis ve Lactobacillus
cinslerinden ayrilan L. xylosus, L. hordinae, Lactococcus cinsine gegis
yapmigtir. Lancelfield serolojik grup N dyesi olan laktokok cinsi
icerisinde L. lactis, L. piscium, L. gavriae, L. raffinolactis ve L. plantarum
olmak Uzere bes farkli tir bulunmus ancak Cho ve arkadaslari, camur
drneklerinden elde ettikleri Lactococcus chungangensis isimli yeni bir
tir bildirmislerdir. Bunun sonrasinda ise lahanadan izole edilen L.
fujiensis ile laktokok cinsi tur sayisi 7° ye ulagmistir. L. lactis turd ise L.
lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. cremoris, L. lactis subsp. hordniae
ve son yillarda bulunan L. lactis subsp. tructae turleri olmak Uzere

toplam 4 alt tiir barindirmaktadir. **>© 7,

Laktokoklarin sivi besiyerinde tek, c¢ift ve kisa zincirler
halinde uremeleri  streptokok  ve  enterokoklarla  benzerlik
gostermektedir. Optimum gelisme sicakliklari 30 °C’ dir. 10 °C’ nin
altinda ve 45 °C’ nin Uzerinde, % 6.5 NaCl varliginda ve ortam pH’ sinin

4.4 ve 9.6 olmasi durumunda gelisme gostermemektedirler. Zayif a-

3



hemoliz yapan laktokok tirlerinin birbirinden ayriminda ise 40 °C
uzerinde ve yuksek tuz konsantrasyonlarinda (>% 4 sodyum Kklorur)
gelisebilme ve farkli sekerlerden (laktoz, mannitol ve rafinoz) asit

olusturma 6zelliklerinden faydalaniimaktadir #* 8,

3.0pm

Resim 1: Laktokok cinsinin mikroskop gériintiileri °.

L. lactis turt Gyeleri; FDA (Food and Drug Administration)
tarafindan insan ve hayvan sagligi agisindan tuketilmeleri guvenilir
mikroorganizmalar olarak (GRAS- Generally recognized as safe) kabul

edilmektedir *.

Laktokoklarin Urettigi bakteriyosinler icerisinde yalniz
nisinin gen kodu kromozomal DNA Uzerinde tespit edilmistir. Molekuler
genetik analizi yapilan diger L. lactis bakteriyosinlerinin tima (Tablo 1),
suslara ve spesifiye ettikleri bakteriyosinlere gore farklilik gosteren

degisik plazmidler tarafindan kodlanmaktadir *°.



2.2. Bakteriyosinler

Bakteriyosinler, c¢esiti Gram negatif ve Gram pozitif
bakteriler tarafindan ribozomal olarak sentezlenen, protein yapisinda,
diger bakteri turleri Uzerinde bakteriyosidal ya da bakteriyostatik etkiye
sahip bilesiklerdir. Bu bilesikler, gida bozulmasi ve gida kdkenli hastalik
etmeni bakterilerin geligsimini engelleme 06zelliklerinden dolayi, gida
endustrisinde buyuk énem tasimaktadir. Diger yandan, bakteriyosinler,
insan ve hayvan enfeksiyonlarinin tedavisinde gdsterdikleri potansiyel

ile antibiyotiklerin alternatifi olarak éne ¢ikmaktadir 1% 12 13:14.15

Antibiyotik olarak da adlandirilabilen bakteriyosinler,
ribozomal olarak sentezlenmeleri, birincil metabolit olmalari, etki
mekanizmalarinin  antibiyotiklerden farkh olmasi ve dar etki
spektrumuna sahip olmalari gibi farkliliklarindan dolayi antibiyotiklerden

ayrilmaktadirlar 3.

Gram negatif bakterilerin Urettigi bakteriyosinler genellikle
20 kDa’ dan buyuk ve ¢ok yakin akraba turlerin Uremesini engelleyen
bakteriyosinlerdir. Ancak Enterobactericeae tirleri tarafindan Gretilen
kolisin V ve mikrosinler 10 kDa’ dan kuguk heterojen peptidler olmalari

bakimindan diger bakteriyosinlerden farklilik gostermektedirler ** .

Gram negatif bakterilerin aksine Gram pozitif bakteriler 6
kDa’ dan daha kucuk bakteriyosin tretmektedirler. Bu bakteriyosinlere

karsi duyarli suslar (izerinde daha 6zguil etkinlik géstermektedirler *°.



2.2.1. Laktik Asit Bakterileri Tarafindan Uretilen Bakteriyosinler
Laktik asit bakterileri tarafindan Uretilen bakteriyosinler,

antimikrobiyal peptitler ve proteinlerin genis ve heterojen bir grubunu

olusturur.

Tablo 1: Lactococcus lactis Suslarinin Urettigi Bakteriyosinler

Bakteriyosinler

Diplokoksin

Laktoztrepsinler las 1, las 2, las 3, las 4 ve las 5
Lantibiyotikler nisin, laktisin 481 ve laktisin 3147
Laktokoksinler laktokoksin a, b, mn, g, 972 ve mmfi

LAB bakteriyosinlerinin siniflandiriimasi cesitli kaynaklara
gore farkhlik goéstermekle birlikte, amino asit sekansina, etki
mekanizmasina, 1siI toleransina ve biyolojik aktivitesine gore 4 sinifa

ayirmak miimkiindir (Tablo 2) *'.

Lantibiyotikler olarak adlandirilan |. grup bakteriyosinler;
lantionin, B-metillantionin, dehidroalanin ve dehidrobdtirin  gibi
translasyon sonrasi modifikasyonlar ile olusturulan amino asitleri
icermektedir (Sekil 1). Lantibiyotikler yapisal 6zellikleri ve antimikrobiyal
aktiviteleri gbéz onune alindiginda A ve B olmak uzere iki alt gruba
ayrilirlar. Tip A lantibiyotikler hedef hlcrenin sitoplazmik zarini
depolarize ederek etkilerini gdsterirler. Ortalama buyuklikleri 21-38
amino asittir. Bu grubun en bilinen tyesi nisindir. Tip B lantibiyotikler,

Tip A lantibiyotiklere gore oldukc¢a kicuktir. Buyudklikleri 19 amino asiti




asmamaktadir. Tip B lantibiyotikler konakgi hucre

enzimlerini inhibe

ederler 111518,
0 0 ﬁ
n | I
— HN C— — HN Cc—
\my O / \ c /
H— Cuo Co—H H
| | H,C
H.,C S CH )
Dehidroalanin
Lantionin
0
' ' \g
— HN’ —
I | \ /
— HN C— — HN C— C
\o/ o/ |
H— Cu C"C{ —H HC
| |
H,C —;/C S CH, H,C
Dehidrobiitirin

B-metillantionin

Sekil 1: Lantibiyotiklere 6zgi amino asit yapilari.




Il. grup bakteriyosinler, 5-30 kDa arasinda molekuler
agirhga sahip, modifiye olmamis Isi-stabil peptitlerdir. Lantiyonin
icermemektedirler. Sitoplazmik membranda por olusturarak etki
gostermektedirler. lla, l1lb ve lic olmak Uzere ug¢ alt gruba ayrilirlar. lla
YGNGV-C korunmus N-terminal sekansina sahip olmasi, diger
gruplardan farklilk gostermektedir. Bu grupta pediosin PA-1(AcH),
I6kosin A, sakasin A, sakasin P ve enterosin A yer almaktadir. Grup Ilb
bakteriyosinler ise iki farkli protein ile birlikte hedef hlicre zarinda por
olusturarak etkisini gostermektedirler. Laktisin F ve laktokoksin G bu
grupta yer alan bakteriyosinlerdendir. llc bakteriyosinleri 1. grup
bakteriyosinler ve Uretici organizmalar yuksek anti-listeriyal aktivite

géstermelerinden dolayi oldukga énemli bir gruptur ™%,

[ll. grup bakteriyosinler ise, molekuler agirhgr 30 kDa
yukarisinda ve isi1 duyarlilik 6zelligine sahip helvetisin J ve enterolizin A

gibi peptitler olarak karakterize edilmektedir ** %" %,

IV. grup bakteriyosinler igerisinde yer alan glikoprotein
veya lipoproteinler aktivite gostermeleri igin protein yapisinda olmayan
yapilara ihtiya¢ duyan biyomolekullerdir. Laktosin 27, lakstrepsin,

l6kosin, mesenterosin bu grupta yer almaktadir ** %,



Tablo 2: Bakteriyosinlerin siniflandiriimasi %

Grup Bakteriyosinler

Lantibiyotikler

la:  Nisin benzeri lantibiyotikler.
Katyonik 6zellik icerirler.

Ib: Globdler proteinler olup diusuk
negatif yuk icerirler.

Duramisin,Marsasidin, Alametisin

Grup Bakteriyosinler

Lantibiyotik olmayan kugUuk 1Isi

direncli peptitler

lla: Antilisteriyal etkili pediosin
benzeri peptitler
llb: iki peptit iceren bakteriyosinler.

Lactasin.

llc:  Salgilanan  bakteriyosinler.

Carnobakteriyosin

Grup Bakteriyosinler

Buyuk, 1siya hassas proteinler

Helvetisin J ve enterolizin A

V.

Grup Bakteriyosinler

Glikoprotein  veya lipoproteinler

aktivite gosterir

Laktosin 27, lakstrepsinler, Lokosin,

Mesenterosin




Bakteriyosinler, genellikle sitoplazma membraninda por
olusumuna yol acarak ya da hucre duvari biyosentezini bozarak hedef
hiicre 6limiine neden olmaktadir. Uretici organizmalar, direnclilik
proteinleri aracihdr ile kendi bakteriyosinlerinin  etkisinden
korunmaktadir. Bakteriyosinler; gidalarin korunmasinin yaninda, gida
kalitesinin ve tuketici kabulinun artirlmasina yonelik endustriyel
uygulamalarda da kullaniimaktadir. Endustriyel kullanim agisindan
bugline kadar en genis uygulama alani bulan bakteriyosin, lantibiyotik

grubu tyesi olan nisindir %,

2.2.1.1. Nisinin Genel Ozellikleri

Nisin laktik asit bakterilerinden L. lactis tarafindan Uretilen
ve lantibiyotik olarak adlandirilan I. sinif bakteriyosinler grubunda yer
alan bir bilesiktir. Nisin, ilk olarak Rogers tarafindan 1928 yilinda cig
sutten elde edimis ve 1944 vyilinda ise nisin ismi kullaniimaya
baslanmigtir. 1950’li yillarda ticari olarak Uretimine baslanan nisin, ilk
kez ingiltere’ de gida katki maddesi olarak kullanilmaya baslanmis ve
1983 yilinda E234 kod numarasiyla gida katki maddeleri listesine
alinmistir. insanlar da dahil olmak tizere hicbir memeli icin toksik etkisi
bulunmamakla birlikte 1988 yilinda FDA tarafindan ‘genel olarak glvenli
kabul edilebilir rin- GRAS’ statlsune girmistir. Ayni zamanda Dinya
Saglik Orgitinin de gida katki maddesi olarak onay verdigi tek

bakteriyosindir 8- 2> 26: 27,

Nisin ismi, streptokoklar i¢in dizenlenmis olan “Lancefield”
serotipleme semasina dayanilarak saptanmistir. Nisin bir ¢esit Grup N

inhibitér maddesi olarak tanimlanabilir (Grup N Inhibitory Substance).
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Aldigi son ek “ —in ” ise antibiyotikler i¢in kullanilan genel bir ektir ve

nisin adi bu sekilde tiiretilmistir 2 2°.

Yapilan  toksisite  calismalari  sonucunda  nisinin
guvenilirligini kanitlanmis ve gunluk alinabilecek doz miktari FDA
tarafindan 2.9 mg olarak belirtiimigtir. Antimikrobiyal etkiye sahip
olmasi, insan sagligina toksik etki gostermemesi, kuru formda yillarca
Ozelligini kaybetmeden stabil olarak kalmasi nisinin endustriyel

potansiyelinin yilksek diizeyde kalmasini saglamaktadir *°.

Nisinin  molekdl formuli Ci43H230N42037S7; ve molekdl
agirhgr 3354.25 Da’ dir (Sekil 2). Yapisinda 34 adet amino asit
bulunmaktadir. Bu amino asitlerden 8 tanesi kukurt igerir ve en dnemlisi
lantiyonin ve 3-metil lantiyonin’ dir. Zira, lantibiyotik terimi icerdigi bu
amino asitten tdretilmistir. Bunlara ek olarak dehidroalanin ve
dehidrobutirin gibi diger amino asit kalintilarini icermektedir. Asidik pH’
I ¢ozeltilerde kolay c¢ozilir ve stabildir. Alkali pH' larda kimyasal
modifikasyonlara bagli olarak stabilitesi ve biyolojik aktivitesi azalir.
Pankreatin, tripsin, tukdrik enzimlerine ve rennet hari¢ sindirim

enzimlerine karsi duyarlidir 2% 3,
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Sekil 2: Nisinin molekiil yapisi 3% %2,

Buglne kadar nisinin, yapisindaki aminoasit
kompozisyonuna gore nisin A, nisin Z, nisin Q, nisin U ve nisin F olmak
uzere 5 farkh nisin varyanti karakterize edilmistir (Sekil 3). Bu
varyantlardan nisin A, Z, U Ureticileri stt ve sut urtnlerinden, nisin Q
ureticisi nehir suyundan, nisin F Ureticisi ise yayin baligindan izole
edilmistir. Bu varyantlardan yalniz nisin U Streptococcus uberis

tarafindan Uretilmektedir 34 35 36 37. 38,39,
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]': OOH

Sekil 3: Nisin A, Z, Q ve U'nun yapisi. A-E:Lantiyonin kopruleri. Dha:
Dehidroalanin, Dhb: Dehidrobutrin; Ala-S-Ala, lantiyonin; Abu-S-Ala, (3-
metil lantiyonin. Varyantlarda Nisin A’dan farkl olan amino asitler gri

tonla isaretlenmistir 3% “°,
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Nisin varyantlari arasindaki temel farklilik, primer yapida
bazi pozisyonlarinda gorulen amino asit degisimleridir. Nisin Z, nisin
A’dan farkli olarak 27. pozisyonda histidin yerine asparajin aminoasitini
icermektedir * . Nisin Q'da nisin Z'ye gére {i¢ amino asit (Val 15, Leu
21, Val 30) bakimindan farkl bulunmustur. Bugune kadar bu varyant
ireticisi olan sadece bir sus tanimlanmistir . S. uberis tarafindan
uretilen nisin U; yaygin rastlanilan nisin A ve nisin Z'ye gére 9 amino
asit (Lys 4, Lle 15, Dhb 18, Pro 20, Leu 21, Gly 27, His 29, Phe 30 ve
Gly 31) bakimindan farklilik gostermektedir. Ayrica diger varyantlardan
farkh olarak 34 aminoasit yerine, 31 amino asit icermektedir. Ayni
zamanda bu varyantta da modifiye amino asitlerin ve lantiyonin
koprulerinin yerlesimi, diger varyantlarla benzerdir. Yayin baligindan
izole edilen L. lactis tarafindan Uretilen nisin F, nisin A ve nisin Z’'den
sadece 30. pozisyondaki aminoasitin valin olmasiyla farklilagsmistir.
Ancak bu varyanta ait lantiyonin koprulerinin yerlesimi henlz

belirlenememistir % 38 3% 41,

Nisinin U¢ boyutlu yapisi c¢esitli Nukleer Manyetik
Rezonans (NMR) galismalariyla incelenmis ve bunun sonucunda elastik
bir yapitya sahip oldugu belirlenmigtir. Nisin molekili, amino
terminalindeki A, B ve C lantionin halkalarindan ve karboksi
terminalinde i¢ ice yer alan D ve E lantionin halkalarindan olugsmustur
(Sekil 2). Nisinin B, D ve E halkalarinda yer alan 1. ve 4. amino asitler
tiyoeter baglariyla baglanarak B-donuslerini olusturmaktadir. A ve C

halkalari ise kararli bir yapiya sahip degillerdir **.
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2.2.1.1.1. Nisinin Antimikrobiyal Etki Mekanizmasi

Nisin, antimikrobiyal aktivitesini hicre membraninda porlar
olusturarak ve peptidoglikan biyosentezini engelleyerek gostermektedir.
Nisinin por olusturma mekanizmasi ‘Nikleer Manyetik Rezonans-NMR’
c¢alismalari sonucunda, nisin ve lipit Il etkilesiminin aydinlatiimasiyla
netlik kazanmigtir (Sekil 4). Sitoplazmik membranda por olusumu,
nisinin N- ucundaki ile-1 aminoasidinin, lipit II' nin fosfat gruplarina
baglanmasi, ardindan C- ucunun bu molekille iliskiienmesi ve son
asamada membrana tutunmasiyla gergeklesir. Olusan por ¢api yaklasik
olarak 2-2.5 nm olmakla birlikte; aminoasitler, ATP ve monovalent
katyonlar gibi hticreler icin 6nemli olan maddelerin hizli bir sekilde kaybi
sonucu membran potansiyelinin bozulmasina neden olmaktadir. Bu

mekanizma ‘fici-delme’ modeli olarak adlandiriimistir 3343,

Por Olugumu

Sekil 4: Nisinin por olugumu igin 6nerilen lipit 11 modeli. Nisin ilk
asamada lipit I'nin karbonhidrat pargasina distan yonelimli olarak
baglanir. N-terminal bdlgesi baglanma igin gereklidir. C-terminal kismi

ise membrani gecerek por yapisini tamamlar 4.
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Nisinin bir diger etki mekanizmasi ise hucre duvari
sentezini durdurmaktir. Fosfolipid komponentlerinden, hlicre duvari
sentezinde oncil bir molekil olan Lipid Il araciidiyla fosfatidilgliserol
lipozomlarinin anyonik yuzeyleriyle birlegir ve fosfolipit gruplarinda

bulunan lipitleri olumsuz yonde etkiyerek aktivitesini gosterir *°.

Hucre duvari yapisal farkhligi nedeni ile nisin, Gram-
negatif bakterilere karsi daha dusuk etki gdstermektedir. Ancak bu
bakterilerin hucre duvar yapisini nisin i¢in gegirgen hale getiren her
tarld iglem, s6z konusu bakterilerde nisin duyarliiginin artigina neden
olmaktadir. Bu tip igslemler; selat olusturan ajanlara maruz birakma,

olduricu doz alti sicaklik ve ozmotik sok uygulamalarini kapsamaktadir
44

Nisin, vejetatif hicrelerin gelisiminin inhibisyonu yaninda,
bakteriyel sporlarin g¢imlenmesini de durdurmaktadir. Bu etkinin,
cimlenmekte olan sporlarin membranlarinda yer alan proteinlerin
yapisinda bulunan sulfidril gruplarina, nisinin baglanmasi sonucu
meydana geldigi saptanmigtir. Ayrica sporosidal etkide, nisin molekulu
icindeki bir veya daha fazla dehidro amino asit yapisinin da rol aldigi

belirlenmistir 4> ¢ 47,

2.2.1.1.2 Nisin Biyosentezi ve Nisin Genleri

Nisin; ribozomal olarak sentezlenen o6ncu peptitlerin
translasyon sonrasi modifikasyonlari ile olusmaktadir. Ribozomlardan
salinan nisin duzlemsel yapidadir ve biyolojik aktiviteye sahip degildir.
Salinma sonrasinda oncu peptit, proteolitik kesime ugratiimakta ve
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pentasiklik halkalarin olusumunda rol alan diger modifikator enzimlerin

katalizoérligiinde, aktif nisin molekiilii olusturulmaktadir (Sekil 5) & 4% *°.

Peptit
1 —
Oncii Peptit KxGxGVIx[T][E]HECxMN[g waFvHT]cc(s)

Dehidrasyon 1

' ]
Oncii Peptit KxGxGVIx[Dhb]i[Dha]HE[§] xMN[Dhajw aFvF[Dhb|[E [§ (s)
t ] 1 J

Oncii peptitlerin 1
baglanmasi ile tiyoeter
képriilerinin olugsumu

Olgun lantibiyotik

Sekil 5: Oncii peptit olgunlasmasi °*.

Nisinin  biyosentezi 11 tane genin kontrolinde
gerceklesmektedir (Sekil 6). NisA/Z/Q/BTCIP, nisRK, nisFEG gen
kUmesi; nisin 6nclu proteininin sentezini, proteinin translasyon sonrasi
modifikasyonunu, nisin direngliligini, transkripsiyonel regulasyonu, peptit
transferini ve 0oncl proteinin iglenmesini gergeklestiren proteinleri
kodlamaktadir (Sekil 6). Biyosentez ve direng genleri nisA/Z/QBTCIPRK
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ve nisFEG olarak iki farkli operonda organize olmuslardir. Bu genler

yaklasik olarak 70 kb buyukligunde, konjugatif bir nisin-sakkaroz

transpozonunda yer almaktadir 2 %2,

wo NPT M)

HisA nisB nisT — msCrisl — nisP nisR nisK nisk nisk nisG

Sekil 6: Nisin genlerinin organizasyonu >3

Temel nisin geni olan nisA, ribozomlarda sentezlenen
inaktif dncu peptittir. Sentezlenen molekill inaktif halde tutan lider
peptit (23 amino asit) ve biyolojik aktif nisin 6nclist olan propeptitten
(34 amino asit) olusan iki ana yaplyl icermektedir. Translasyon
sonrasinda lider peptit, Uretilen molekulin sitoplazmik membranda
bulunan modifikasyon mekanizmasina yodnlendiriimesini saglamaktadir
(Sekil 7). Bu dncu propeptitte yer alan serin ve treonin nisB dehidrataz
enzimi ile sirasiyla 2,3-didehidroalanin (Dha) ve 2,3-didehidrobditirin
(Dhb) formuna dehidre edilir. Sonrasinda, nisC araciliiyla sistein
kalintilarinin tiyol gruplar ve didehidro amino asitlerin ¢ift baglarini
iceren molekdl ici Michael ekleme reaksiyonu Kkatalizlenir ve
reaksiyonlar tiyoeter koprilerinin olugsmasiyla sonuglanir. Bu tiyoeter

koprileri karakteristik (8-metil) lantiyonin halkalarini olusturmaktadir %
49, 54
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Modifiye nisin molekiuli ABC tasima proteini nisT
vasitasiyla hicre disina tasinmaktadir. Nisin molekulinden lider peptitin

proteolitik ayrilmasi serin proteaz nisP tarafindan katalizienmektedir 48,
55

A 3 £ 4 ¢ :
s 009006 0000,06008006L000¢

prenisin 5

10 15 20 25 30
EZI0000006000600060000000008V000500000

l NisB, Dehidrasyon

B

Dehidre prenisin 5 10 15 20 25 30

NisT, Tagima
Nis P, Islenme

Sekil 7: Translasyon Sonrasi Modifikasyon >*.
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Nisin direngliliginden nisl, nisF, nisE ve nisG genleri
sorumludur. nisl, nisin gen kimesinin orta kisminda yerlesmis olup, 245
amino asitlik Nisl lipoproteinini kodlamaktadir. Nisin Ureticisi olmayan
L.lactis suslarina nisl geninin klonlandi§i c¢alismalarda nisine karsi
direng gelistigi gosterilmistir. nisFEG genleri ise ABC sinifi transport
proteinlerini kodlamaktadir. Kodlanan bu proteinlerden NisF sitoplazmik
ATP-baglama proteinini, NisE ve NisG ise hidrofobik integral membran

proteinlerini olugturmaktadir > °% °7,

Nisin biyosentezinin regulasyonu iki bilesenli bir sistem
tarafindan saglanmaktadir (S$ekil 8). Bu sistemde histidin kinazi
kodlayan nisR geni ve hicre igi yanitt dizenleyen nisK geni rol
oynamaktadir. Ortamda bulunan olgun nisin miktari yeter sayiya
ulastiginda (Quorum sensing) nisK proteini nisin ile etkilesime girerek
histidin kinazi fosforile etmektedir. Fosforil grubu NisR’ ye aktarilarak
hicre ici yaniti dizenleyen nisK proteini, nisSABTCIP ve nisFEG

genlerinin transkripsiyonunu yonetmektedir 92 5% %8,
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NisA Substrat

Sekil 8: Nisin Biyosentezi °.
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2.2.1.1.3. Nisin Uretimini Etkileyen Faktorler

Nisin biyosentezi, L. lactis’ in aktif blyime fazinda
baslayip, duragan fazin baglamasiyla sona ermektedir. Nisin Uretimi
hicre biyokutlesiyle dogru orantili olarak artig gostermektedir.
Bakterisidal nisin aktivitesi ise gelismenin baslamasindan 4 saat sonra
tespit edilebilmektedir. Biyokutle miktari yaklagik olarak % 60 oranina
ulastigi zaman nisin aktivitesinin oldukga gugcli bir artis gosterdigi
belirlenmistir. En ylksek nisin titresine en fazla biyokitle miktarina

karsilik gelen logaritmik bilylime fazinin sonunda ulasiimaktadir ® .

Nisin  Oretiminin L. lactis biyokutlesiyle paralellik
gostermesi nedeniyle, gesitli faktorler nisin Uretiminde rol oynamaktadir.
pH, sicaklk, karbon ve azot kaynaklarinin yanisira inorganik bilesiklerle
ortamda bulunan nisin miktari da nisin Uretimi Gzerinde 6nemli etkiye

sahiptirler.

2.2.1.1.3.1.Karbon Kaynadinin Etkisi:

Karbon kaynagi, hiicre gelisimi ve dolayisiyla nisin Uretimi
agisindan onemli bir yere sahiptir. Karbon kaynagi miktarinin az olusu
uremeyi olumsuz etkilerken, fazla olmasi da Uremeyi baskilayici etki
gostermektedir. Karbon kaynaklarinin  nisin  Uretimine etkisinin
incelendigi farkli galismalarda, gesitli sekerlerin kullanilmasi sonucunda

nisin dretim diizeylerinin farkhilik gésterdigi belirtilmistir °% .

Fruktoz, sakkaroz, glukoz, maltoz ve laktoz gibi sekerlerin

kullanildigi bir galismada, en fazla nisinin %1 oraninda fruktoz kullanimi
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sonucu elde edildigi bildirilmistir ®*. Laktozun etkisinin arastirildigi bir
baska calismada ise en etkili aktiviteye 30g/L laktoz varliginda
ulasildigi, 40g/L laktoz varliginda ise laktik asit olusumu ve bazi
proteolitik enzimlerin salinimi sonucunda 41.2 AU/mL aktivite kaybinin

oldugu belirlenmistir ©*

. Glukozun optimal karbon kaynagi olarak
kullanilabileceginin gdsterildigi bir calismada, sakkaroz ve fruktoza
kiyasla iki kat daha fazla nisin elde edilmis; sakkaroz ve glukozun
birlikte kullaniimasi sonucunda ise, sakkaroz metabolizmasi genlerinin
nisin transpozonunun Uzerinde yer almasi nedeniyle, nisin Uretimini

baskiladigi belirlenmistir ©.

2.2.1.1.3.2. Azot Kaynaginin Eikisi:

Hucre biyokutlesinin artigi ile nisin Uretimi arasindaki
oranti sebebiyle, azot kaynaklarinin besiyeri i¢erisinde bulunugu nisin
biyosentezinin regulasyonunda 6nemli rol oynamaktadir. Maya 6zUtu, et
Ozutd, balik 6zatu gibi azot kaynaklarinin kullanildigi ¢alismalar nisin

(iretimini tesvik etmektedir ®* ©°.

Nisin dreticisi L. lactis'in gelisimi ve nisin biyosentezinin
artirlmasi igin besiyeri igerisine treonin, serin, sistein, lizin ve sistin gibi
amino asitlerin eklenmesi s6z konusu olabilmektedir. Bu amino asitler,
nisin molekultndn bilesenleri olan lantiyonin ve B-metillantiyoninin dncil

yapilarini olusturmalari bakimindan énem tasimaktadirlar o
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2.2.1.1.3.3.inorganik Bilesiklerin Etkisi:

Ortamda bulunan anyon ve katyonlarin bakteriyosin
uretimine etkileri tire 6zgu olmakla birlikte, inorganik fosfat nisin
{iretiminin gelistiriimesi icin kullanilabilmektedir ®’. KH2PO4, K,HPO,,
(NH4)2HPO4, NH4H,PO,4, NaH,P0O4-2H,0, Na,HPO4, NasPO4-12H,0 gibi
fosfat kaynaklarinin besiyeri icerisine eklenmesi, fosforun ATP
olusumunu tesvik etmesi sebebiyle nisin Uretimini artirici yonde etki
yapmaktadir ®. Fosfatin yanisira Ca®* iyonlarinin da ortama eklenmesi
nisin Uretimini olumlu etkilemektedir. NisP peptidazlarin aktivasyonuna
yol agarak oncu nisin molekulinin modifikasyonunu saglamaktadir.
Nisin dretiminin artirlmasi icin kullanilabilecek bir diger inorganik bilegik
ise tween 80’ dir. Tween 80 hicre ceperinden nisinin ayrilmasini

saglayarak Uretimin artmasina neden olmaktadir .

2.2.1.1.3.4. pH’ nin Etkisi:

Ortam pH’ s1 mikroorganizma gelisimini etkiledigi gibi nisin
Uretimini ve aktivitesini de etkilemektedir. Yiksek asidik ve yiuksek alkali
pH degerlerinde aktivite kaybina ugramaktadir. Nisinin asidik pH da
¢6zunurlugune bagh olarak aktivitesi asidik pH’ da noétral pH’ dan daha
yuksektir. Micrococcus luteus’ un kullanildigi aktivite galigmalarinda
nisin aktivitesinin besiyeri bilesimi gbz onunde bulunduruldugunda,

optimum pH degerlerinin 5.5 ve 7.5 arasinda oldugu belirlenmistir > %>

70,71, 72

2.2.1.1.3.5. Nisin Miktarinin Etkisi:

Ortamda bulunan nisin miktari da duragan fazda bulunan

hiicreler tizerinde inhibe edici bir etkiye sahiptir. Optimum fermentasyon
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kosullarinin uygulandigi bir galismada, Uretilen nisin miktari yaklasik
olarak 2000-3000 IU olarak belirlenmistir. Uretici susun direnclilik
seviyesi, Uretilebilecek azami nisin miktarini belirlediginden, optimum

degerlerin Gizerinde nisin Gretimi bildirilmemistir °* %% 73,

2.2.1.1.4. Nisinin Kullanim Alanlari

Dogal koruyucu ajan olarak gidalarda nisin kullaniimakla
birlikte, yapilan arastirmalar, nisinin terap6tik amaclar icin de
kullanilabilir oldugunu gostermektedir. Ozellikle atopik dermatit
tedavisinde, mide dUlseri tedavisinde ve immun yetersizlikleri olan
hastalarda kolon enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanim potansiyeli
belirtiimistir. 1990'larin basinda, nisinin topikal formlari Consept ™
adiyla meme preparati olarak ticari olarak piyasa sunulmustur. Bu sivi
formiulasyonun nisine duyarl patojenlerin neden oldugu meme ici
enfeksiyonlarin onlenmesi icin etkili oldugu gosterilmigtir. Benzer
sekilde, sanitizer olarak Wipe Out® Uretilen ve ana etken maddesi nisin
olan farkli bir formda, gram negatif bakterileri de etki spektrumuna dabhil
etmek icgin selatdrler ve ylzey aktif maddeler eklenmistir. Bu topikal
drtnler bakteriyosinlerin kullanimiyla ¢apraz kontaminasyonu en aza
indirgenmekte ve bu amagla kullanilan bazi kimyasallarla
kargilastirildiginda cildi daha az tahrig ettigi bildiriimektedir. Veteriner
hekimliginde de nisinin sanitizer olarak kullaniimasi, mastite neden olan

patojenlere karsi koruma saglamaktadir *° 7,

Bunun yanisira, Staphylococcus aureus’ un neden oldugu
solunum yolu enfeksiyonu olan hayvan modelinde, nisinin antimikrobiyal

etkisi gosterilmis, baska bir ¢calismada ise nisinin, kadinlarda laktasyon
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sirasinda stafilokokal meme iltihabi tedavisi icin antibiyotik etkili bir

alternatif olarak uygulanabilecegi vurgulanmistir® >,

Nisinin antimikrobiyal etkisinin arastirildig1 bir ¢alismada
Streptococcus pneumoniae’ nin etken oldugu bir fare enfeksiyon modeli
kullaniimig, iki doz 0.16 mg/kg nisinin intraven6z yoldan verildiginde
%100 etkili oldugunu, buna karsi, iki doz 1.25 mg/kg vankomisinin
intravendz yoldan verildiginde %80 oraninda etkili oldugu bildirilmigtir.
Nisinin kandaki yarilanma omra 0.9 saat gibi kisa bir slire olmasina
ragmen vankomisinle karsilastirildiginda daha hizli bir bakterisidal etki

gosterdigi ortaya konulmustur °.

Nisinin ilging bir diger farmasoétik uygulamasi ise insanlar
icin guglu bir vajinal kontraseptif olarak kullanilabilecegidir. Toksik etkisi
bulunmayan nisinin, cinsel yolla bulagabilecek hastaliklara kargi da
profilaktik kontraseptif olarak benzersiz bir klinik potansiyel gdosterdigi
iddia edilmistir. Ayrica dis macunu ve cilt bakim drunleri gibi saghk

bakim trtinlerinde kullanilabilmektedir *”.

Nisinin asidik kosullarda stabilitesini koruyabilmesi ve
pepsine olan direnci, midede antimikrobiyal aktivitesini de korumasini
saglamaktadir. Bu sayede Helicobacter pylori’ nin neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavisi icin uygun bir antimikrobiyal ajan olabilecegi

yapllan gesitli calismalarla gésterilmigtir 44 4% 7 78,

Stabilitesi ve inhibitor etkisi artirilan lipozomal nisin, peynir

yapiminda ortama eklenmig, Uuretim esnasinda ve sonrasinda
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kargilagilabilecek kontaminant mikroorganizmalarin zararli etkilerinden
uzun sure korumak igin gugllu bir arag oldugu belirtiimigtir. Ayrica
fermentasyon slrecine herhangi olumsuz bir etki olusturmadi§i da

tespit edilen veriler arasinda yer almaktadir "% 8 8.,

2.3. Saflagtirma Yontemleri

Protein saflastirma, kompleks bir karisimdan tek bir
protein turU izole etme amagcl bir dizi suregten olusmaktadir. Protein
saflastirma islevi, yapi karakterizasyonu ve ilgili protein etkilesimleri igin
hayati dnem tasimaktadir. Baglangic malzemesi genellikle bir doku
veya biyolojik bir mikrobiyal kultir olmakla birlikte, saflastirma
islemlerinin tamamlanmasi sonucunda istenen protein, diger protein ve
protein olmayan kalintilardan ayrilabilmektedir. Diger tiUm proteinlerin
ayrilmasi genellikle protein saflagtirmanin en zahmetli yonidir. Ayirma
protokolinin basamaklari; proteinlerin sahip oldugu buyukluk, fiziko-
kimyasal 6zellikler, baglanma afinitesi ve biyolojik aktivite gibi farkliliklar
g6z onunde bulundurularak belirlenmektedir. Protein saflastirmada
kullanilan yontemler genel olarak analitik ve preparatif yontemler olarak
ayrilabilmektedir. Preparatif saflastirmada; enzimler (laktaz), besleyici
proteinler (soya protein izolatl) ve bazi biyofarmasétik (insilin) Grinler
gorece olarak fazla miktarda elde edilebilmektedir. Analitik
saflastirmada protein icin ¢esitli arastirma veya analitik amaclar da dabhil
olmak Uzere, tanimlama, o6lgme, proteinin yapisi, post-translasyonel
modifikasyonlar ve fonksiyonu belirlenebilmekte ve az miktarda da olsa
saf protein elde edilmektedir. ik kez kristalize formda pepsin ve ireaz
proteinlerinin elde edilmesi 1946 yilinda Northrop ve Sumne isimli
arastiricilara Nobel Odiilii kazandirmistir. Proteinlerin
saflagtinimasinda, tekrarlanan dondurma ve c¢6zme, sonikasyon,

yuksek basing, filtrasyon, organik ¢ozuculerin kullanildigi ekstraksiyon
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yontemleri uygulanabilmektedir. Tercih edilen ydntem, proteinin
yapisina bagh olarak farkhlik gdsterebilmektedir. Ekstraksiyon
isleminden sonra ¢ozunur proteinler ¢bézlicu iginde bulunarak
santrifijleme ile DNA vb. hicre igeriklerinden ayrilabilmektedir.
Amonyum sdulfat, Triton X-114, Chaps ve organik solventler, ¢cokttiirme

protokollerinde kullanilabilen bilesiklerdir 82 83 8485,

2.3.1. Kromatografi Yontemleri

Ayrilmalari zor olan maddeleri ayirmak igin kullanilr.
Ayirma islemiyle, genel olarak, bir madde, bulundugu karisimdan
kantitatif olarak baska bir ortama alinmaktadir. Buna ek olarak
maddenin saf olarak baska bir ortama alinmasini da kapsamaktadir.
Bdyle bir ayirma sirasinda ayrilmasi istenen madde, kantitatif olarak
bagka bir ortama alinirken; birlikte bulundugu diger maddelerin
bulunduklar ortamda kalmalari istenmektedir. Bu sartlarin yerine
getirildigi ayirma islemine segici veya spesifik ayirma denmektedir.
Kromatografik ayirmalar, biri sabit digeri hareketli olan iki faz (ortam)
arasinda gerceklesmektedir. Ayrilmasi istenen madde veya maddeler
¢6zunmuUs halde hareketli faza ilave edilir. Hareketli faz; sivi, gaz veya
superkritik bir akiskan olabilir. Hareketli faz; bir kolon icerisinde, ya
normal yer c¢ekimi kuvvetiyle veya basingla kolondaki sabit faz
icerisinden asagi dogru indirilir. Bu indirme esnasinda hareketli fazda
¢o6zinmUs halde bulunan maddelerle sabit faz arasinda fiziksel ve
kimyasal bazi gekim kuvvetleri meydana gelir. Bu ¢ekim kuvvetleri her
madde icin farklidir. Bu nedenle hareketli faz, sabit faz icinden veya
yuzeyinden asagi dogru inerken icinde bulunan maddelerin kolon
icindeki hizlari farkl olur. Sabit fazla arasindaki gekim kuvveti en az

olan madde, kolonda en az kalarak en hizli yol alirken; sabit fazla
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arasindaki ¢cekim kuvveti en fazla olan en yavas yol alir. Kolonun

tepesinden ayni anda enjekte edilen maddeler kolonun altina farkh

zamanlarda ulasirlar.

Bu esnada her maddenin tanecikleri

kendi

aralarinda kumeler meydana getirerek kolondan asagiya dogru bantlar

halinde yol alir. Ayrilmasi istenen maddeler renkliyse, her madde

kolonda ayri ve renkli bir bant halinde gorulir (Sekil 9). Bu renkli

¢ozeltilerin kolonun alttaki ucundan gikmalari gozle takip edilebilir ve bu

bant seklindeki ¢ozeltiler farkli tiplere alinarak karisimdan ayrilmalari

saglanabilmektedir 3¢ 8788,
depo
(mobil faz)
protein [ =
Kansmu Shis
zaman - zaman
—’ B
. =3 kolondan cikan
—— l‘°'°'fda“ o Cllsyon devam ettikge, elent to clamr
sktikra, farkh husda protein bandlar P
sabn [az s?n:u'l..lenen prottuder bt”tginlcslr ve amllll Cdmr
fkati poriu matriks - birbirinden aynkr - -
—
en hizh stiriklenen
protein, kolondan
en Gnce cikar
l
Y

Sekil 9: Kolon eliisyon kromatografi ile bilesenlerin ayriima prensibi .
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Kromatografide hareketli sivi faz olarak olarak, su dahil
butun organik ¢ozuculer ve bu ¢odzuculerin gesitli oranlardaki karigimlari
kullanilabilir. Sabit faz olarak da silikajel, alimina, kdémdar, florisil,
kalsiyum karbonat, diatom topraklari, poliamitler, nisasta ve toz seker
gibi birgcok madde kullanilabilmektedir. Bu maddelerin yilizeyi asidik
(silika), bazik (alumina) veya ndétral (kdmur) olabilir. Sabit faz olarak
kullanilan maddelerin yapisi gdézeneklidir. Gézenekler farkh buyuklukte
olabilirler. (Sekil 10)

Sekil 10: Kromatografide sabit faz olarak kullanilan dolgu maddelerinin
gozenekleri ve buyuklikleri. (A:Buyuk gbozenek, B: Pellikiiler gbzenek,
C: Mikro gbzenek)

2.3.2.1. Kromatografik Yontemlerin Siniflandiriimasi

Kromatografi yontemleri fiziksel olarak, kolon ve dizlem
olmak uUzere ikiye ayrilmaktadir. Kolon uzerine  kurulan

kromatografilerde hareketli faz, kolondaki sabit faz icinden gecerek
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kolonun altina inmektedir. Duzlem kromatografisinde hareketli faz, ya
kapiler olaylarla veya yer cekimi kuvvetiyle hareket etmektedir. Temel
olarak kromatografi metotlari; sivi, gaz ve yuksek performans sivi
kromatografisi olmak Uzere uge ayrilmaktadir (Tablo 3). Sivi
kromatografi de kendi icerisinde adsorbsiyon, dagiima, kagit ve ince

tabaka, iyon degistirme kromatografileri olarak dérde ayrilmaktadir 8 8"

88
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Tablo 3: Kolon kromatografik Yontemlerin Siniflandiriimasi %

Genel Sinif Ozel Yontem Durgun Faz Denge tipi

Sivi-sivi veya dagilma Kati Uzerine adsorblanmig sivi Karismayan sivilar
Sivi Kromatografi arasinda dagilma
(LC) Sivi-kati veya adsorbsiyon Kati Adsorbsiyon
(hareketli faz:sivi) iyon degisimi lyon degistirici recine iyon degisimi

Boyut eleme Polimer bir katinin gézeneklerindeki sivi Dagiima/eleme

Gaz-sivi Kati ylzeyine adsorblanmig sivi Gaz ve sivi arasinda
Gaz kromatografisi dagilma
(GC) Gaz- bagh faz Kati ylizeyine baglanmis organik tirler Sivi ve bagl faz arasinda
(hareketli faz gaz) dagiima

Gaz-kati Kati Adsorbsiyon

Superkritik-akiskanh
kromatografi

(SFC)

(hareketli faz:stper kritik

SIVI)

Kati ylzeyine baglanmig organik turler

Super kritik akiskan ve

baghh yluzey arasinda

dagilma
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2.3.2.1.1.lyon Degistirme Kromatografisi (IC)

lyon degistirme kromatografisi, kati bir maddenin yapisinda
bulunan iyonlarin, temasta bulundugu ¢ozelti igindeki ayni cinsten yuklu
bagka iyonlarla bir dengeye gore degistiriimesi 6zelligine dayanmaktadir.
Bu amacla kullanilan kati maddeler, ¢ozelti ortaminda hi¢ ¢ézinmeyen
blyuk molekulli organik ve inorganik maddelerdir. Kromatografik proses
iki basamakta olusur. Adsorbsiyon basamaginda ilgilenilen bilesikler, iyon
degistiriciden zit sekilde yuklenerek elektriksel agidan nétr hale gelirler.
Desorbsiyon basamaginda ilgilenilen bilesikler, zit prosesle yani zit
iyonlarla yer degistirme ile iyon degigtiriciden ayrlirlar. Bu yuzden
kromatografik ayirma, érnek iyon degistirici kolondan gegerken meydana
gelen sayisiz adsorbsiyon/ desorbsiyon iglemlerindeki segiciligin bir

sonucu olarak gerceklesir .

Kromatogramlar

Cozunen maddenin derigimlerine cevap veren bir dedektor,
kolon cikisina yerlestirilirse ve dedektdr sinyali zamanin (veya kullanilan
hareketli fazin hacminin) bir fonksiyonu olarak kaydedilirse bir seri pik elde
edilir. Kromatogram olarak adlandirilan bu grafikler, hem kalitatif hemde
kantitatif analiz icin kullanilir. Zaman eksenindeki piklerin yerleri, numune
bilesenlerini tanimada kullanilabilir. Pik alanlari herbir bilesenin miktarinin

kantitatif bir 6lctisudur °.

2.4. Lipozomlar

Lipozomlar, yaklasik 50 yil dnce Bangham ve arkadaslari

tarafindan 1960 I yillarda kesfedilmis ve ‘fosfolipitlerin hidrate olmasiyla
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veya sulu ortamda dagilmalariyla olugsan mikroskobik, kiresel kesecikler

0 jlk kesfedildigi yillarda biyolojik membran

olarak tanimlanmistir’
Ozellikleri ile ilgili ¢galismalarda kullaniimis olan lipozomlar, ginimuizde
oncelikle ilag tasiyici sistem olmak Uzere farkli birgok kullanim alanina

sahiptir 9 %,

Lipozomlar sulu kismini lipit molekdllerinin - olusturdugu
membranla ¢evrilmis mikropartiktiler veya kolloidal lipit keseciklerdir.
Lipozom genellikle fosfolipitler kullanilarak olusturulmaktadir (Tablo 4-Sekil
11). Olusan lipozom vezikilllerinin ¢aplari ise nanometre ile mikrometre
boyutlari arasinda degisiklik gostermektedir. Lipozomlar, biyogegimli ve
biyoparcalanan 0Ozellikteki lipit igerikleriyle hicre membran yapisina
benzerlik gdstermekle birlikte, benzerlik derecesi c¢esitli kimyasal
modifikasyonlarla  artirilabili.  Bu  Ozellikler, ilac  hedeflendirme
calismalarinda ve immun moduilasyonunda yaygin olarak kullaniimasina

olanak saglamaktadir % %,

Tablo 4: Lipozom Hazirlanmasinda Kullanilan Fosfolipitler %> %
Lesitin
1. Kolin iceren fosfolipitler Sfingomiyelin

Eter baglanmis fosfatidilkolin

Fosfatidilkolin(PC)
Fosfatidiletanolamin(PE)
2. Yapisinda dogal olarak fosfatidil Fosfatidilserin(PS)
bulunan fosfolipitler Fosfatidilgliserol(PG)
Fosfatidilasit(PA)
Fosfatidilinozitol(PI)

3. Degisik yag asitleri igeren Lizolesitin
fosfolipitler Kardiyolipin
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CH; —QO0CR
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R'COO-CH O
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OH

Fosfatidiletanolamin

CH;—0OCR
RCOO-CH O .
1l
CHz —0~P — 0~ CH;CH;NICHy)3 Kolesterol
.

Fosfatidilkolin

Sekil 11: Bazi fosfolipitlerin kimyasal yapilarinin sematik gosterimi.

Lipozomlar, hapsedilen ilaci tasiyabilecek ¢ farkli bdlgeye
sahiptir. ilac molekiili; lipofilik etkin maddeler fosfolipit tabakaya, hidrofilik
etkin maddeler sulu kisma, peptid ve kiuguk proteinler ise su-lipit ara
yluzeyine hapsedilmek suretiyle taginabilmektedirler (Sekil 12). Bu sayede
hem lipofilik hem dehidrofilik etkin maddeler hatta orta derecede lipofiliteye

sahip etkin maddeler lipozom seklinde formiile edilebilmektedir. % 9% %,
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O fosfolipit

@ kolesterol
sulu faz

Sekil 12: Konvansiyonel cok tabakali lipozomun sematik goriintiist *°.

2.4.1. Lipozomlarin Avantajlari

e Lipozomlar fosfolipit yapisinda olduklarindan, biyomembranlara
benzerlik gostermektedirler. Bu sayede biyogecimli ve
biyoparcalanabilir 6zelliktedirler, immunojenite ve toksisite s6z
konusu degildir.

e Terapotik etkisini dusuk dozlarla elde edilmesine olanak
saglamaktadirlar.

e Plazma etkin madde seviyesini istenen sire boyunca terapotik
duzeyde tutabilmekte ve bu sayede dozlama araligi uzatiimig
olmaktadir.

e Yan ve toksik etkileri azaltabilirler veya tamamiyle ortadan
kaldirabilmektedirler.
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Etkin maddenin enzimatik etkilerden korunmasini
saglamaktadirlar.

Kisa vyart Omre sahip maddelerin yarilanma omruanu
uzatabilmektedirler.

Hem lipofilik hem de hidrofilik 6zellikteki maddeleri tasima
Ozelligine sahiptirler.

laci hedeflendirmek icin kullanilabilmektedirler 7.

2.4.2. Lipozom - Hucre Etkilegsimleri

Fuzyon; lipozomun en dig tabakasinin hicre membraniyla
birlesmesidir.

Adsorbsiyon; lipozomun hucre yluzeyine sikica tutunmasidir.
Lipit degisimi; hicre membran yapisindaki lipitlerin, lipozom
yapisinda bulunan lipitlerle karsilikli degisimidir.

Endositoz; hlicre ylzeyine temasta bulunan lipozomlarin
fagositoz yoluyla hlcre igine alinmasidir.

Hicre icine lipozom sizintisi; hicre ve lipozomun birebir
temasinin sonucu olarak lipozomlarin hucre igine girisi s6z
konusu olur. Bu giris lipozomlarin serum albumini ve

lipoproteinler ile etkilesimi sonucunda meydana gelir *°.

2.4.3. Lipozomlarin Siniflandiriimasi

Lipozomlar bilesimlerine gére bes farkli sinifa (Tablo 5),

blyluklik ve tabaka icerigine goére ise Ug¢ farkh sinifa (Tablo 6)

ayriimaktadir.
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Tablo 5: Lipozomlarin yapisal 6zelliklerine gore siniflandiriimasi

99,100

Tip

Bilegim

Ozellikler

1.Konvansiyonel
Lipozomlar (CL)

Notral veya negatif yikli fosfolipitler ve

kolesterol

Kisa yari d6mur
Retikuloendotelyalsiste
m- RES tarafindan
hizla alinir)

RES’e hedeflendirme
icin uygun doza bagl
farmakokinetik

2. pH-duyarli
Lipozomlar

Fosfatidil etanolamin (PE) veya dioleoil
fosfatil etanol amin (DOPE) gibi
fosfolipitler ayrica kolesterol hemisiksinat
(CHEMS) veya oleik asit

(OA)

Zayif bazlarin ve
makromolekdllerin
hlcre igine tasinmasi
icin uygun dagilimi ve
farmakokinetigi CL'ye

benzer

3.Katyonik Lipozomlar

Katyonik lipitler DDAB

(dioktodesil dimetilamonyumbromid),
DOGS (dioktodesil amigdoglisin spermin),
DOSPA (2,3-dioleiloksi- N-
[2(sperminkarboksiamido)etil]N,Ndimetil-

1-propan aminyumtrifloroasetat)-,vb)

Negatif yiklu
makromolekdllerin
tasinmasi icin uygun
(DNA, RNA,vb)
Yapisal olarak stabil
degil

Yiksek dozlardatoksik

Lokal kullanimi sinirh

4. Dolagsimda uzun
sure kalan lipozomlar
(LCL)

Noétral yiksek camsi gegis sicakhgina
sahiplipitler Kolesterol+%5-10 PEG
(poli etilen glikol)-DSPE

(kuru kati polimer elektroliti), GM1
(galaktozil-Nasetilgalaktozaminil-(
Nasetilnéroaminil)- galaktozilglikozil
seramid) veya HPI (hidrojene fosfatidil

inozitol)

Hidrofilik yluizey
kaplama

RES tarafindan alimi
zor

Dolasimda kalis suresi
uzun

Doza bagl
farmakokinetik

5. immunolipozomlar

Antikora bagli CL veya
LCL

Hucreye spesifik
baglanma
Hedef doku ¢evresinde

salim

38



Tablo 6: Lipozomlarin buyuklik ve tabaka icerigine gore siniflandiriimasi

99

Lipozom Cesitleri  Buyukluk Ozellik
Cok tabakalidir.
Multilameler > 0.1 ym Uzun sure stabil kalir
MLV  buyidk RES tarafindan hizla alinir
kesecikler Hazirlanisi kolay
Genis tek tabakalidir.
LUV  Blyuk tek Su hacmi fazladir.
tabakall >0.1um Hidrofilik ilaclar icin uygundur.
kesecikler RES tarafindan hizla alinir
Tek tabakalidir.
Kicuk tek Homojen dagihim gosterir
SUV  tabakali <0.1pm Termodinamik olarak stabil
kesecikler

degildir.
Su hacmi dusuktar.

Yarilanma omru uzundur.
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Hidrofilik

hilegikler {llaclar, O
hesleyici

maddelerd
vitaminler)

Lipofilik bilesikler
(Haglar, hesleyici

maidelers "

vitaminler } *
Amfifilik Q

lipitler MLV

Su tahakas Lipit tabakasi

Sekil 13: MLV'‘nin sematik goriiniisi *°.

2.4.4. Lipozom Hazirlama Yontemleri

1. Mekanik dispersiyon:

Elle galkalama yontemi: Cam balonun ¢eperlerinde olusan lipit film,
sulu faz eklendikten sonra elle calkalanarak sispande edilir. Bu
yontemle MLV’ler hazirlanir.

Calkalamadan hazirlama: Lipit film kuruduktan sonra, 15 dakika
boyunca suyla doymus azot puskurtulur, boylece g¢alkalamadan sulu
ortamda sismesi saglanir. Bu yontemle LUV’ler hazirlanir.

Pro-lipozom hazirlama yontemi: Bu yontemle MLV’ler hazirlanir.
Dondurup-kurutma yontemi: Bu yontemle MLV’ler hazirlanir.

Lipit hidrasyon yontemi

Mikro-fluidizer yontemi: Bu yontemle mikroemdlsifiye lipozomlar (MEL)
hazirlanir.

Sonikasyon yontemi: Bu yontemle SUV’ler hazirlanir. Probe
sonikasyon, Sonikasyon banyosu

Membran ekstriisyon yontemi

40




e Kurutulmus-rekonstitlie lipozom hazirlama yéntemi (DRV)
¢ Dondurma-c6zme sonikasyon yontemi (FTS)
e pH ile induklenen vezikul olusumu

e Kalsiyum ile indiklenen flizyon: Bu yontemle LUV’ler hazirlanir.

2. Solvan dispersiyon yontemi

e Etanol enjeksiyon yontemi: Bu yontemle SUV’ler hazirlanir.

e Eter enjeksiyon yontemi

e s/y emulsiyonu olusturma yontemi: Bu ydontemle hicre buyukliginde
vezikuller ve MVL'ler hazirlanabilir.

e Ters faz buharlastirma yéntemi: Bu yontemle REV’ler hazirlanabilir.

3. Deterjanda ¢ozme yéntemi °* 1%

2.4.5 Lipozomlarin Teghis ve Tedavide Kullaniligi

Lipozomlar gunumuzde teshis ve tedavide genis Klinik

kullanim alanlarina sahiptir %97 1%,

. Diagnostik Goruntuleme

<> Bilgisayarli tomografi: Suda ve yagda c¢o6zunen iyot bilesikleri
kontrast bilesik olarak kullanilarak MLV, LUV ve MEL tipte lipozomlar
hazirlanir.

X Manyetik Rezonans Goruntileme: Paramanyetik elementler ya da
lipozomal lipitler kontrast bilesik olarak kullanilirak MLV tipte lipozomlar
hazirlanir.

X Radyonuklid Goérintileme: Gama(®) i1sini ya da positron yayan
maddeler kontrast madde olarak kullanilarak MLV tipte lipozomlar

hazirlanir 12,
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. GOz Hastaliklari: Etkin maddelerin, lipozomdan salimi, gozyasi gibi
biyolojik sivilardaki stabilitesi, lipozomla birlesim sekli, elektrostatik
Ozellikleri, partiktl buyaklaga dagilimi ile lipozomlarin ytzey 6zellikleri gibi
degiskenler optimize edilerek oftalmik hastaliklarin tedavisinde gayet

olumlu sonuglar alinabilmektedir *%.

. Kanser Tedavisi: Kanser tedavisinde kullanilan farkli etkin
maddelerin lipozom formulasyonlari hazirlanmakta ve bu sayede etkin
maddenin timér bdlgesinde yodunlasmasi amacglanmaktadir %% 102,
Ornegin, beyin timorlerinin tedavisinde ilaglar lipozom icine hapsetmek
ve boylelikle kan-beyin engelini gegmelerini saglamak Uzere calismalar

yapiimistir 1%°,

. Enzim Calismalari: Lipozom membranlarin hiicre membranina olan

benzerligi sayesinde enzimlerin hiicre igine girisi saglanabilmektedir °7.

. Paraziter Hastaliklar: Lipozomlar &zellikle monontkleer fagosit

sisteminde lokalize enfeksiyonlarin tedavisinde kullaniimaktadir ',

. Asilar: Katyonik lipozomlar DNA’'nin ve protein yapisindaki asilarin
vucuda verilmesinde kullaniimaktadir. Bagigik yanitin artiriimasi igin de

lipozom formiilasyonlari kullanilabilmektedir 199 110 111,

. Kozmetik Preperatlar: Lipozomlarin tabakali yapisinin vucuttaki
dogal membranlara gosterdigi benzerlik sayesinde, hlicre membranlarinin
akicilik ozellikleri degiserek, hucrelerle etkilesebilmektedirler. MLV tipi
lipozomlar tasidiklari etkin maddeleri 30 dakika icinde derinin stratum
korneum, epidermis ve dermis tabakalarina hizli bir sekilde gegirerek

konvansiyonel preperatlara Ustiinliik saglarmaktadirlar **2.
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. Gen Tedavileri: Lipozomlar gen tedavisinde terapotik aktiviteyi

113. 114 | ipozomlarin viicuda parenteral yol

oldukga artirmaktadirlar
(intravendz, intraperitonal, intramuskuler, subkttan), okiler yol, nazal yol,
pulmoner yol, oral yol, transdermal yol, rektal ve vajinal yol gibi birgcok

sekilde verilebilmektedir *" 1%,
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Mikroorganizmalar

Bu tez calismasi kapsaminda, Turkiye’nin  farkli
bolgelerinden toplanan inek sutlerinden izole edilmis olan Lactococcus
lactis subsp. lactis LL27 susu ve Ankara Universitesi Biyoloji Bolumi
Prokaryot Genetigi Laboratuvari kiltlr koleksiyonundan temin edilen
Lactococcus lactis ATCC 11454, Lactococcus lactis SIK83, Micrococcus
luteus NCIMB8166 ve Gazi Universitesi Eczacilik Fakiltesi Farmasotik
Mikrobiyoloji  Anabilim Dali  kdltur koleksiyonundan temin edilen
Staphylococcus aureus ATCC 29213, Enterococcus fecalis ATCC 29212,
Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Candida albicans ATCC 10231 suslari kullaniimistir.

3.2. Mikroorganizmalarin Uretiminde Kullanilan Besiyerleri

Bakteriler M17, LB, MRS ve GM17 dik agar ortamlarinda +4
°C’de ve M17, LB, MRS ve GM17 ortamlarina % 20 oraninda steril gliserol
ilave edilerek, -80 °C’de saklanmistir *°.

Calisma materyalleri, gliserol ilave edilmemis M17, LB, MRS

ve GM17 broth ortamlarinda ve haftalik transferler yapilarak korunmustur.
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M17 Broth

Polipepton 5 g
Fitopepton 5 g
Maya ekstrakti 2.5 g
Et ekstrakt 5 g
Laktoz monohidrat 5 g
Askorbik asit 0.5 g
B-gliserofosfat 19 g
Magnezyum stilfat 0.25 g
Distile su 1000 mL

Sterilizasyondan 6nce pH 7.2+0.2’ ye ayarlanmig ve 121

°C’de 15 dakika sure ile otoklavda sterilize edilmistir.

MRS Broth

Kazein peptonu 10 g
Et ekstrakt g
Maya ekstrakti 4 g
D-glukoz 20 g
Dipotasyum hidrojen fosfat 2 g
Tween 80 1 g
Diamonyum hidrojen sitrat 2 g
Sodyum asetat 5 g
MgS0,4.7H,0 02 ¢
MnS0O,4.4H,0 0.04 ¢
Distile su 1000 mL

Sterilizasyondan 6nce pH 5.7+0.2’ ye ayarlanmis ve 121

°C’de 15 dakika sure ile otoklavda sterilize edilmistir.
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Lauria Bertani Broth

Tripton 10 g
Maya ekstrakti 5 g
NaCl 10 g
Distile su 1000 mL

Sterilizasyondan 6nce pH 7.0+0.2’ ye ayarlanmis ve 121

°C’de 15 dakika sure ile otoklavda sterilize edilmistir.

Mueller Hinton Broth

Et infizyonu 2 g
Kazein hidrolizat 175 ¢
Nisasta 15 g
Destile su 1000 mL

Sterilizasyondan 6nce pH 7.4+0.2’ ye ayarlanmis ve 121

°C’de 15 dakika sure ile otoklavda sterilize edilmistir.

3.3. Calisma Kullanilan Arag, Gere¢ ve Malzemeler

Agaroz Jel Elektroforezi Sistemi (Thermo Midicell Primo Electrophoretic
Gel System)

Buz Makinasi (Stratek)

Buzdolabi (Derin dondurucu Siemens)

Calkalayici (Heidolph Unimax 1010)

Ceker ocak (Metisafe Fume Hold)

Distile Su Cihazi (Millipore Milli-Q Gard1l)

Elektroforez Gl¢ Kaynagi (BioRad PowerPac HC)
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Elektron mikroskobu (Carl Zeis EM 900)

Etdv (Memmert)

Jel Gorintileme Sistemi (Bio Rad Versa Doc )

Jel Goruntuleme Sistemi (El Logic 200 Imaging System )
Kuru Sicaklik Blogu (MS Major Science)

Laminar Flow (Chemocell LRCX-UV)

Laminar Flow (Clean Air Techniek B.V.)

Liyofilizator (Millrock)

Manyetik Karistirici (Thermolyne Cimarec)

Orbital Karistirici (Fine PCR SH30)

Otoklav (Alp-Nive)

Partikal buydklagu olgum aleti (Smpatec GmbH-Partikel Technick)
Pasteur Firini

pH Metre (Hanna H1221)

Rotavapor (Buchi-Heidolph)

Santiftj ( Beckman Coulter Allegra X-15R)

Santrifij (Mikro 22R Hettich Zentrifugen )

Santrifij (Ultra, Sigma 3K30)

SDS-PAGE Sistemi (BioRad)

Su banyosu (Buchi- Lab-line- Medingen)

Terazi (Shimadzu BX3204)

Termal Cycler (Techne- TC-512, England)

Ultrasonik banyo (Brainsonic 221)

Vakum Pompasi (Laborbedorf Erich Wiegard)

Vorteks (Labnet VX100)

Zeta potansiyeli 6lciim aleti (Zetasizer-Nano ZS-Malvern)
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3.4. YOntem

3.4.1. Lactococcus lactis subsp. lactis LL27’ nin 16 S rDNA Ydntemi

ile Tanisi

LL27 susunun 16S rDNA dizi analizine gére tanimlanmasi
icin genomik DNA izolasyonu yapilmig, 16S ileri (5'-3") ve 16S geri (3'-5")
primerleri kullanilarak 16S rDNA bolgeleri cogaltiimigtir.

Genomik DNA izolasyonu igin, 37 °C’de 18 saat sure ile
gelisgtirilen aktif kualtirden, MRS broth ortaminda % 10 oraninda
inokulasyon yapilarak 37 °C’de 3 saat inkiibasyona birakilmigtir. Bu stre
sonunda bakteri kadlttirleri 10000 devirde 10 dakika santrifilj edilerek st
sivi ortamdan uzaklastirilmis ve 10-20 mg civarinda hlcre ¢okeltisi steril
bir mikrosantrifuj tapune aktarilmigtir. 200 pyL TE tamponda ¢ozulen
orneklerin Uzerine 400 pL liziz ¢ozeltisi ilave edilerek 65 °C’de 10 dakika
inkiibe edilmislerdir. Bu slrenin sonunda, 600 pL kloroform eklenen
mikrosantriflj tuplerine 10000 devirde 2 dakika santrifij islemi
uygulanmigtir. Tuplerde olusan Ust faz, mikropipet yardimiyla yeni tuplere
alinip, 800 pL 10x ¢okturme c¢ozeltisi ilave edilmigstir. TUpler duz bir zemin
Uzerinde 1-2 dakika sure ile yavascga gevrildikten sonra 10000 devirde 2
dakika santrifiij edilip sivi faz dékiimustir. Orneklerin izerine 200 pL 1.2
M NaCl cozeltisi aktarilarak, coOkelti tamamen c¢ozllene kadar
karistinimistir. Son asamada ise mikrosantrifij tiplerine 300 uL etil alkol
ilave edilmigtir. Bu ortam -20 °C’ de bir gece bekletildikten sonra, 15000
devirde 15 dakika santriflij edilmek suretiyle genomik DNA c¢okturulerek
sivi faz dokulmus ve ¢okelti steril kabinde, oda sicakliginda kurutulmustur.
20 uL distile suda ¢dzulen 6rnekler polimeraz zincir reaksiyonunda (PZR)

kullaniimak Uzere -20 °C’ de saklanmistir.
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Liziz Cozeltisi

NacCl 250 mM
EDTA 10 mM
Tris HCI 10 mM
Lizozim 100 mg
Destile su 50 mL
pH 8.0 + 0.02

TE Cozeltisi

Tris 0.121 g
EDTA 0.037 ¢
Destile su 100 mL
pH 8.0 £ 0.02

Nisin Ureticisi sustan izole edilen genomik DNA (zerindeki
16S rDNA bolgeleri 16S ileri ve 16S geri primerler kullanilarak ‘thermal

cycler da cogaltiimistir *°.

16S ileri primer dizisi5' CCG TCAATT CCT TTGAGT TT 3
16S geri primer dizisi 3' AGA GTT TGATCC TGG CTC AG 5'

Bu amacgla, 500 uL’lik PZR tlplerine toplam hacim 50 pL
olacak sekilde, sirasiyla; 29.5 yL molekuler steril su, 10 yL 10xPZR
tamponu, 1 pL deoksinukleotidtrifosfat (ANTP) karigimi (dATP, dCTP,
dGTP, dTTP’lerden her birinin konsantrasyonu 10 uM olacak sekilde
hazirlanan karigim), 1 yL 16S ileri ve 1 pL 16S geri primer, 0.25 yL Taq
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DNA polimeraz enzimi (Fermentas, Finland), 4 uyL 25 mM MgCl, ve 3 pL
kalip DNA ilave edilip, tim bilesenler pipetle iyice karistiriimistir (Tablo 7).

PZR tupleri, cihaza yerlestirilerek bir ¢evrimi 94 °C'de 90
saniye (¢ift zincirin agilmasi), 58 °C’de 1 dakika (primerlerin baglanmasi),
72 °C’de 1 dakika (zincir uzamasi) ile tanimlanan, toplam 30 ¢evrimlik PZR
protokoll uygulanmistir. Reaksiyonun baslangicina ¢ift zincirin agiimasi
icin 94 °C’ de 5 dk, reaksiyonun sonuna ise zincir uzamasi igin 72 °C’ de
10 dk ek siire eklenmistir (Tablo 8) *°.

Tablo 7 : Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan PZR karigimi

Madde adi Hacim (uL)

5X PZR Tamponu (Promega Green Go Taq Flexi Buffer) 10.0

MgCl, (25 mM- Promega) 4.0 uL
10 mM dNTP karisimi 1.0 puL
Primer (ileri) 1.0 uL
Primer (geri) 1.0 yuL
Taq DNA polimeraz (Promega Go Tag Polimeraz) 0.25 pL
Kalip DNA 3.0 uL
dH,O 29.75 pL
Toplam hacim 50.0 pL
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Tablo 8: PZR Kosullari

PZR Kosullari

94 °C..cciiiiiiiiiiiiiii, 5 dk

94°C...coiiiiiiin, 90 sn (cift zincirin agiimasi)

58° ..., 1 dk (primerlerin baglanmasi) 30 Dongu
72°C..ciiiiiiiin, 1 dk (zincir uzamasi)

72°C...ciiiiiinnn, 10 dk

Elde edilen PZR Grdnleri % 1 agaroz igeren jelde yurutulmus
ve 16S rDNA gen bodlgesini iceren 900 bazlik DNA fragmentlerinin

blyuklukleri O’rangeruler 250 b¢ marker kullanilarak tanimlanmistir.

PZR {Urinlerinin dizi analizleri Refgen Biyoteknoloji (ODTU
Teknokent/Ankara) tarafindan yapilmistir. Dizi analiz sonuglari, BLAST
(Basic Local Alingment Search Tool) programi kullanilarak veri tabaniyla
kargilastiriimig, tarama sonucu aranan dizi sirasinin benzerlik yuzdesiyle

belirlenmistir.

3.4.2. Plazmid igeriklerinin Tanimlanmasi

MRS broth besiyerinde 37 °C'de 18 saat gelistirilen
kaltarlerden, 10 mL’lik MRS broth ortamlarina % 2.5 ve % 10 oraninda
inokiilasyonlar yapilarak 37 °C’de inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyonun
ikinci saatinden itibaren kilttrlerin 650 nm dalga boyunda absorbanslari
Olcllerek, ODgso= 0.6—0.8 arasinda olan orneklerden plazmid izolasyonu

yapimigtir.
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Santriftj tuplerine aktarilan bakteri kulttrleri, 6000 devirde 15
dakika santriflj islemine tabi tutulmustur. Hicre c¢okeltisi kurutulduktan
sonra, 379 pL sakkaroz tamponunda c¢oézulerek steril mikrosantrifij
tuplerine aktariimistir. 37 °C’ye isitilan bu ortama, 96.5 uL lizozim ¢ozeltisi
ilave edilerek 37 °C su banyosunda 7 dakika inkibe edilmigtir. 48.2 pL
Tris-EDTA-1 uygulamasindan sonra, mikrosantrifij tiplerine % 20 sodyum
dodesil sulfat (SDS) ¢ozeltisinden 27.6 uL aktarilarak karistiriimistir. Bu
asamada ortamda viskozitenin artigi lizizin basladigini gostermektedir.
Lizizin tamamlanmasi igin tlpler 37 °C su banyosunda 10 dakika sure ile
tutulmustur. Bu slire sonunda tlp icerikleri yiksek devirde 45 saniye
karistinlarak kromozomal DNA’nin kirilmasi saglanmigtir. Ortama taze
olarak hazirlanmis 3 N NaOH ¢dzeltisinden 27.6 uL ilave edilmis ve tlpler
diz bir zemin Uzerinde 10 dakika sureyle yavas bir sekilde gevrilerek,
kromozomal @ DNA’'nin  alkali  denaturasyonu  gerceklestirilmigtir.
Denaturasyon asamasinin sonunda bu tiplere 49.6 uL Tris-HCL cozeltisi
aktarilarak, 3 dakika sureyle yine diz bir zeminde karistirilmistir. Ortam
pH'sinin  8.5-9.0 arasina dugusu ile notralizasyonun saglandigi
belirlenmistir. Bu ortamlara +4 °C’de tutulan 5 M NaCl ¢ozeltisinden 71.7
ML ve % 3 NaCl ile doyurulmus fenol ¢dzeltisinden 700 uL ilave edilerek,
+4 °C’de 15000 devirde 15 dakika santriflj islemi uygulanmistir. TUplerde
olusan ust faz, mikropipet yardimiyla yeni tlplere aktarilmis ve
deproteinasyonun saglanmasi igin 700 pL kloroform/izoamilalkol (24:1)
cOzeltisi ilave edilmistir. Bu ortamlar +4 °C’de 15000 devirde 15 dakika
santriflj edilerek Ust faz yeni tlplere alinmis ve esdeger hacimde etil alkol
aktarilmigtir. Ekstraktlar -20 °C’de bir gece bekletildikten sonra, 15000
devirde 20 dakika santriftj edilmek suretiyle plazmid DNA ¢okturilmuas ve
sivi faz dokulerek gokeltiler seffaflagincaya kadar kurutulmustur. Kurutulan
ornekler 20 uL Tris-EDTA-2 icerisinde ¢6zulmus ve son asamada ortama
RNaz A stok cozeltisinden 2 pL ilave edilerek 37 °C'de 45 dakika

inkiibasyona tabi tutulmustur **’.
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Plazmid DNA 0Orneklerinin elektroforezi % 0.7 agaroz iceren
jellerde yapilmistir *8. Yatay jel sistemleri icin agaroz, kullanilan jel plaka
sisteminin  hacmine gére 30-35 mL ya da 150-200 mL tris-asetat
elektroforez tamponu igerisinde kaynar su banyosunda ¢ozulmuagstur. 45
°C’ye kadar sogumasi beklenen ortam, elektroforez plakalarina dokulmus
ve jel taraklari yerlestirilerek 1 saat bekletiimistir. Bu slre sonunda
elektroforez tanklarina, jelin Gzerini kapatacak hacimde tampon c¢ozelti
ilave edilmis ve jelin zedelenmemesine dikkat edilerek, taraklar ortamdan
alinmigtir. 37 °C’de 45 dakika inkibe edilen DNA O&rnekleri su
banyosundan alinarak 2 pyL marker boya c¢oOzeltisi ile karngtiriimis ve
mikropipet yardimiyla jel kuyucuklarina 20 uL aktariimistir. Elektroforez,
100 voltta 3 — 3.5 saat sureyle yapilmistir. Marker boyanin jel sistemini
terk etmesinden sonra elektrik akimi kesilmis ve ortamdan alinan jeller,
0.2 pg/mL etidyum bromit iceren elektroforez tampon coézeltisinde 1 saat
boyanmistir. Bu sure sonunda jeller, 366 nm dalga boyunda ultraviyole
Isik altinda incelenmis **° ve Kodak Gel Logic 200 jel dokiimantasyon

sisteminde (Eastman Kodak Co., USA) fotograflari alinmigtir.

Plazmid izolasyonunda Kullanilan Tamponlar

Sakkaroz Cozeltisi

Tris 0.655 g
EDTA 0.0372 g
Sakkaroz 6.79
Distile su 100 mL
pH 8.0 + 0.02

Lizozim Cozeltisi

Tris 0.3g
Lizozim 0.1g
Distile su 10 mL
pH 8.0 + 0.02
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Tris-EDTA-1

Tris 0649
EDTA 9.31¢g
Distile su 100 mL
pH 8.0 + 0.02

Tris-HCI

Tris-HCI 31.52¢g
Distile su 100 mL
pH 7.0 + 0.02

SDS Cozeltisi

Tris 06¢g
EDTA 0.74 g
SDS 20 g
Distile su 100 mL
pH 8.0 + 0.02

Tris-EDTA-2

Tris 0.121 ¢
EDTA 0.037 g
Distile su 100 mL
pH 7.5+ 0.02

% 3 NaCl ile Doyurulmus Fenol Cozeltisinin Hazirlanisi

100 g fenol tzerine 20 mL distile su ve 3 g NaCl aktarilarak,
45 °C su banyosunda ¢ozulmustur. Ortama 0.1 g hidroksiguinolin ilave

edilip, karigtirilarak oda sicakliginda tutulmustur.
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RNaz A Cozeltisi

5 mL steril distile su igerisinde hazirlanan 0.05 M sodyum
asetat ¢ozeltisinin pH’s1, asetik asit ile 5.0’'a ayarlamis ve uzerine 5 mg
RNaz A (Sigma, Chem. Co., USA) ilave edilmigtir. Kaynar su icerisinde

ortalama 5 dakika tutulduktan sonra, -20 °C’de saklanmistir.

Elektroforezde Kullanilan Tamponlar

Tris-Asetat Tamponu

Tris 4849
Sodyum asetat 4.08 ¢
EDTA 0.37 mL
Distile su 1000 mL
pH 8.0 + 0.02

Marker Boya

Bromfenol mavisi 0.25¢
Sakkaroz 40 g
Distile su 100 mL
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Plazmid buyukltklerinin saptanmasinda, molekuler
blyuklukleri bilinen ccc DNA marker’ larinin elektroforetik hareketlilikleri
ile, buyukluklerinin logaritmalari arasinda belirlenen dogrusal iligkiden
(Sekil 14) yararlanilmistir 2% #1122 Marker ccc DNA molekiillerinin agaroz
jel fotograflari Gzerinde olgulen go¢ araliklari ile bilinen buayukluklerinin
logaritmik degerlerine bagh olarak egrileri ¢ikariimistir. istatistik analizlerle
her farkl jel igin korelasyon katsayisi ve egrinin egimi belirlenerek,

bakterilerden izole edilen plazmidlerin biyiikliikleri saptanmigtir 12 124 123,
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E-(G.C)
B-(G. A)

Ezrinin Egimi (D) =

E-{G.C)
Eorelasyon Eatsayist (1) =

\/[D—(H-C)]-[B—(G-ﬁ)]

Molekuler Buyuklik (W) = Antilogipo [ . (a—G )+ H]
X = Marker DNA molekdllerinin agaroz jel Gzerindeki go¢ araligi (mm)

Y = Marker DNA molekdillerinin biayukligu (kilobaz)

A=X1+Xo+ Xg+ oo, + Xn

B=X1%+Xo? + X3® + e + X2

C = log10Y1 + l0g10Y>2 + l0g10Y3 +
..................................................................... +10910Yn

D = (I0g10Y1)? + (10910Y2)? + (10020Y3)% F cveveeeereerieieeeeeeeeee e
+ (log10Yn)?
E = X1 (logi0Y1) + X2 (I0g10Y2) + X3 (10010Y3) + ceoeeeeeeieiiiiee, +
Xn (10910Yn)

A i
(7= Ortalama X = ——— H=Ortalama ¥ =
M i)

a = Molekuler buyuaklagu bilinmeyen plazmidlerin jel tizerinde goc¢u (mm)

Sekil 14: Molekuler buydkltkleri bilinen ccc DNA marker’ larinin
elektroforetik hareketlilikleri ile, buyuklUklerinin logaritmalari arasinda

belirlenen dogrusal iligki.
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3.4.3. Protein igeriklerinin Tanisi

Mikroorganizmanin hucre duvari protein igerikleri Gatti ve
arkadaslari tarafindan tanimlanan yontem modifiye edilerek tanimlanmistir
126 Sus kiltirlerinden 10 mL MRS broth besiyerine % 1 oraninda
inokulasyon yapllip, 37 °C’de 18 saat inkUbasyona birakilmistir. Santrifdj
tuplerine aktarilan bakteri kulturleri, 6000 devir/dk hizda 10 dakika sureyle
santrifllj islemine tabi tutulmustur. Santriflj uygulamasi ile tlplerde olusan
ust faz doklllp, kalan hicre ¢okeltisi steril distile su ile 2 kez yikanmistir.
Hucre c¢okeltisi kurutulduktan sonra Uzerine 10X SDS yukleme ¢ozeltisi
aktarilmis ve 5 dakika kaynar su banyosunda tutulmustur. Oda sicakligina
kadar sogutulan érneklere 12000 rpm’de 10 dakika streyle santriflij islemi
uygulandiktan sonra, ust sivi steril mikrosantriflij tUplerine aktarilmistir.
Orneklerdeki protein varligi spot test ile belirlendikten sonra, sodyum
dodesil sulfat-poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE) sistemlerinde

analizi yapilmistir.

SDS-PAGE denemelerinde, Laemmli tarafindan Onerilen
yontem kullanilmistir *2”. Dikey jel sisteminde, 10 x 8 cm ve 10 x 7,5 cm
ebatlarinda iki adet cam plaka kullaniimigtir. Elektroforez plakalari % 70’lik
etanol ¢ozeltisi ile yikanip kurutulduktan sonra, Bio-Rad jel elektroforez
tankina yerlestirilmigtir. Bu asamadan sonra jel taraginin 1 cm altina kadar
gelecek sekilde % 12'lik ayirici jel dokilmustir. Uzerine yaklasik 1 mL
distile su ilave edilen ayirici jelin polimerizasyonu igin 45 dakika
beklendikten sonra ortamdaki su filtre kagidi ile alinmigtir. Plakanin kalan
kismina, yigma jel dokulerek tamamlanip tarak yerlestiriimigtir. Yigma jelin
polimerizasyonu icin 20 dakika kadar beklendikten sonra plakalar
elektroforez tankina vyerlestiriimig, elektrot tamponu ilave edilip tarak
cikariimistir. Hazirlanan ornekler jel kuyucuklarina mikropipet araciligiyla

15 uL olacak sekilde aktariimistir. Jel sistemine; yigma jeldeki gog¢ icin 75
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V, ayirici jelde gog icin ise 100 V akim uygulanmigtir. Yaklagik 2 saat
ayirict jelde vyuarutulen ornekler jelin son kismina ulastiginda, akim
durdurulup sistemden cikarilan jel, Commasie Brilliant Blue Cozeltisinde
45 dakika ve boya giderme ¢ozeltisinde 45 dakika tutulmustur. Beyaz isik
kaynagi Uzerine yerlestirilerek alinan jel fotograflarinda proteinlerin

molekuler buyuklukleri belirlenmigtir.

10X SDS Yukleme Cdzeltisi
Tris-HCL pH 6.8 05 M
SDS 29
Gliserol 10 mL
2-merkaptoetanol 2.5 mL

Bromfenol mavisi 50 mg

Ayirici Jel

Akrilamit (% 30) / bisakrilamit (% 8) (Sigma) 6 mL
4xTris-Cl / SDS (pH 8.8) 3.75mL
Steril distile su 5.25 mL
% 10 Amonyum perstilfat 50 pL
TEMED (N’N’N’N’-Tetra-Metilendiamin) 10 pL

Doékmeden hemen once, % 10 amonyum persilfat ve
TEMED ilave edilmigtir.
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Yigma Jel

Akrilamit (% 30) / bisakrilamit (% 8) (Sigma) 0.65 mL
4xTris-Cl / SDS (pH 6.8) 1.25 mL
Steril distile su 3.05 mL
% 10 Amonyum perstilfat 25 pL
TEMED 5L

Dokmeden hemen oOnce, % 10 amonyum persilfat ve
TEMED ilave edilmistir.

4xTris-Cl / SDS (pH 8.8)

Tris 91¢
Distile su 300 mL
pH 8.8 (1N HCl ile)

Distile su ile toplam hacim 500 mL’ye tamamlanmis ve 2 g

SDS ilave edilip ¢ozulmustdr.

4xTris-Cl / SDS (pH 6.8)

Tris 6.05¢
Distile su 40 mL
pH 8.8 (1IN HCl ile)

Distile su ile toplam hacim 100 mL’ye tamamlanmig ve 0.4 g

SDS ilave edilip ¢gézulmusgtar.

Amonyum Persulfat (% 10)

Amonyum Persulfat 0.1g

Distile su 1mL
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Tris-Glisin Tamponu (5x)

Tris 15.0¢
Glisin 94 g
SDS (% 10) 50 mL

Bu karisim 700 mL distile su igerisinde ¢dzllmuls ve toplam

hacim distile su ile 1000 mL’ ye tamamlanmistir.

Commasie Brilliant Blue Boya Cozeltisi

Commasie Brilliant Blue 19

Metanol 400 mL
Glasiyel Asetik Asit 100 mL
Distile su 500 mL

Boya Giderme Cozeltisi

Metanol 400 mL
Glasiyel asetikasit 100 mL
Distile su 500 mL

3.4.4. Nisin Uretimi ve Saflagtirimasi

3.4.4.1. Nisin Uretimi

Nisin Uretimi icin Abts ve arkadaslarinin kullandigi yontem
modifiye edilerek uygulanmistir 2. L. lactis LL27 susunun bir gecelik taze
kalturinden %1 oraninda, 1L MRS sivi besiyeri iceren fermentore
inokulasyonu yapilarak 30 °C’ de c¢alkalamali olarak inktubasyona
birakilmistir (Resim 2a ). Inkiibasyon sonrasinda MRS sivi besiyerinde
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ureyen kultir 5000xg’ de 30 dk 4 °C’ de santriflij edilerek hucreler
uzaklastirlmigtir. Hicre icermeyen ve pH si 5 olarak odlgllen Ust faz

milipor filtre ile vakum altinda suzulerek steril edilmistir (Resim 2b).

Resim 2: a) LL27 Susunun inkiibasyonun Yapildigi Fermentér. b) Ust

Fazin Sterilizasyonu

3.4.4.2. Nisinin Saflagtiriimasi

Nisinin saflastiriima iglemi iyon degisimi prensibine dayanan
kromatografi yontemi ile yapilmistir. Kromatografi islemi 6ncesinde, elde
edilen Ust faz steril distile su ile 1:1 oraninda seyreltiimigtir. Bu
solisyondaki peptitlerin ayrimi igin Capto S kolon dolgu materyali
kullaniimistir. 1 g Capto S tartilarak Uzerine 10 mL distile su eklenmis,
iyice karigmasi saglanarak oda sicakhdinda 2 saat bekletilmigtir. Bu
sekilde dolgu materyalinin dengelenmesi saglanmis ve kolon kapatiimistir.
2.5 mL/dk akis hizi ile iyon degigsimi kromatografisi igin kullanilan Capto S
kolonuna yuklenmistir. Kullanilan buyuk hacime bagli olarak bu islem 1

gece boyunca uygulanmistir. Kolon, 6zgul olmayan baglanmalarin ortadan
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kaldiriimasi i¢in duragan faza gelinceye kadar 50 mM laktik asitle (pH 3)
yikanmistir. Peptitler, NaCl konsantrasyonun kademeli olarak artirildigi,
200 mM (Asama 1), 400 mM (Asama Il), 600 mM (Asama IIlI), 800 mM
(Asama IV) ve 1 M (Asama V) NaCl, 1 mL/dk’ ik bir akis hizi kullanilarak
toplanmisgtir (Resim 3).

Description Parameters

Collection Fractions within 1 time window[s] ending at 285.00 ml

Lamp [UY Detector] Tumn OM

Zero Baseline UY Detector

A: 50mM LacticAcid ¥olume: 5.00 ml
B: 50mM LacticAcid + 1M Nal [17:4 Flow: 1.00 ml/min

|socratic Flow

Sample Yolume: 100.00 ml

Dynamic Loop Auto Inject Valve Flow: 1.00 ml/min

Load/Inject 5ample

: 50mM LacticAcid 100% ¥olume: 80.00 ml
: 50mM LacticAcid + 1M Nal 154 Flow: 1.00 ml/min

|socratic Flow

: 50mM LacticAcid 80 ¥olume: 20,00 ml
50mM LacticAcid + 1M Nal 20% Flow: 1.00 ml/min

|socratic Flow

: 50mM LacticAcid 60 ¥olume: 20,00 ml
50mM LacticAcid + 1M Nal 40% Flow: 1.00 ml/min

|socratic Flow

50mM LacticAcid 40% Yolume: 20.00 ml
50mM LacticAcid + 1M Nal 60 Flow: 1.00 ml/min

|socratic Flow

: 50mM LacticAcid 20% ¥olume: 20,00 ml
50mM LacticAcid + 1M Nal 80 Flow: 1.00 ml/min

lzocratic Flow

: 50mM LacticAcid 154 ¥olume: 20,00 ml
: 50mM LacticAcid + 1M Nal 100% Flow: 1.00 ml/min

lzocratic Flow

R N N S R

End of Frotocol

Resim 3: Capto S kolonunda uygulanan kromatografi protokoli.

Aromatik amino asit icermemesi sebebiyle 280 nm’ de nisini
tespit etmek mumkin olmadigindan protein elisyonu igin 215 nm' de
absorbans olculerek kontrol edilmigtir. Toplanan fraksiyonlardan (Resim 4)
pik veren oOrneklerin antibakteriyel aktivitesi disk diflizyon yontemi ile
arastinimistir. Nisine duyarl aktif Micrococcus luteus kultirt, Mac Farland
0.5 yogunluguna gbére MHB sivi besiyerinde hazirlanarak MHA kati
besiyeri Uzerine steril ekivyon yardimiyla vyayilmistir. Whatman
kagidindan hazirlanan steril disk tizerine elde edilen fraksiyonlardan 60 pL
emdirilerek MHA kati besiyeri Uzerine koyulmus ve 30 °C’ de 18 saatlik
inkiibasyona birakilmigtir. Ertesi giin incelenen plaklarda inhibisyon zonu

olusturan fraksiyon ve/veya fraksiyonlar belirlenmistir.
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inhibisyon zonu olusturan fraksiyonlarin saflagtiriimasi igin,
C18 dolgu materyalinin kullanildii kolon hazirlanmigtir. 1 g C18 dolgu
materyali tartilmis ve Ulzerine 10 mL etanol eklenmistir. lyice karismasi
saglandiktan sonra kolon igine konularak 2 saat oda sicakliginda
bekletiimis ve dengeye ulasmasi saglanmistir. Hazirlanan kolona daha
once toplanan ornekler yiuklenmistir. Peptitler, %100 asetonitril ile 1 mL/dk
akis hiziyla toplanmistir (Resim 5). Elde edilen fraksiyonlarin antibakteriyel
aktivitesi disk difuzyon yontemiyle arastirilmis ve inhibisyon zonu olugan

fraksiyon Trisin SDS-PAGE’ te yuratilmek tzere -20°C’ de saklanmigtir.

Resim 4: Fraksiyon Toplama islemi.
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1 0.00 Collection Fractions within 1 time window() ending at 93.00 ml

2 0.00 Lamp [UY Detector) Tumn ON
3 0.00 Zero Baseline U¥Y Detector
_ A: 50 mM lactic acid 100% Yolume: 5.00 ml
4 0.00 Isocratic Flow - -
B: Acetonitryl 0% Flow: 1.00 ml/min
_ Sample Yolume: 28.00 ml
L] 5.00 Load/Inject Sample - - -
Dynamic Loop Auto Inject Yalve Flow: 1.00 ml/min
_ A: 50 mM lactic acid 100% Yolume: 25.00 ml
b 33.00 Isocratic Flow - -
B: Acetonitryl 0% Flow: 1.00 ml/min
_ A: 50 mM lactic acid 0% Yolume: 40.00 ml
i h8.00 Isocratic Flow - -
B: Acetonitryl 100% Flow: 1.00 ml/min

98.00 End of Protocol

Resim 5: C18 Kolonunda Uygulanan Kromatografi Protokoli.

3.4.4.3. Nisinin Trisin SDS-PAGE ile Tanisi

Elde edilen nisinin Trisin SDS-PAGE ile tanisi, Schagger
tarafindan Onerilen, kutle araligi 1-100 kDa olan proteinlerin ayrimini

saglayan yontem modifiye edilerek kullanilmistir *%°.

Elektroforez plakalarn % 70’lik etanol ¢oOzeltisi ile yikanip
kurutulduktan sonra, Bio-Rad jel elektroforez tankina yerlestirilmistir. Bu
asamadan sonra jel taraginin 1 cm altina kadar gelecek sekilde ayirici jel
dokilmustir. Uzerine yaklasik 1 mL butanol ilave edilen ayirici jelin
polimerizasyonu icin yaklasik 30 dakika oda sicakliginda beklendikten
sonra ortamdaki su filtre kagidi ile alinmistir. Plakanin kalan kismina,
yigma jel dokulerek tamamlanmis ve tarak yerlestiriimistir. Yigma jelin
polimerizasyonu i¢in 30 dakika kadar beklendikten sonra plakalar
elektroforez tankina yerlestirilmistir. Plakalar arasina katot tamponu ilave
edilerek tarak c¢ikarilmigtir. Hazirlanan Ornekler jel kuyucuklarina
mikropipet araciligiyla 30 pyL olacak sekilde aktarildiktan sonra tankin dig

kismina anot tamponu ilave edilmigtir. Jel sistemine; 20 mA akim
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uygulanmigtir. Baglangigta 45 V olan akim, 1 saat sonra 80 V, sire
sonunda ise 135 V’ a ulasmistir (Resim 6). Yaklasik 2 saat yurutulen
ornekler jelin son kismina ulastiginda, akim durdurulup sistemden
cikarilan jel, fiksasyon ¢ozeltisine alinarak 45 dakika orbital karistiricida
bekletilmistir. Strenin sonunda SYPRO® Ruby boyasina alinmis ve bir
gece boyunca orbital karistiricida bekletilmistir. Ertesi glin boya giderme
¢ozeltisinde 45 dakika tutulmustur. Beyaz 1sik kaynagi uUzerine
yerlestirilerek alinan jel fotograflarinda proteinlerin molekuler bayukltkleri

belirlenmistir.

Resim 6: Cesitli sire sonlarinda gézlenen voltaj degerleri.

10X SDS Yukleme Cdzeltisi
Tris-HCI pH 6.8 0.5 M
SDS 29
Gliserol 10 mL

2-merkaptoetanol 2.5 mL

Bromfenol mavisi 50 mg
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Ayirici Jel

Akrilamit (% 48) / bisakrilamit (% 3) 1.16 mL
3XTris-HCI (pH 8.9) 1.16 mL
Gliserol 0.5mL
%20 SDS 0.025 mL
% 10 Amonyum perstilfat 0.025 mL
TEMED (N’'N’'N’N’-Tetra-Metilendiamin) 0.003 mL
Steril distile su 1.114 mL

Dokmeden hemen o6nce, % 10 amonyum
TEMED ilave edilmigtir.

Yigma Jel

Akrilamit (% 30) / bisakrilamit (% 1) 0.167 mL
3XTris-HCI (pH 6.8) 0.3 mL
%20 SDS 0.005 mL
% 10 Amonyum perstilfat 0.005 mL
TEMED 0.001 mL
Steril distile su 0.523 mL

Doékmeden hemen once, % 10 amonyum
TEMED ilave edilmistir.

Amonyum Persilfat (% 10)

Amonyum Perstilfat 0.1g¢

Steril Distile su 1mL

persulfat ve

persulfat ve
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Katot Tamponu

Tris baz (0.1 M) 25 mL
Trisin (0.1 M) 4.479 g
SDS (% 20) 1.250 mL
Steril Distile Su 220.5 mL

Bu karisim 200 mL distile su igerisinde ¢6zilmuls ve toplam

hacim distile su ile 250 mL’ ye tamamlanmigtir.

Anot Tamponu
Tris-Cl (pH 8.9) 16.6mL
Distile Su 233.4 mL

Fiksasyon Cozeltisi

Metanol 400 mL
Glasiyel asetikasit 100 mL
Distile su 500 mL

Sypro Ruby Boya Cozeltisi

Sypro Ruby Boyasi 1 mg

Metanol 400 mL
Glasiyel Asetik Asit 100 mL
Distile su 500 mL

Boya Giderme Cozeltisi

Metanol 400 mL
Glasiyel asetikasit 100 mL
Distile su 500 mL
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3.4.5. Nisinin Lipozomal Formiilasyonlari

3.4.5.1. Nisinin Lipozomal Formiulasyonlarinin Hazirlanmasi

Antimikrobiyal etkisi arastirilacak olan lipozomlar aseptik
sartlar altinda, steril olarak hazirlanmistir. Bunun igin, formilasyonlarda
steril serum fizyolojik ¢ozeltisi kullanilmis ve hazirlanan lipozomlar 0.22
pm’ lik membran filtreden stzilmustar. Formilasyonlarin hazirlanmasinda
kullanilan cam malzemeler iyice yikandiktan sonra etanolden gegcirilmis ve
bidistile su ile muamele edildikten sonra 180°C’de bir saat kuru isi

sterilizasyonu yapilmisir.

Nisinin  lipozomal formulasyonlarinin  hazirlanmasinda
kolesterol (CH), dipalmitoilfosfatidilkolin (DPPC), dipalmitoilfosfatidil
etanolamin (DPPE) kullaniimistir. Yonteme goére; CH, DPPC ve DPPE
armut tipli cam balona konulup Uzerine nisin ilave edilmigtir. CH, DPPC,
DPPE’ nin ¢o6zinmesi icin kloroform-metanol eklenmigtir. 44 °C de
rotavaporda kloroform ucurularak kuru lipit film elde edilmistir. Elde edilen
kuru lipit filme serum fizyolojik ilave edilerek 5 dakika vortekslendikten
sonra 15 dakika ultrasonik banyoda bekletiimigtir. Boylece lipozom
suspansiyonu elde edilmistir. Bu islem G¢ farkh igerige sahip 8

formiilasyon icin tekrarlanmistir **°.
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Tablo 9: Lipozom Formulasyonlari

izotonik
Formilasyon DPPC* DPPC-E* CH*** Nisin Solusyon
Kontrol 15 mg 15 mg 15 mg - 10 mL
1 15 mg 15 mg 15 mg 100 mg 10 mL
2 30 mg 15 mg 15 mg 100 mg 10 mL
3 15 mg 30 mg 15 mg 100 mg 10 mL
4 30 mg 30 mg 15 mg 100 mg 10 mL
5 15 mg 15 mg 30 mg 100 mg 10 mL
6 30 mg 15 mg 30 mg 100 mg 10 mL
7 15 mg 30 mg 30 mg 100 mg 10 mL
8 30 mg 30 mg 30 mg 100 mg 10 mL

*  Dipalmitoilfosfatidilkolin
** Dipalmitoilfosfatidil etanolamin

*** Kolesterol

3.4.5.2. Lipozomal Nisin Formiilasyonlarinin Karakterizasyonu

Hazirlanan lipozomlarin karakterize edilmesi amaciyla,

partiktl buyuklugu ve dagihmi, partikul sekli, zeta potansiyeli incelenmistir.

3.4.5.2.1. Lipozomlarin Partikiil Buyukligi ve Dagilimi

Hazirlanan lipozomlarin partikul bayuklugu ve dagilimi Laser-
X Diffraction Particle Sizer aleti ile olgtulmustir. Olcumler, aletin kivet
sisteminde az miktarda lipozomun bidistile su i¢cinde dagitimasiyla elde

edilen dispersiyon kullanilarak yapilimistir.
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Laser-X Diffraction Particle Sizer aletinin galisma prensibi,
partiklil ylzeyine c¢arpan lazer 1s1ginin optik 6zelliklerine (sagiima,
absorpsiyon gibi) dayanmaktadir. Kirilma (difraksiyon), gelen lazer isininin
sacllma ve absorpsiyonundan sonra kalan kisminda gerceklesmektedir.
Sistemi olugturan kisimlar optik eksen Uzerinde; lazer kaynagi, 1SIn
arttirici, 6lcim noktasi, lens odaklayicilar ve ¢ok noktali fotodedektorler
seklinde siralanmaktadir. Fotodedektordeki spektrum, olgim noktasi ve
lens odaklanma araligi ile belirlenir. Fotodedektor, lensin odak uzakhgdina
goOre ayarlanmistir. Partiktl bayUkligu ve dagilimi incelenen numunenin,
partiktl 6zelliklerine bagl olarak dairesel ve simetrik bir gorintl olusmakta
ve merkezden uzaklastikca enerji yogunlugu azalmaktadir. Cok noktall
fotodedektor, 31 tane yarim cember seklindeki bolgeyi Olgebilme 6zelligi
tasimaktadir. Isik, yodunlugu ile orantili bir sekilde elektrik akimina
donusturulup, bu deger aletin bilgisayar programi ile sayisal hale getirilir,

kaydedilir ve program tarafindan degerlendirilir.

3.4.5.2.2. Lipozomlarin Zeta Potansiyelleri

Hazirlanan lipozomlarin Zeta potansiyel olgimleri Malvern
Zeta Sizer aleti kullanilarak yapilmistir. Bu aletin ¢alisma prensibi
elektroforezdir. Elektroforez ortamda bulunan partikillerin elektriksel
alandaki hareketini ifade etmektedir. Elektroforetik hiz, elektroforetik
mobilite ile orantili olup elektroforetik mobilite, 6lgulebilir bir parametre
Ozelligini tasimaktadir. Elektroforetik mobilite de zeta potansiyeli ile
iligkilidir.
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3.4.5.2.3. Lipozomlarin Sekli

Hazirlanan lipozomlarin sekli ODTU Merkez Laboratuvarr’

nda bulunan elektromn mikroskopi laboratuvarinda, taramali elektron

mikroskobu ile gozlenmigtir.

3.4.6. Lipozomal Nisinin Antimikrobiyal Etkisinin Aragtiriimasi

Mikrodilisyon yéntemi, Klinik Laboratuvar Standartlari
Enstitist (Clinical Laboratory Standards Institute) (CLSI) M100-S18 ve

M27-A3 dnerileri dogrultusunda yapilmistir 13432,

Doksanaltt  kuyucuklu  steril  mikroplakalarin  her
kuyucuguna, ¢ok kanalli otomatik pipetle, bakteriler icin 100 uL Mueller
Hinton Broth (MHB), C. albicans i¢in L-glutamin ile tamponlanmis pH:7
MOPS iceren RPMI-1640 besiyeri eklenmistir.

Lipozomal nisinin stok solusyonlart Gram pozitif bakteriler
(Staphylococcus aureus, Enterococccus faecalis) icin 78 pg/mL, Gram
negatif bakteriler (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa) ve
C.albicans icin 5000 pg/mL olarak hazirlanmistir. Her bir formilasyon,
mikroplakanin ilk kuyucuguna 100 pL eklenmistir. Cok kanalli otomatik
pipet ile Gram pozitif bakteriler icin en dusik konsantrasyon 1.2 pg/mL,
Gram negatif bakteriler ve C.albicans icin en dusuk konsantrasyon 78

png/mLolacak sekilde besiyeri ile dilie edilmistir.

72



Kalite kontrol amaciyla standart olarak ampisilin, gentamisin,
flukonazol kullaniimis ve antibiyotiklerin stok solUsyonlari sirasiyla 8 ug/mi,
8 pg/ml ve 64 ug/ml olacak sekilde hazirlanmistir. ilk kuyucuklara 100 pL

eklenmis ve ¢ift kath dilusyonlari yapilmistir.

Besiyeri kontrolll icin nisin, antibiyotik ve mikroorganizma
icermeyen kontrol kuyucuklari; mikroorganizma kontrolu i¢in ise nisin ve

antibiyotik icermeyen kontrol kuyucuklari kullaniimigtir.

Bakteriler icin MHA, C.albicans icin SDA kulttr plaklarinda Gremis
olan kolonilerden 3-5 tanesi secilip 6ze ile alinarak sirasiyla MHB ve SLM
besiyerlerine aktariimistir. Sivi besiyerlerindeki kulttrler 37 °C’ de 0.5
McFarland standardina ulasincaya kadar inkibe edilmis, kadlttrin
bulanikligi, Uzerine sivi besiyeri eklenerek ayarlanmistir. Ayarlanmis
inokulum suspansiyonu hazirlandiktan sonra 15 dakika iginde, inokllasyon
sonunda her kuyucukta bakteriler icin 10° CFU/mL, C.albicans icin 2.5 x
10° CFU/mL olacak sekilde sivi besiyerinde sulandiriimistir.
Mikroplakalardaki her kuyucuga, hazirlanan inokulum suspansiyonlarindan
10 pL inokulasyon yapiimistir. Bakteri ve C.albicans inokule edilmig
mikroplakalar, sirasiyla 37 °C’ de 16—20 saat ve 35 °C’ de 24-48 saat sire
ile inkibasyona birakilmistir. MIK degeri, mikroorganizmalarin
mikrodilisyon kuyucuklarindaki dremesini tamamen inhibe eden en dusuk

ilag konsantrasyonu olarak saptanmigtir.

Standart mikrodilisyon yonteminin yanisira, lipozomal nisinin
antimikrobiyal etkisinin arastirnimasi BioTimer (BT) Yontemi ile de

133, 134

yapilmigtir BT yonteminde de, Staphylococcus aureus,

Enterococccus faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa ve
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Candida albicans kullaniimigtir. Bu mikroorganizmalardan S. aureus, E.
faecalis, E.coli i¢in fenol kirmizisi iceren glukozlu MHB, C. albicans igin
fenol kirmizisi igeren glukozlu SLM ve P. aeruginosa i¢in resazurin iceren
MHB besiyerleri kullanilmigtir. Kullanilan besiyerlerinin pH degerleri,
otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edildikten sonra, seyreltik NaOH ve

HCI kullanilarak ayarlanmistir.

Fenol Kirmizih MHB

Et Ozutu 2,0g/L
Kazein Hidrolizati 17,5 g/L
Nisasta 1.5¢9/L
Fenol Kirmizisi 25 mg/L
Glikoz 10 g/L
Distile Su 1L

Resim 7: Fenol Kirmizili Sivi Besiyeri
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Fenol Kirmizih SLM Besiyerinin igerigi

Et Ozutu 10 g/L
Glikoz 20 g/L
Fenol Kirmizisi 25 mg/L
Distile Su 1L

Rezasurinli MHB Besiyerinin igerigi

Et Oziiti 2,0 g/L
Kazein Hidrolizati 17,5 g/L
Nisasta 1.59/L
Resazurin 10 mg/L
Distile Su 1L

Resazurin, besiyeri icerisine, otoklavdan ¢ikarildiktan sonra

55 °C’ ye kadar sogutularak steril kosullarda eklenmistir.

Yirmi dort kuyucuk iceren mikroplakalarin ilk kuyucuklarina
1,8 mL diger kuyucuklarina ise 1 mL renkli indikator iceren besiyeri
eklenmistir. ilk kuyucuga 0,2 mL mikroorganizma suspansiyonu
eklenerek 2 mL’ ye tamamlanmistir. ilk kuyucuktan 1 mL alinarak 2.
kuyucuga, 2. kuyucuktan 1 mL alinarak 3. kuyucuga eklenecek sekilde,
mikroorganizma suspansiyonu ¢ift katli olarak dilie edilmis ve son
kuyucuktan 1 mL digariya atilmistir. Bu islem tum mikroorganizmalar igin
tekrarlanmigtir. Dilusyon igleminden sonra her kuyucuktan 10 pyL alinarak
bakteriler icin MHA, C. albicans i¢in SDA besiyerlerine aktarilarak steril
eklvyon ile petri ylzeyine yayilmistir. Yirmidort kuyucuklu mikroplakalar

ve kati besiyerleri inkibasyona birakilmistir.
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inkiibatoriin icerisine kurulan bir dizenek yardimiyla
mikroplakalarin dakikada bir fotografi ¢ekilmis ve her bir kuyucugun
renginin, fenol kirmizili besiyeri igin kirmizidan sariya, resazurinli besiyeri
icin maviden pembeye déndiigi sire tespit edilmistir. inkiibasyon siiresi
sonunda petrideki kati besiyerlerinde olugsan koloniler sayilarak besiyerinin

renk degistirdigi sureye karsi log1oCFU grafigi cizilmistir.

inkiibasyon Oncesi inkiibasyon Sonrasi

Resim 8: Fenol kirmizili sivi besiyerinin 24 kuyucuklu mikroplakadaki renk

degisimi.
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inkiibasyon inkiibasyon
Oncesi Sonrasi

Resim 9: Resazurin igeren sivi besiyerinin 24 kuyucuklu mikroplakadaki

renk degisimi.

Lipozom  formulasyonlari  hazirlanmig  olan  nisinin
antimikrobiyal etkisinin arastilmasi igin de fenol kirmizisi igeren glukozlu
MHB, fenol kirmizisi iceren glukozlu SLM ve resazurin igceren MHB
besiyerleri  kullaniimigtir.  Bakteri  inokulasyonu yapilacak olan
mikrodiliisyon plakalarinin herbir kuyucuguna besiyerleri koyulduktan
sonra stok solUsyonlari hazirlanan nisinin farkh lipozom formulasyonlari ilk
kuyulara besiyeri ile esit hacimde olacak sekilde eklenmistir. Cift katl
dilisyonu yapilan nisinin konsantrasyonu her defasinda yari yariya

azaltiimistir.

Bakteriler icin MHA, Candida icin SDA kultlr plaklarinda
uretilmis olan kolonilerden 3-5 tanesi secilmig ve 0ze ile alinarak sirasiyla
MHB ve SLM besiyerlerine aktariimigtir. Sivi besiyerlerindeki kulturler 37
°C’de 0.5 McFarland standardina ulagincaya kadar inktbe edilip, kultarin

bulanikligi, Uzerine sivi besiyeri eklenerek ayarlanmigtir. Ayarlanmis
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inokulum suspansiyonu hazirlandiktan sonra 15 dakika iginde inokulasyon
sonunda her kuyucukta bakteriler icin 10° CFU/mL, Candida icin 2.5x10°

CFU/mL olacak sekilde sivi besiyerinde sulandiriimigtir.

Dilisyon iglemi tamamlandiktan sonra mikroplakalardaki her
bir kuyucuga 10 yuL mikroorganizma suspansiyonundan inokule edilmis ve
inkiibasyona birakilmistir. inkiibatériin igerisinde bulunan ayni diizenek ile
mikroplakalarin dakikada bir fotografi cekilmis ve mikroorganizmanin
mikrodilisyon kuyucuklarindaki iremesini tamamen inhibe eden en dugsuk
nisin konsantrasyonu, renginin fenol kirmizili besiyeri icin kirmizidan
sarlya dondugu, resazurinli besiyeri icin maviden pembeye dondigu sure
belirlenerek not edilmistir. Her bir mikroorganizmaya ait olan logCFU
grafigi kullanilarak, mikroorganizma Gremesini engelleyen en dusik nisin
konsantrasyonuna sahip kuyucuktaki mikroorganizma sayisi tespit

edilmigtir.
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4. BULGULAR

4.1. Lactococcus lactis subsp. lactis LL27’ nin 16 S rDNA Y&ntemi ile

Tanisi

L. lactis subsp. lactis 16S rDNA primerleri ile yuratilen
tanimlayici PZR ve DNA dizi analizleri sonucunda da (Sekil 1), cogaltilan
gen bolgesinin L. lactis subsp. lactis genomundaki bdlge ile % 100

oraninda homoloji verdigi BLAST analizleri ile saptanmistir.

Resim 10: 16S rDNA bdlgesinin agaroz jel elektroforezinde gdsteriimesi.
(M: Marker-250 bg.,1:Negatif Kontrol, 2:LL27 (900 bg), 3: Pozitif kontrol- L.
lactis ATCC 11454 (900 bg))
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GTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTATTGCGTTAGCTGCGAT
ACAGAGAACTTATAGCTCCCTACATCTAGCACTCATCGTTTACGGCGT
GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGAGCC
TCAGTGTCAGTTACAGGCCAGAGAGCCGCTTTCGCCACCGGTGTTCC
TCCATATATCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCCACTCTCCT
CTCCTGCACTCAAGTCTACCAGTTTCCAATGCATACAATGGTTGAGCC
ACTGCCTTTTACACCAGACTTAATAAACCACCTGCGCTCGCTTTACGC
CCAATAAATCCGGACAACGCTCGGGACCTACGTATTACCGCGGCTGC
TGGCACGTAGTTAGCCGTCCCTTTCTGGGTAGTTACCGTCACTTGAT
GAGCTTTCCACTCTCACCAACGTTCTTCTCTACCAACAGAGTTTTACG
ATCCGAAAACCTTCTTCACTCACGCGGCGTTGCTCGGTCAGACTTTC
GTCCATTGCCGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTTTGGG
CCGTGTCTCAGTCCCAATGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTAT
GTATCATCGCCTTGGTGAGCCTTTACCTCACCAACTAGCTAATACAAC
GCGGGATCATCTTTGAGTGATGCAATTGCATCTTTCAAACTTAAAACT
TGTGTTTAAAGTTTTTATGCGGTATTAGCATTCGTTTCCAAATGTTGTC
CCCCGCTCAAAGGCAGATTCCCCACGCGTTACTCACCCGTTCGCTGC
TCATCCAGTTGGTACAAGTACCAACCTTCAGCGCTCAACTTGCATGTA
TAGCACGCCGCACGTCTGCGCTCCGGGGCGAAAAATAATATATATAA
AAAACCACGCGGGGAAATGGGTGTGGGAGGGGCGAAGAAGAAGAG
GGGCACTACGGCATAAAGCAAATAGT

Sekil 15: 16S rDNA primerleri ile L. lactis subsp. lactis’in gogaltilan gen

bolgesi
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4.2. Plazmid igeriklerinin Tanimlanmasi

L. lactis subsp. lactis LL 27 susunda plazmid igerikleri
Anderson ve McKay (1983) tarafindan oOnerilen alkali denatlirasyon
yéntemi kullanilarak arastirimistir 7. Ozellikle 30 kb’ dan biyik
plazmidlerde siklikla rastlanan stabilte sorunu g6z 6ndnde
bulundurularak, plazmid izolasyonunda 5 mL ile 1 L arasinda degisen
baslangi¢ kultir hacimleri denenmigtir. Bu ¢alismalar sonucunda, L. lactis
subsp. lactis LL 27 susunda standart plazmid izolasyonunun yapilabildigi
en dusuk kultdr miktart 10 mL olarak tanimlanmis ve bu kultir hacmi
analizlerde kullaniimigtir. Ug paralelli ve iki tekrarli olarak yuritilen
plazmid izolasyonu ve agaroz jel elektroforezi g¢alismalari sonucu, LL 27
susunun 7 farkli plazmid icerdigi belirlenmistir (Resim 11). Molekdler
bayudkltkleri bilinen ticari plazmid marker’ larinin jel goéc¢u Olgulerek
cikarilan standart egri esas alinarak, bu plazmidlerin buyuklikleri tablo 10’

da belirtilmigtir.

Tablo 10: L. lactis subsp. lactis suslarinin plazmid igerikleri

Sus Numarasi
LL 27 SIK 83
30.462 kb
Plazmid 20.282 kb
Buyuklukleri 17.619 kb -
10.017 kb
4.701 kb
3.623 kb

2.213 kb
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Resim 11: Lactococcus lactis tirtne ait suslarin plazmid profilleri.
(M: Marker-DNA Ladder Supercoiled Marker Sigma D5292, 1: L. lactis
LL27 Susu, 2: Negatif Kontrol L. lactis SIK83 Susu)

4.3. Protein igeriklerinin Tanisi

SDS-PAGE denemelerinde, Laemmli (1970) tarafindan
Onerilen yontem kullaniimistir.  Yapilan elektroforez  sonucunda
Lactococcus lactis LL27 susunun toplamda 12 adet protein banti verdigi
gorulmastir (Resim 12). Elde edilen protein bantlarinin buydkliglu marker
proteinlerinin (Sigma USA; Urin kodu B2787) badil hareketlilik (Rf)
degerleri ve molekuler buyukluklerinin logaritmalarindan yararlanilarak

cgizilen standart egri kullanilmak suretiyle belirlenmistir (Tablo 11).
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Resim 12: L. lactis suslarinin hicre duvari protein icerikleri. (M: Marker, 1:
L. lactis SIK83 Kontrol Sus, 2: L. lactis LL 27)

Tablo 11: L. lactis suslarinin hlicre duvari protein icerikleri

Marker (kD) L. lactis SIK83 (kD) L. lactis LL27 (kD)
180 101.75 104.12
116 73.76 91.59
97 66.20 71.60
58.1 58.64 63.50
39.8 49.73 59.72
29, 44.50 51.82
20.1 27.96 42.41
14.3 25.38 27.45
6.5 24.22

20.48
17.52
14.40
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4.4. Nisin Uretimi ve Saflastinimasi

Nisin dretimi icin, L. lactis LL 27 susunun MRS sivi

besiyerinde Uretilmesi sonucunda elde edilen kultlr Gst fazi iyon degisimi

(clEX) kolonu kullanilarak, bes asamali

NaCl elusyonuna dayanan

kromatografiye tabi tutulmustur. Kromatografide elde edilen pik degerleri

resim 13’

de gosterilmigtir.

A

Rack Pos.:
Tube #:

Fractions

A
1 345678 9101112131415161718192021

B e——

2.0
1.7§

54
1 5@ 75.0
1.28
1.08 50 o
0.75

0.28

- 100% Buffer B

0.54 250 /

[ [ [ [ [y [ [y ) [ [ [ [ ) [ [ [ [y [y [ | 100
75.0
L 50.0

[ 25.0

0.2

0.0d=0:6+

Lo.0

0.00
AU

120.00

Min. Tenth mS/c

Resim 13

: clEX Kromatografide Olusan Pik Degerleri.

Elde edilen piklerin toplandigi fraksiyonlarin, nisine duyarli

Micrococcus luteus susuna karsi antimikrobiyal aktivitesine disk diflzyon

yontemiyle bakilmig (Resim 14) ve sonuglari tablo 12’ de belirtilmistir.
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Resim 14: Antimikrobiyal aktivite gosteren fraksiyonlar.

Tablo 12: clEX Fraksiyonlarinin inhibisyon Zon Caplari

Fraksiyon Numaralar*

Zon Capi (mm)

5 11 mm
6 14 mm
7 12 mm
8 14 mm
9 11 mm
13 16 mm
14 16 mm
15 13 mm
16 10 mm
Pozitif Kontrol (Ust Faz) 11 mm
Negatif Kontrol (Kolona Tutunmayan Ust Faz) Zon Olugmadi
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Gozlenen pik degerlerine gore antimikrobiyal aktivite
gosteren fraksiyonlardan 5 ve 6 numarali fraksiyonlar, 7,8 ve 9 numaralari
fraksiyonlar ve 12, 13, 14, 15 ve 16 numaralar fraksiyonlar birlestirilerek
C18 kolonuna yuklenmigtir. Kolonun asetonitril ile eliusyonu sonucu elde

edilen pik degerleri resim 15’ de gosterilen sekildedir.

File Edit View Utiiies Options Window Help
“alues at Cursor - -
Fun Time: 24.69 min. —
Gradient: 0 % Buffer B
Uv: 0.040340 r
Conductivity: 3668 mS/cm
GP pressure: <
Mo Trace:
Mo Trace:
Mo Trace:
No Trace: R Yl
Cumrent Tagging Trace: T T T
u =l |
(113 j Conductivity j
A B — Fractions
Pack Pos.: A
Tube # 1 2 3 4 5 ] 7 8 9
L 1 1 1 1 1 L L 1
a 31000 % Buer B F s
175 4 L
E| E 400
150 3 F
15 Eamo
100 gy F
iR [ 2000
o503 L
1 E- 000
0254 [
000 -8 ———— e T Log
15 E
E . . . : ‘ . . . . T : : . : . —L
00 3000 £0.00 9000
A bin Terth mEsem
QuadTos | ‘I |I I‘ I Econo Gradient Flow Rate |J EGP%B || %Spht |
Gradient Pump = F10 ] uy ] Conductivily | [ I | A A
| 200mifmin | 100%B | 19 psi [ 0.1050 AU | 0.000 mS/cm [ [

Resim 15: C18 Kolondan Elde Edilen Pik Degerleri.

Resimde gorulen pik degerlerinden elde edilen sekiz adet
fraksiyonun nisine duyarli M. luteus susuna kargi disk diflizyon yontemiyle
antimikrobiyal etkisi arastirilmis ve olusan inhibisyon zon ¢aplari tablo 13’
de belirtilmistir. (Resim 16)
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Tablo 13: C18 Fraksiyonlarinin inhibisyon Zon Caplari

clEX Kolon
Fraksiyon
Numaralari
5-6

7,8,9
12,13,14,15,16

C18 Kolon Fraksiyon

Numaralari

2,3,4,5,6,7,8,9
2,3,4,5,6,7,8,9
2

3

4,5,6,7,8,9,

inhibisyon Zon Gapi

(mm)

Zon Yok
Zon Yok
3 mm
19 mm

Zon yok

Resim 16: C18 fraksiyonlarinin olusturdugu inhibisyon zon ¢aplari.
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Saflastirmasi yapilan nisinin molekuler buyuklikleri, trisin

sodyum dodesil sulfat-poliakrilamit jel elektroforez (Trisin-SDS-PAGE)

sistemi kullanilarak belirlenmistir (Resim 17) .

Resim 17: Nisinin Trisin SDS-PAGE ile gosterilmesi. 1: Ticari Nisin
(Sigma), 2: 2 numarah fraksiyon, 3: 3 numaral fraksiyon. M: Marker
(180,116,97,58.1,39.8, 29, 20.1, 14.3, 6.5-kD)

4.5. Nisinin Lipozom Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

4.5.1. Lipozomlarin Karakterizasyonu

Lipozomlarin karakterizasyonuna ait bulgular tablo 14 ve

tablo 15’ te ve resim 18-35’ te belirtilmistir.
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Tablo 14: Lipozom formulasyonlarina ait partikal buyukligu sonuglari

Formilasyon Ortalama cap (um) £S.S

1 139 £ 0.01
2 134 £ 0.63
3 342 +0.09
4 184 + 0.05
5 709 £ 0.08
6 98 + 0.05
7 106 £ 0.01
8 307 £ 0.06

Bos lipozom 45,5+ 0.02

Size Distribution by Intensity
P e e
S AP FO U D

s 1
S O 1 | O -
=
e ]
c
:U::-! P s B R R PP & SRR PP
20 .............................................................................
0
0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)
|=——Record 1525: SELDA-FORMULASYON-1|

Resim 18: Formulasyon 1’ in partikul buyuklugu.
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Record 1536: SELDA-FORMULASYON-2|

Resim 19: Formulasyon 2’ nin partikul bayuaklagu.

Intensity (%)

Size Distribution by Intensity
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40 ............... ............... S PP,
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0.1 1 10 100 1000 10000

Size (d.nm)

Record 1548: SELDA-FORMULASYON-3|

Resim 20: Formulasyon 3’ Un partiktl bUyukIugu.
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Size Distribution by Intensity
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Resim 21: Formulasyon 4’ tn partiktl blyUkIugu.
Size Distribution by Intensity
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Resim 22: Formulasyon &’ in partikul buyuklugu.
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Size Distribution by Intensity
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Resim 23: Formulasyon 6’ nin partiktl buyuklagu.
Size Distribution by Intensity
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Resim 24: Formulasyon 7’ nin partikul bayuaklagu.
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Size Distribution by Intensity
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Resim 25: Formulasyon 8’ in partikil bUyukltgu.

Size Distribution by Intensity
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Resim 26: Bos lipozom formulasyonunun partiktl bayuklaga.
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Tablo 15: Lipozom formilasyonlarinin zeta potansiyelleri

Formilasyon

Zeta Potansiyeli (mV) £ S.S

1

N o o0~ WD

8

Bos Lipozom

-18.6 £ 0.20
-12.2+0.41
-6.82 + 0.60
-10.7 £ 0.20
-11.1 £ 0.00
-13.0+1.01
-18.0 +£0.10
-0.52 £ 0.49
-23.7 £0.30

Zeta Potential Distribution

Zeta Potential (mV)

Record 1531: SELDA-FORMULASYQN-1
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Q
IS : : : :
100000 : -« c-=r-mrre e SRR TN R ORI e
0 i ; ;
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Resim 27: Formulasyon 1’ in zeta potansiyeli.
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Resim 28: Formulasyon 2’ nin zeta potansiyeli.
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Resim 29: Formulasyon 3’ Un zeta potansiyeli.
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Intensity (kcps)
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Record 1600: SELDA-FORMULASYON-4

Resim 30: Formulasyon 4’ iin zeta potansiyeli.
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Record 1602: SELDA-FORMULASYON-5

Resim 31: Formulasyon 5’ in zeta potansiyeli.
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Zeta Potential Distribution
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Resim 32: Formulasyon 6’ nin zeta potansiyeli.
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Resim 33: Formulasyon 7’ nin zeta potansiyeli.

97



Zeta Potential Distribution
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Resim 34: Formulasyon 8’ in zeta potansiyeli.

Zeta Potential Distribution

Zeta Potential (mV)

Record 1613: SELDA-BOS LiPOZOIVI|

1000000 ===« + v rermres e ﬂ e
800000‘ ................... ...................
& o : : :
a . . .
g [300]000 [ R R R P B I R, fieeaeaa e iea e
w . . .
5 400000 T === rrreerrr e e o R
z | . . .
0 T I
0
-200 -100 0 100

Resim 35: Bosg lipozom formulasyonunun zeta potansiyeli.
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4.5.2. Lipozomlarin Sekli

Lipozomlarin elektron mikroskobu goérunttleri resim 36 ve 37’

de goriulmektedir.

Resim 37: Nisin iceren lipozomun elektron mikroskobu goriintisa.
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4.6. Lipozomal Nisinin Antimikrobiyal Etkisinin Arastiriimasi

Antimikrobiyal  aktivitenin  arastinimasinda  kullanilan
mikroorganizmalarin, inkibasyon siresi sonunda olusturduklari koloni
sayilari ve buna bagl olarak renk degistirdigi zamana kargi logioCFU

grafigi asagida belirtilmigtir.
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Tablo 16: Staphylococcus aureus ATCC 29213 i¢in zaman-koloni tablosu

Zaman (dk)* Koloni Sayisi logCFU
379 +8,19 320000 5,505
408 +12,12 256000 5,408
454 +3,60 128000 5,107
477 +2,64 107200 5,03
493 £6,24 85600 4,932
560 £14,11 35200 4,546
633 +15 9500 3,978
666 +5,29 5800 3,753
680 +2,64 3500 3,644
704 +4,58 2400 3,38
707 5 2200 3,342
715 +4,35 20 3,301
739 +3,60 11 3,041

*Ortalama Deger
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Staphylococcus aureus ATCC 29213
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Grafik 1: Staphylococcus aureus ATCC 29213’ uin korelasyon grafigi.
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Tablo 17: Enterococcus faecalis ATCC 29212 icin zaman-koloni tablosu

Zaman (dk)* Koloni Sayisi logCFU
372 6,08 480000 5,681
402 £3,46 280000 5,447
432 £7,93 170400 5,231
459 +7,93 147200 5,167
550 7,54 24200 4,383
593 £3,60 15900 4,201
637 +5,56 7100 3,851
660 +1,73 4400 3,643

*Ortalama Deger
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Grafik 2: Enterecoccus faecalis ATCC 29212’ in korelasyon grafigi.

104



Tablo 18: E.coli ATCC 25922 icin zaman-koloni tablosu

Zaman (dk)* Koloni Sayisi logCFU

2655 480000 5,681
285 +1,73 287200 5,458
320 +2,64 188000 5,274
370 4,35 72400 4,859
410 £5,56 40000 4,602
464 £1,73 13600 4,134
476 +1,73 8000 3,903
498 +4,35 4400 3,643
524 +1,73 2100 3,322
545 +4,35 1300 3,113
582 +2,64 600 2,778
600 +4,58 400 2,602
620 +2,64 200 2,301

*Ortalama Deger
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Escherichia coli ATCC 25922
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Grafik 3: E.coli ATCC 25922’ nin korelasyon grafigi.
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Tablo 19: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 icin zaman-koloni

tablosu.
Zaman (dk) Koloni Sayisi logCFU
1520 +4,35 28000 4,447
1620 +4,35 17100 4,233
1696 £5,29 5400 3,732
1733 +1,73 4100 3,613
1766 +2,64 2200 3,342
1890 £3,60 900 2,954
1960 £1,73 500 2,699
2068 +1 100 2
2092 £3 100 2
2099 +4,35 100 2

*Ortalama Deger
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Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
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Grafik 4: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853’ lin korelasyon grafigi.
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Tablo 20: Candida albicans ATCC 10231 icin zaman-koloni tablosu

Zaman (dk)* Koloni Sayisi logCFU
1083 +4,58 5800 3,763
1205 +2,64 2900 3,462
1277 +6,08 2500 3,398
1318 +2,64 1500 3,176
1428 +1,52 700 2,845
1502 +2,64 400 2,602

1607 +2 200 2,301
1732 +1,73 100 2

*QOrtalama Deger
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Grafik 5: Candida albicans ATCC 10231’ in korelasyon grafigi.

incelenmis ve tablo 21’ de gosterilmigtir.

Lipozomal nisinin  antimikrobiyal aktivite sonuglari
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Tablo 21: Lipozomal nisinin in-vitro aktivite degerleri

Formiilasyon Staphylococcus aureus Entferoc?_ccus Pseudomonas aeruginosa Escherichiacoli Candida albicans
aecalis

1 19,5 pg/mL 9,75 pug/mL 312 pg/mL 312 pg/mL >5000 pg/mL

2 9,75 pg/mL 9,75 pg/mL 312 pg/mL 312 pg/mL >5000 pg/mL

3 9,75 png/mL 4,8 ug/mL 312 pg/mL 312 pg/mL >5000 pg/mL

4 19,5 pg/mL 9,75 pug/mL 312 pg/mL 312 pg/mL >5000 pg/mL

5 19,5 pg/mL 9,75 pug/mL 312 pug/mL 312 pug/mL >5000 pg/mL

6 19,5 pg/mL 9,75 pg/mL 312 pg/mL 312 pg/mL >5000 pg/mL

7 4,8 ng/mL 9,75 pug/mL 312 pg/mL 312 pg/mL >5000 pg/mL

8 2,4 ug/mL 2,4 ug/mL 156 pg/mL 156 pg/mL >5000 pg/mL

Lipozom* >5000 pg/mL >5000 pg/mL >5000 pg/mL >5000 pg/mL >5000 pg/mL

Nisin 19,5 pg/mL 19,5 pg/mL 312 pg/mL 312 pg/mL >5000 pg/mL
Ampisilin 0,5 pg/mL 1 pg/mL - 2 pg/mL -
Gentamisin - - 0,5 pg/mL - -

Flukonazol - - - - 4 pg/mL

*Nisin icermeyen lipozom
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Tablo 22: Tum mikroorganizmalar igin saptanan denklemler ve dogrusal

katsayilar

Mikroorganizmalar y Degeri R? Degeri
Staphylococcus aureus -0,0069x + 8,2608 0,9910
Enterococcus faecalis -0,007x + 8,273 0,9957
Pseudomonas aeruginosa -0,0044x + 11,248 0,9911
Escherichia coli -0,0094x + 8,2916 0,9901
Candida albicans -0,0028x + 6,8962 0,9914
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Tablo 23: Staphylococcus aureus ATCC 29213 i¢in zaman, logCFU ve

koloni sayisi degerleri

Formulasyon Zaman* logCFU Koloni Sayisi
538 + 2,64 4,5486 35367
1 478 £ 2 4.9626 91748
441 +1,73 5,2179 165158
535+ 2,64 4,5693 37093
2 514 +1,73 4,7142 51784
520+1,73 4,6728 47076
3 468 + 1 5,0316 107547
631 +1,73 3,9069 8070
4 546 +1,73 4,4934 31145
498 +1,73 4,8246 66772
532 + 2,64 4,59 38904
5 511 +1,73 4,7349 54312
471 + 2,64 5,0109 102541
566 +1 4,3554 22667
6 543 +2 4,5141 32666
508 + 2,64 4,7556 56963
577 +1,73 4,2795 19032
7 524 + 2,64 4,6452 44177
684+ 1,73 3,5415 3480
8 664 + 2,64 3,6796 4782
9 424 +1,73 5,3352 216371
511 + 2,64 4,7349 54312
10 485+ 1 4,9143 82091
444 + 1,73 5,1972 157470

* Ortalama Deger
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Grafik 6: Staphylococcus aureus ATCC 29213 icin rengin degistigi anda kuyucuklardaki koloni sayisi grafigi.
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Tablo 24: Enterococcus faecalis ATCC 29212 ic¢in zaman, logCFU ve

koloni sayisi degerleri

Formilasyon Zaman* logCFU Koloni Sayisi

454 + 2,64 5,095 124451

1 394 +3 5,515 327341
448 £ 1,73 5,137 137088

2 402 £ 1,73 5,459 287740
3 424 £ 1,73 5,305 201837
456 * 2,64 5,081 120504

4 438 £ 1,73 5,207 161065
464 + 3 5,025 105925

5 443 + 3,60 5,172 148594
486 + 3 4,871 74302

6 433 +£1,73 5,242 174582
472 +1 4,969 93111

7 442 + 3,60 5,179 151008
8 594 + 2,64 4,115 13061
9 3792 5,62 416869
448 £ 3 5,137 137088

10 427 +1,73 5,284 192309
399 +1,73 5,48 301995

*Ortalama Deger
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Grafik 7: Enterococcus faecalis ATCC 29212 igin rengin degistigi anda kuyucuklardaki koloni sayisi grafigi.
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Tablo 25 : Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 i¢in zaman, logCFU

ve koloni sayisi degerleri

Formulasyon Zaman* logCFU Koloni
Sayisi

167 £1,73 10,5132 32598678890

1 202 £ 2,64 10,3592 22866516029
2371 10,2052 16039838825

202 + 2,64 10,3592 16039838825

2 221 +1,73 10,2756 18862532453
236+ 1 10,2096 16203170427

205 +1,73 10,346 22181964198

3 234 +1 10,2184 16534840121
245+ 2 10,17 14791083881

223 +1 10,2668 18484171953

4 236 +1,73 10,2096 16203170427
242 +£1,73 10,1832 15247547676

222 +1,73 10,2712 18672393883

5 237 + 2,64 10,2052 16039838825
245+ 1,73 10,17 14791083881

220+1,73 10,28 19054607179

6 234+ 1 10,2184 16534840121
240 +1,73 10,192 15559656316

228+ 1 10,2448 17571142465

7 233+ 0 10,2228 16703212258
242 +£1,73 10,1832 15247547676

8 227 +1,73 10,2492 17750067135
2371 10,2052 16039838825

9 210 + 2,64 10,324 21086281499
208 £ 1 10,3326 21507998622

10 229 £ 2 10,2404 17394021397
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Grafik 8: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 igin rengin degistigi anda kuyucuklardaki koloni sayisi grafigi.
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Tablo 26: E.coli ATCC 25922 icin zaman, logCFU ve koloni sayisi

degerleri
Formilasyon Zaman* logCFU Koloni
Sayisi
347+ 1,73 5,025 105925
1 301 £ 2,64 5,459 287740
299+ 1,73 5,48 301995
331+ 1,73 5,179 151008
2 317+ 2,64 5,305 201837
284+ 1,73 5,62 416869
326+ 2,64 5,2179 165158
3 314+ 1,73 5,3352 216371
299+ 2,64 5,48 301995
330+ 2,64 5,1896 154739
4 294 +2 5,528 337287
290+1,73 5,5656 367790
3371 5,1238 132984
5 305+1,73 5,4246 265827
295+1,73 5,5186 330065
345+1,73 5,0486 111840
6 310+1,73 5,3776 238561
285+ 1,73 5,6126 409826
321 +£1,73 5,2742 188018
7 291 £ 2,64 5,5562 359915
283+1,73 5,6314 427956
8 325+1,73 5,2366 172424
3091 5,387 243781
9 259+1,73 5,857 719448
326 £1 5,2272 168732
10 295+1,73 5,5186 330065
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Tablo 27: Candida albicans ATCC 10231 i¢in zaman, logCFU ve koloni

sayisi degerleri

Formilasyon Zaman* logCFU Koloni Sayisi
1 417 +1 5,7286 535303
2 453 +3 5,6278 424424
3 434 +1,73 5,681 479733
4 501+ 1,73 5,4924 310742
5 439 +1,73 5,667 464515
6 433 +£1,73 5,6838 482836
7 454 + 1 5,625 421696
8 445 + 3 5,6502 446889
9 596 + 3,60 5,2274 168810
10 622 + 2,64 5,1546 142757

* Ortalama Deger
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Grafik 10: Candida albicans ATCC 10231 i¢in rengin degistigi anda kuyucuklardaki koloni sayisi grafigi.
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5. TARTISMA

Lactococcus cinsine ait turler, sut ve sut Urunleri gibi gida
maddelerinin yanisira, dogada bitkiler ve hayvanlar gibi farkli birgok
ortamda bulunabilen mikroorganizmalardir. Ozellikle Lactococcus lactis
tarG starter kultar olarak kullanilabilmesi nedeniyle endustriyel alanda
oldukga yaygin kullanim alani bulmus ve bu sayede ekonomik agidan
onem kazanmistir. Fermente gida endustrisinde 6nemli bir yere sahip
olan L. lactis turleri, insanlar tarafindan gunlik tlketimi dikkate
alindiginda genellikle givenli (GRAS) olarak tanimlanmis olup, goérilen

enfeksiyon sikliginin oldukga diisiik oldugu gérilmustir *3°.

Bakterilerin  identifikasyonunda  genellikle  suslarin
biyokimyasal ve genetik Ozelliklerine dayanan yontemler kullaniimakta
ve boylelikle turlerin ayrimi kesin olarak yapilabilmektedir. Bu tez
calismasinda Lactococcus lactis LL27 susunun identifikasyonu, 16S
rDNA genlerinin tanimlayici PZR uygulamasi ve DNA dizi analizi ile
yapiimis ve kullanilan bakterinin L. lactis subsp. lactis oldugu kesinlik
kazanmigtir. Benzer bir galismada da sutten L. lactis izole edilmis ve
tanimlanmasi igin ¢alismamizda uyguladigimiz 16 S rDNA genlerinin

tanimlanmasina yonelik ydntemler kullanilmistir *°.

L. lactis LL27 susunun tanimlanma asamalarindan biri
plazmid igeriginin belirlenmesi olup, bakteriyosin Uretimi, laktoz
fermentasyonu, faj direncliligi gibi bazi genetik o6zelliklerin plazmid
Uzerinde vyer almasi bakimindan, susun Kkarakterizasyonunun
belirlenmesinde oldukga buylk Onem tasimaktadir. Anderson ve
arkadaslarinin®*’ énerdigi plazmid izolasyonu protokoliiniin uygulandig
calismamizda yaklasik olarak 2 ila 30 kb bayuklugunde 7 farkli plazmid

icerdigi saptanmigtir. Plazmid izolasyonu aragtirmamizda elde ettigimiz
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bulgularimiz, Mills ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada belirtilen
Lactococcus lactis plazmidlerinin  buyudkluk sinirlari ile paralellik

gostermektedir 2.

Laktokoklarin identifikasyonlarinda konvansiyonel metotlar
yetersiz kalmakta, tir seviyesinde identifikasyon yapabilmek icin daha
spesifik yontemler gerekmektedir. Total hiicre protein profillerinin analizi
de, mikroorganizmalarin taksonomik temelde arastiriimasi icin
kullanilan onemli bir basamagi olusturmaktadir. Bu tez kapsaminda
Gatt’ nin onerdigi ydntemi'?® kullanarak Lactococcus lactis LL27
susuna ait, buyuklukleri 104.12 ila 14.40 kD arasinda degisiklik
gOsteren 12 farkh hicre duvarina ait protein tespit edilmistir.
Lactococcus lactis suslarinin tir seviyesinde ayriminin yapildigi gesitli
calismalarda, L. lactis tirana diger turlerden ayiran en dnemli protein
bantinin molekuler buyudklagunin yaklasik olarak 40.20 kD oldugunu
belirtiimis ve bizim calismamizda tespit ettigimiz ve molekdl

bilyiikliklerini hesapladigimiz protein bantlariyla uyumludur 2% 3¢,

Bakteriyel protein Uretiminin ¢ok yonlulugu ilag firmalari
icin  de yeni ticari firsatlarin dogmasina olanak saglamistir.
Rekombinant insilinin onaylanmasindan sonra, diger rekombinant DNA
ilaglari, bazi heterolog protein Uretim sistemlerinin geligtiriimesi ve
iyilegtirimesi ile paralel olarak pazarlanmaya baslamigtir. Bu
proteinlerin Uretimi icin ¢ok sayida mikroorganizma turinudn spesifik
suslari da olugturulmustur. Farmasotik sanayinin artan taleplerini yerine
getirmekte olan, hicre fabrikasi olarak tanimlanabilen, Rekombinant
DNA Teknolojisi artik klasik olarak kabul edilmekle birlikte yeni
farmasoétik Urlnlerin ve buna bagh olarak da dretim sistemlerinin

derinlemesine arastiriimasini zorunlu kilmistir **’. Farmasétik sanayinin
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ihtiyag duydugu vyeni farmasotik drunlere paralel olarak, cesitli
enfeksiyonlarin tedavisinde kullaniimakta olan antibiyotiklere Kkarsi
direng gelisimi ve 0Ozellikle coklu ila¢ direncinin ortaya ¢ikmasi da bu
surecin oneminin artmasina neden olmustur. Buna bagh olarak
antimikrobiyal etkiye sahip oldugu bilinen ajanlarin klinik olarak anlamli
olup olmadiginin belirlenmesi icin ¢esitli calismalar yapilmis ve nisin
gibi, mikroorganizmalar Uzerine secici hedefleme yapmakta olan
antibakteriyel proteinler 5nem kazanmaktadir. insanlar igin bilinen higbir
toksisiteye sahip olmayan nisin, dlinya c¢apinda essiz bir konuma
yerlesmis, yaklasik 40 yildir 50’ den fazla Ulkede guvenli bir gida katki

maddesi olarak da kullaniimaktadir %,

Nisinin endustriyel alanda kullaniimasi yuksek Uretim
kapasitesine bagli olup, yuksek biyokutleyi de gerekli kilmaktadir. Bu
hedef dogrultusunda yapilan c¢alismalar sonucunda; yuUksek nisin
uretimi igin gesitli karbon, azot ve fosfor kaynaklarini iceren kompleks
besiyeri iceriginin gerekli oldugu gosterilmigtir. Bu dogrultuda
calismamiz kapsaminda yuksek nisin dretiminin saglanmasi igin, cesitli
organik ve inorganik besin maddelerini igceren ve cgesitli ¢alismalar
sonucunda da nisin Uretimi igin 6nerilen Mann-Rogosa-Sharpe (MRS)

sivi besiyeri kullaniimigtir 2% 80 6468139,

Uygun besiyerinde gelistirilen mikroorganizmadan elde
edilen nisinin saflastirlmasi gerekmektedir. Saflagtirma icin kullanilan
yontemler bakteriyosinlerin sahip olduklari karakteristik 0zelliklere
baghdir. Ayni zamanda bakteriyosin dretimi igin gerekli olan kompleks
besiyeri igcerigi de saflastirma yonteminin segiminde g6z 6nlnde
bulundurulmasi gereken o6nemli bir 6zelliktir. Bu kompleks besiyeri

icerigi Uretim maliyetini artirmanin yanisira saflastirma yontemini de
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zorlagtirmaktadir. Bu nedenle bakteriyosinlerin ve 0Ozellikle nisinin
saflastirimasina yoénelik bugine kadar birgok yontem kullaniimis ve
amaca yonelik olarak farkl bircok sonug elde edilmistir. Bu yontemler
arasinda amonyum sulfat, organik solvent ve asidik ¢oOzeltiler
kullanilarak yapilan kismi saflastirma yontemleri yer almakta, bunlarin
yanisira  sivi-sivi  ekstraksiyon, iyon degisimi kromatografisi,
immunoaffinite kromatografisi ve ters faz ylksek performansh sivi
kromatografisi (RP-HPLC) gibi yontemler de kullaniimaktadir. Bu
yontemlerin tek baslarina ya da birlikte kullaniimasi da s6z konusu

olabilmektedir, 8% 140. 141, 142,143

Calismamizda nisinin saflastirlma isleminde, nisinin
katyonik bir bilesik olmasi, dusuk molekul agirhgina sahip olmasi,
halkasal amino asit icermemesi, aktivite kaybinin onlenebilmesi gibi
nedenlerden dolayl iyon degisimi kromatografisi kullanilmistir. 5
asamali NaCl elusyonunun uygulandigi iyon degisimi kromatografisinde
artan NaCl konsantrasyonuna bagli olarak nisin iceren fraksiyonlar elde
edilmis ve bu nisinin ¢okturtlmesi icin ise ayrica C18 kolonunun

kullanildigi ikinci bir fraksiyon ile elde edilmigtir.

Yapilan bir galismada, yalnizca tek asamali 1 M NaCl
elisyonu uygulanmasinin nisinin saflastinimasi igin yeterli olabilecegi
ancak, besiyeri iceriginde yer alan proteinbz 06zelikte bircok
kontaminantin varliginin saf nisinin elde edilememesine neden oldugu
belirtimis ve uygulanan bu ydnteme ek olarak farkli metotlarin da

kullanilmasinin gerekliligi vurgulanmistir 2842,
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Saflagtirma iglemi icin belirlenen ydntemlerin birlikte
kullaniimasi  spesifik aktivitenin artmasinda ve ylksek verim
alinmasinda énem tasimaktadir. Asit uygulamasi, amonyum siilfat ile
coktirme, katyon-degisim kromatografisi ve ters fazli yuksek basingli
sivi kromatografisinin birlikte kullanildigi bir g¢aligmada elde edilen
nisinin spesifik aktivitesinin baslangic maddesine goére 122 kat daha

fazla bulundugu bildirilmistir *44.

Lipozom formulasyonlari, gesitli mikroorganizmalara karsi
protein ya da polipeptidin bozunmaya bagl olarak antimikrobiyal etkinlik
kaybinin dnlenmesi, gida ve ilag sistemlerinde uzun donem etki etmesi,
nisin  gibi  antimikrobiyal proteinleri olumsuz kosullardan ve
inhibitorlerden korumasi, etki spektrumunda olmayan bilesiklere
etkisinin ortadan kaldiriimasi veya azaltilmasi, direncgli suslarin ortaya
cikisini engellenmesi gibi sebeplerle gelistiriimektedir. Gunumuizde
kozmetik alanda kullaniimasi da oldukg¢a yaygin hale gelmigtir. Bu
dogrultuda, lipozomlarin tasiyici olarak birgok avantaj sagladigi yapilan

cesitli calismalarla da desteklenmistir 9 145 146. 147,

Lipozom formulasyonlarinin hazirlanmasi igin gerekli olan
maddeler, yuksek Uretim maliyetine bagl olarak kisith kullanimi zorunlu
kilmakta ve deneyin optimizasyonunun saglanmasini gerektirmektedir.
Faktdriyel tasarim, eczacilik teknolojisinde birgok ¢alismada; tabletler,
mikropartikller sistemler gibi ¢esitli formulasyonlarda ve dnformulasyon
calismalarinda, yardimci maddelerin ve eklenecek miktarlarinin

seciminde ve stabilite calismalarinda tercih edilmistir .
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Formulasyon denemelerinin yapildigi gesitli ¢calismalarda
da faktériyel denemeler kullaniimis ve pahali arastirma giderlerini
azaltmak, arastirmalarda zaman ve emek tasarrufu saglamak amaciyla
istenen sonuglara ulagsmak igin yeterli olan en az deney yapma

olanaginin bulundugu bildirilmistir 4% 4°,

Bu Dbilgilerin  dogrultusunda, c¢alismamizda nisinin
lipozomal formulasyonlarinin igeriklerini belirlerken faktoriyel denemeler
kullaniimistir. 23 faktoriyel tasarimdan faydalaniimis olup, degisken
olarak CH, DPPC, DPPE kullaniimigtir. Her faktor ikiser seviyede ele
alinmig ve 8 farkli kombinasyon olusturulmustur. Bu sekilde

formulasyonda yer alan faktorler degisik duzeylerde ele alinabilmigtir.

Bu tez kapsaminda Gram pozitif bakterilerden
Staphylococcus aureus ve Enterococcus faecalis suslari igin nisinin 8
farkh  lipozom formilasyonu ve nisin icermeyen lipozomun
antimikrobiyal etkisi arastiriimistir. Beklenildigi Uzere nisin icermeyen
bos lipozom formulasyonu denenen higbir mikroorganizma Uzerinde
antibakteriyel aktivite gdstermemistir. Yapisinda dogal olarak fosfatidil
bulunan fosfolipitlerin kullanildigi diger lipozomal formulasyonlarin bu
mikroorganizmalar tzerine yiksek antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu
gorulmistir. Formilasyonlar icerisinde ortak olarak en disik MiK
degeri, S. aureus ve E. faecalis i¢in 2.4 pg/mL, P. aeruginosa ve E.coli
icin 156 pg/mL olarak ve ayni zamanda mikroorganizma sayisinin
yuksek oranda azalma gdsterdigi formulasyon, kullanilan tim
fosfolipitleri egit miktarda igeren 8. formulasyon olarak belirlenmistir.
Diger formulasyonlar da Gram pozitif bakteriler Gzerine benzer diizeyde
aktivite gostermis ve mikroorganizma sayisini azaltmistir. Gram negatif

bakteriler i¢in, beklenildigi Uzere dusuk konsantrasyonlarda etki
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gorilmemis ancak yuksek konsantrasyonlarda etkili oldugu
gorulmustur. Calismamizda yer alan bakterilere ek olarak Candida
albicans susu kullaniimis ve 5 mg/mL konsantrasyonda bile etki

gOstermedigi belirlenmigtir.

Calismamiza paralel olarak; Severina ve arkadaslari da
nisinin S. aureus ve E. faecalis Uzerine antibakteriyel etkisini
arastirdiklari ¢alismalarinda, nisinin guc¢lu bakterisidal aktiviteye sahip

oldugunu belirlemislerdir *°.

Nisinin Gram pozitif bakteriler Gzerine etkisinin arastirildigi
bir bagka calismada ise nisinin S.aureus icin MiK degeri 4,2 pug/mL ve
E.faecalis icin ise 1,5 pg/mL olarak belirlenmis ve bu sonuglarin
calismamizla da uygunluk gésterdigi, S.aureus icin nisinin lipozomal

formiilasyonun daha etkili oldugu bulgularimizda da gériilmistir *2.

Coklu ila¢ direncine sahip olan metisiline direncli S.aureus
(MRSA) ve vankomisine direncli E.faecalis (VRE) suslariyla yapilan
bazi ¢alismalarda, nisinin bu mikroorganizmalar Uzerinde sirasiyla 10.1
pMg/mL ve 14.3 pg/mL konsantrasyonda etkili oldugu bildiriimis ve uzun
zamandir bir gida katki maddesi olarak bilinen nisinin olasi terapotik

kullanimi dnerilmistir 0151152153,

Calismada, kalite kontrol amach olarak kullanilan
antibiyotik maddeler, CLSI tarafindan belirlenen limit degerler araliginda
bulunmustur ¥ 32 Nisin iceren lipozom formilasyonlarinin aktivite

goOsterdigi  konsantrasyonlar, Gram pozitif bakteriler i¢in standart
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antibiyotiklere gore 2 ila 20 kat fazladir. Ancak standart antibiyotiklerin,
kimyasal bilesenlerine bagli olarak gdstermis olduklari sitotoksik etki,
yan etkiler ve antibiyotiklere karsi gelisen mikroorganizma direnci sorun
teskil etmekte ve insan sagligi agisindan onemli bir tehdit
olusturmaktadir. Herhangi bir yan etkisinin veya toksik etkisinin
bulunmamasi nisini, antibiyotikler kargisinda avantajli konuma
tasimaktadir. Nisinin gunlik alinabilecek miktari FDA tarafindan 2.9 mg
olarak belirtiimigtir. Bu miktarin, bulgularimizda da belirtilen aktivite
degerlerinin Gzerinde olmasi, nisinin farmasotik formulasyonlarinin aktif
olarak kullanilabileceginin altini ¢cizmektedir. Gida katki maddesi olarak
kullanim alani bulan nisinin, lipozomal formulasyonlarinin gida
iceriginde kullaniimasi ile bazi enfeksiyon hastaliklarinin da 6nine

gegcilebilecegi ongorulmektedir.

Nisinin Gram negatif bakteriler Gzerindeki yetersiz
antimikrobiyal etkisi, Gram negatif bakterilerin hlcre duvarlarinin nisinin
hicre icine gegcmesini engellemesinden kaynaklanmaktadir. Cunku
nisin hucre membranini etkileyerek onun yari gecirgen o0Ozelliginin
bozulmasina neden olmaktadir. Ancak yapilan bazi ¢alismalarda, Gram
negatif bakteriler EDTA gibi kimyasal maddelere, sicaklik uygulamasi
gibi fiziksel zorluklara ya da yuksek nisin konsantrasyonuna maruz

birakilmalari durumunda nisine karsi duyarlihdi artis géstermektedir *>*
155, 156, 157
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6. SONUC

L. lactis subsp. lactis LL 27 susunun kullanildigi tez
calismasi kapsaminda, susun genetik dogasi incelenmisg, sahip oldugu
plazmidlerin varligi ve total protein icerigi de yapilan deneylerle
tanimlanmistir. Dogal bir bakteriyosin olan nisin ureten LL 27 susunun,
bu yetenedinden faydalanilarak yiksek miktarda nisin elde edilmigtir.
Elde edilen nisinin, c¢esitli fosfolipitler kullanilarak lipozomal
formulasyonlari gelistiriimis, Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli ve Candida
albicans gibi ¢esitli mikroorganizmalar (zerine, klinik kullaniminin
degerlendirilebilmesi igin antimikrobiyal degeri arastiriimistir. Nisinin
lipozomal formulasyonlari Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler igin
bildirlen MIK degerleri araliinda aktivite gostermis ancak bu
formulasyonlar icerisinden 8 numarali formilasyonun daha dusuk
dozda aktivite gosterdigi belirlenmistir. Candida albicans Uzerine hem
nisinin hemde lipozomal formilasyonlarinin ¢ok yuksek dozlarda dahi

aktivite gostermedigi belirlenmistir.

Sonug olarak, antimikrobiyal etki gostermekte olan nisinin
lipozomal formulasyonlarinin gelistiriimesinin, patojen
mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyonlarin kontrolinde ve

tedavisinde dnemli bir arac olabilecegi dusunulmektedir.
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7. OZET

Lactococcus lactis’ ten izole Edilen Nisinin Farkhi Lipomozal

Formiilasyonlarinin Antimikrobiyal Etkisinin incelenmesi

Bu calismada, Turkiye kdkenli ¢i§ sutten izole edilen, nisin
Ureticisi Lactococcus lactis LL 27 susunun molekiler yontemler
kullanillarak tanimlanmasi ayrica susun Uretmis oldugu nisinin

lipozomlanarak antimikrobiyal aktivitesinin incelenmesi amaglanmistir.

16 S rDNA yodntemi ile susun genetik karakterizasyonu,
plazmid ve protein profilleri tanimlanmistir. Susun sahip oldugu nisin
uretim yetenegi kullanilarak iyon degisimi kromatografisi ile nisin elde
edilmistir. Elde edilen nisinin cesitli lipozomal formulasyonlari
hazirlanarak bunlarin bazi gram pozitif, gram negatif ve Candida

turlerine karsi antimikrobiyal etkisi BioTimer yontemi ile arastiriimigtir.

Elde edilen sonuglar dogrultusunda, nisinin lipozomal
formulasyonlari, Gram pozitif bakterilere disik konsantrasyonlarda,
Gram negatif bakterilere yiksek konsantrasyonlarda etki gostermistir.
Candida albicans’ a karsi ise herhangi bir konsantrasyonda etki

gostermemisgtir.

Anahtar Kelimeler: Nisin, Kromatografi, Lipozom
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8. SUMMARY

Investigating the Antimicrobial Effect of Different Liposomal

Formulations of Nisin Isolated from Lactococcus lactis

In this study, nisin producer Lactococcus lactis LL 27
strain, originating from raw milk isolated in Turkey, were characterized
by molecular techniques and also aimed to evaluate the antimicrobial
activity of liposome encapsulated nisin produced by the bacteria.

Genetic characterization of strain was defined by 16 S
rDNA method, plasmids and protein profiles. Nisin was obtained by ion
exchange chromatography. Different nisin loaded liposome formulations
were prepared and its antimicrobial effect against some Gram positive
bacteria, Gram negative bacteria and some Candida species were

investigated by BioTimer assay.

According to the results, liposomal formulations of nisin
has antimicrobial activity against to the Gram positive bacteria at low
concentrations. Besides this nisin formulations has antimicrobial activity
against to Gram negative bacteria at high concentrations. Liposomal
formulations of nisin has no activity against to Candida albicans at any

concentration.

Key Words: Nisin, Chromatography, Liposome
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