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Antifungal Peptidler
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Ozet

Dogal peptidlerin ¢cogu mikroorganizmalardan elde edilmigtir. Bu peptidlerin bazisi
klinik tedavilerde kullanilirken, bazilari da sadece in vitro testlerden gegirilmistir.
Peptidlerin ¢ogunun antimikrobiyal ve antifungal aktiviteleri in vitroda gram pozitif,
gram negatif, anaerob ve aerob bakteriler ile funguslara karsi test edildiginde genis
spektrum gosterdigi ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: Antifungal Aktivite, Sekonder metabolitler, Patojen funguslar

Girig

Sekonder metabolitler organizma tarafindan uretilen fakat organizmanin buylimesi
icin gerekli olmayan ve sadece sinirli taksonomik gruplarda mevcut olan bilesiklerdir
(1). Ozellikle bitkilerde ve mikroorganizmalarda yaygin olarak bulunurlar. Bugline
kadar 10 000 den fazla mikrobiyal metabolit oldugu tespit edilmis fakat bunlardan
oldukga az bir kismi uygulama alani bulmustur (2). Mikrobiyal sekonder metabolitler,
cesitli biyolojik aktivitelere sahiptir ve hormon, antibiyotik, toksin, anti-migren ajani,
anti-kanser ajani olarak veya insektisit olarak islev gormektedirler (2).

Mikrobiyal sekonder metabolitler, ginimuzde daha ¢ok tarimda endustride ve saglik
alaninda  kullaniimaktadir (3). Son vyillarda Uzerinde olduk¢a fazla durulan
konulardan olan ekolojik tarim ile bitkinin ve topragin verimliligini ve direncini artiric
dogal metabolitlerin  kullanimi  glindeme gelmistir (4). Endulstride, sekonder
metabolitler daha kararl Urin olusturdugu ve daha az enerji gerektirdigi icin tercih
edilmektedir. Bu alanda kullaniimak Uzere kati faz fermentasyonu (solid-state
fermentation) yolu ile Uretilen bazi sekonder metabolitler Tablo 1’de verilmigtir (2).

Bu derlemede, mikroorganizmalardan ve bitkilerden elde edilen antifungal peptidler
ile ilgili son bilgiler gdzden gegirilmistir.
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Tablo 1. Kati faz fermentasyonu ile Uretilen bazi sekonder metabolitler (3)

Sekonder Metabolit Mikroorganizma Substrat
Aflatoksin Aspergillus sp. piring, dari
Aflatoksin Aspergillus parasitus piring, dari, fistik
Aktinorhodin Streptomyces coelicolor Agar
Metibenomisin Streptomyces coelicolor Agar

Bakteriyal Endotoksinler  Bacillus thuringiensis hindistan cevizi
Gibberelik asit Fusarium moniliforme bugday kepegi
Gibberelik asit Gibberilla fujikuroi bugday kepegi

[turin
Mikotoksinler
Mikotoksinler
Tetracyclin
Tetracyclin
Chlorotetracyclin
Zearalenone

Bacillus subtilis

A. flavus

Penicillium viridifaciens
Aspergillus spp.
Streptomyces viridifaciens
Streptomyces viridifaciens
Fusarium moniliforme

Soya fasulyesi
misir, bugday, yulaf
bugday, misir, piring
patates

patates

patates

misir

Bakteri ve Funguslardan Tarafindan Uretilen Sekonder Metabolitler

Bacillus subtilis tarafindan dGretilen iturin’in  bir anti-fungal antibiyotik oldugu
belirlenmis (5) ve Fusarium oxysporum, F.moniliforme, Aspergillus niger, A.flavus
gibi bitki patojenlerine etkili olarak bulunmustur (5). Bacillus licheniformis 'in Urettigi,
yag asidi iceren CB4 peptitinin 50 ug/ml ’lik dizeyinin bitki patojenlerinden F.
oxysporum Uzerine etkili oldugu bildirilmistir (6). Ayrica Bacillus licheniformis 'in bazi
izolatlarinca Uretilen ve dar spekturumlu bir peptit olan M-4 fungisitinin Microsporum
canis, Mucor turleri ve Sporothrix schenckii 'nin gelisimini engelledigi saptanmigtir.
Bacillus circulans J2154 ’den izole edilen yeni bir lipopeptit serisi a-y (1-4),
Streptococci ve Enterococci ’yi igine alan gram-pozitif bakterilere etkili oldugu ortaya
konmustur (7).

Bacillus spp., B.subtilis MTCC 2423 tarafindan Uretilen ve bir sekonder metabolit
olan surfaktinin, suyun yiizey gerilimini 72 nM/m® *den 27 nM/m® ’e disirdigi
belirlenmistir (8). Bu mikroorganizmalar 96 saatte hemen hemen 1 gram
biyosurfektant Uretebilmektedir (8). Surfaktin bilinen en guglu biyosurfektantlardan
biridir. Surfaktin, ayrica fibrin pihtilasmasini engelleyici ve bazi bakterilerin
protoplastlarini, sferoplastlarini ve eritrositleri liziz edici olarak ta kullaniimaktadir (3).

Gibberella fijukuori ve Fusarium moniliforme tarafindan Uretilen gibberellik asit
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Giberellik asit 6zellikle tohumlardaki
cimlendirmeyi tesvik etmek, gigceklenmeyi artirmak icin tarimda yaygin bir sekilde
kullaniimaktadir (9).

Claviceps spp., Aspergillus sp., Penicillium sp. ve Rhizopus spp. tarafindan uretilen
ergot alkaloitler migren, anjin, hipertansiyon gibi hastaliklarin tedavisinde ¢ok sik
kullaniimaktadir (10). Halojenik lazersik asit dietilamit en ¢ok bilinen ergot turevidir.
Ayrica ergotamin tartarat farmasotik bir ilag olarak da kullaniimaktadir (11).

Cyclosporin A, Fusarium solani, Neocosmospora varinfecta ve Tolyxpocladium
inflatum 'dan Uretilen bir metabolit olup; kalp, karaciger ve bodbrek nakline gerek



duyan hastalarda kullaniimaktadir (3). Cyclosporin A 'nin, Gram-pozitif ve Gram-
negatif bakteriler, koklar, trichomonas, amoebae, mikoplazma ve balantidii’lere karsi
kullanilabilecegi belirlenmistir. Ayrica tetrasiklinler, ribozom, mRNA, aminoagil tRNA
‘nin gerekli komplekslerinin olusumunu engelledigi bildirilmistir (12).

Filamentli fungus Zalerion arboricola ’dan izole edilen Pneumocandin Do ’'nun,
Pneumocystis carinii'ye karsi potansiyel bir inhibitér oldugu bulunmustur (13).

Trichopolyns A ve B peptidleri Trichoderma polysporum tarafindan uretiimektedir
(14). Candida albicans, C.neoformans, Aspergillus niger, A. fumigatus ve T.
mentagrophytes igin trichopolyns A ve B ’'nin  0.78-6.25 ug/ml ’lik dozlarda etkili
oldugu bildirilmistir (14). Trichoderma spp., toprak kdkenli funguslarin neden oldugu
bitki hastaliklari icin etkili bir biyolojik mucadele ajanidir. Trichoderma 'nin hastalikta
etkili olmasi, diger funguslara olan antagonistik 6zelliinden kaynaklanmaktadir (15).
Pythium ultimum ‘'un neden oldugu c¢okertenin, Trichoderma virens tarafindan
onlenmesi, T.virens tarafindan Uretilen bir epidithiodiketopiperazine antibiyotik olan
gliotoxinin etkisiyle oldugu belirlenmistir (16). Hedef funguslarin parazitik seviyeleri
toprak ve rhizosferdeki besinler icin rekabet ve antibiyotiklerin Uretimi, antagonistik
interaksiyonlar icin dnemli faktorlerdir. T. virens tarafindan dretilen bazi peptitlerin, T.
virens’in  biyokontrol iglevi Uzerinde etkili oldugu belirlenmistir (17). Fungal
sideroforlarin beslenmede etkili oldugu, T. virens ’in; dimerum asit, cis ve trans
fusarninler ve copragen olmak Uzere U¢ tip hidroksamat siderofor Urettigi
belirlenmistir (17).

Trichoderma harzianum ’un gesitli izolatlarinin 1-hidroksi ve 1,8 dihidroksi-3-metilan-
trakuinan’t sivi ortamlarda urettikleri ve bugday kok curtkligune neden olan
Gaeumannomyces graminis var. ftritici Uzerine etkili oldugu belirlenmigtir. T.
harzianum ’un bazi izolatlarinin da G. graminis ’in gelisimini, Urettigi bilesiklerle azda
olsa etkiledigi fakat patojen yoklugunda bugday kdk uzunlugunu arttirdigi Dickinson
vd. (18) tarafindan bildirilmistir. Eskisehir ve cevresindeki toprak érneklerinden izole
edilen Trichoderma harzianum izolatlari ile yapilan inhibisyon ¢alismalarinda
izolatlarin Urettikleri antifungal metabolitlerin Sclerotium rolfsii, Fusarium oxysporum,
F. culmarum, F. solani, F. moniliforme, Dreshlera sorokiniana, Rhizoctonia solani, R.
cerealis ve Gaeumannomyces graminis ’'in gelisimini engelledigi Kigik (15)
tarafindan belirlenmistir. T.harzianum T8 ve T20 izolatlarinin sera kosullarinda da
misir, bugday, domates ve fasulye gelisimini antifungal 6zellikleri ile etkiledikleri
saptanmigtir (15). T. hamatum ’un trikoviridin, isosanit, isonitril gibi antifungal
bilegikler urettigi saptanmistir. Isonitril 'in Trichoderma harzianum, T.koningii, T.
polysporum ve T. viride turleri tarafindan da uretildigi saptanmistir (18). Isonitrin A’
nin; Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler, mayalar ve filamentli funguslara karsi
oldukca etkili oldugu, diger iki bilegigin etki alaninin ise olduk¢a sinirli oldugu
belirlenmistir (18).

Fluorescent Pseudomonas spp.’nin pryrol nitrin, pyoluteorin, pyrroles, pyocyanine,
phenazin’ler (phenazine-1-carboxylic acid gibi), oomycin A, acetylphloroglucinol (2,4-
diacetylphloro glucinol gibi) ’leri iceren in vitro da antifungal aktiviteyi 6nleyen
sekonder metabolitleri Urettigi belirlenmistir. P. fluorescens PFM2 tarafindan Uretilen
antimikrobiyal bilesik, bugdayda Puccinia recondita ve Septoria tritici 'nin biyolojik
kontrolunde etkili bulunmustur (19, 20). 2,4-diacetylphloroglucinol (DAPG) genis
spektrumlu antibakteriyal ve antifungal aktivite gésteren Pseudomonas fluorescens



tarafindan Uretilen bir metabolittir. Bugdayda Gaeumannomyces graminis ’in ve
tutinde Thielaviopsis basicola 'nin neden oldugu kok c¢urtkligu hastaliklarinda,
sekerpancarinda ise c¢okerten (Pythium ultimum) hastaliginin bastirilmasinda etkili
olarak bulunmus, bdylece tarimda kullanilan pestisit miktarini azaltmistir (21, 22,
23). Fluorescent pseudomonas ’lar, antibiyotik bilesim dizilerini iceren farkh sekonder
metabolitler Uretmiglerdir (24). P. fluorescens tarafindan uretilen hidrojen siyanid
(HCN) ve phenazin antibiyotiklerinin (phz) biyokontrolde énemli role sahip oldugu
yapilan galismalarla belirlenmistir (23, 24).

Bitkilerden Elde Edilen Antifungal Peptidler

Bitkilerden elde edilen peptidlerin memeli hlcrelerine ve bdceklere karsi olumsuz
etkilerinin olmadigi belirlenmistir. islev mekanizmalari tam olarak belirlenememesine
ragmen, Hs-AFPq; Heuchera sanginea ’'dan, Rs-AFP, ise; Raphanus sativus
tohumlarindan izole edilmistir ve 125 ug/ml’lik konsantrasyonlari Aspergillus flavus
‘un konidial gimlenmesini sirasiyla %20 ve %35 oraninda azaltmigtir (25).

Impatiens  balsamina tohumundan dUretilen 1b-AMP3  peptidi, 50ug/ml’lik
konsantrasyonlarda Aspergillus flavus ’un konidial g¢imlenmesini %42 oraninda
azaltmis, ancak c¢imlenmemis konidia Uzerinde higbir etkisi olmamistir (26). 1b-
AMP3’in 50 pg/ml ’lik konsantrasyonu Fusarium moniliforme 'nin ¢imlenmemis
konidiasina %95,5 oraninda ve g¢imlenmis konidiasina ise %75 oraninda etkili olarak
bulunmus, peptidin yapisinin ise kitine benzedigi belirlenmistir (25).

Tansi (27) tarafindan yapilan bir calismada ise, Saturejen thymbra 'dan elde edilen
bilesikler, Mucor hiemalis ’in misel gelismesini engellemistir.

Sogan tohumlarinin (Allium cepa L.) Fusarium oxysporum 'u inhibe eden bir peptid
olan ACE-AMP<¢’i urettigi (28), zeamatinin ise Zea mays (misir) tohumlarindan
uretildigi ve peptidin ayrica Avena sativa, Sorghum bicolor ve Triticum aestivum
tohumlarinda da bulundugu belirlenmistir (29). Ayrica zeamatinin, C. albicans ve
Neurospora crassa 'ya karsi etkili oldugu, fungal plazma membraninin gecirgenligini
arttirdigi belirlenmistir. Zeamatinin aktivitesinin, NaCl ’nin artan konsantrasyonlarinda
azaldigi tespit edilmistir (29). Zeamatine benzer antifungal bir peptidin, keten
tohumlarindan elde edildigi ve nikkomisin Z ile ayni gorevi goérdugu, C. albicans ’i
inhibe ettigi bildirilmistir (29).

Sekonder Metabolitlerin Biyosentezinde Genler

Mikroorganizmalarca antibiyotik Uretimi ile iliskili genler Gzerindeki ¢alismalar 1980’li
yillarin baglarinda baslamistir. Bu galismalar sirasinda buyuk miktarda antibiyotik
uretme yetenegine sahip olan toprak bakterileri izole edilmistir. Antibiyotik Uretim
genleri, yapisal ve duzenleyici genler grubu olarak mikrobiyal kromozomlarda
yerlesiktirler. Bu 0Ozellik ilk kez S. coelicolor ’dan aktinorhodin gen gruplarinin
izolasyonu sonucunda ortaya cikarilmis olup, bunu Streptomyces ’den plazmidler ve
fajlarin izolasyonu, transformasyon ve transfeksiyon metodlarinin gelistiriimesi ve
Ozellikle antibiyotik Uretimini engelleyen mutantlarin izolasyonu gibi ¢alismalar



izlemistir. GunimUzde 6Ozellikle sekonder metabolit genleri ve antibiyotik tretimi ile
ilgili caligmalar hiz kazanmigtir (30).

Sekonder metabolitlerin Uretimini spesifik olarak engelleyen mutantlar, enzim-gen
iligkisinin anlagilmasina yardimci olmaktadir. Bu tir mutantlarin, yapisal genlerin
klonlanmasina yardimci  olduklari  bilinmektedir (30). Bazilari yapisal genleri
sifrelemektedir. Bu 6zellikleri, yabanci organizmalardan alinan izole DNA klonunun
bir mutanta aktariimasiyla yapilan deneyler sonucu ortaya konulmustur. Alt klonlama
deneyleri ile 6zel bir mutantin Uretimini yeniden yapan en kuguk DNA parcasi
belirlenmektedir. Sekans analizleri ve iyi bilinen proteinlerle karsilastirma yapilarak
genlerin protein Urldnleri Gzerinde oynadidi rol hakkinda fikir edinilebilmektedir (30).
Bu yaklasim; S. coelicolor 'dan aktinorhodin Uretiminde yapisal, direng ve duzenleyici
genlerin klonlanmasinda kullaniimigtir. Ayrica tetracenomycin, streptomycin ve
bialaphos Uretiminde kullanilan gen gruplari da ayni sekilde klonlanmigtir (30).
Klonlanmis sekonder metabolit genlerinden bazilari Tablo 2’de verilmigtir.

Tablo 2. Klonlanmig sekonder metabolit érnekleri (31)

Antibiyotik Sinifi Ureten organizma
Actinorhodin polyketide Streptomyces coelicolor
Tetracenomycin C  polyketide Streptomyces glaucescens
Fortimicin aminoglikosit Micromonospora olivasterospora
Penicillin B-laktam Penicillium chrysogenum
Sterigmatocystin poliketid Aspergillus nidulans
Fengycin peptit Bacillus subtilis

Rapamycin Makrolid Streptomyces hydroscopicus
Cephalosporin B-laktam Cephalosporium acremonium
Penicillin B-laktam Aspergillus nidulans

Aflatoxin polyketide Aspergillus parasiticus
Rifamycin Ansamycin Amycolatopsis mediterranei
Rubradirin Ansamycin Streptomyces achromogenes
Cephamycin C B-laktam Streptomyces cattleya

PD 116740 polyketide Streptomyces strain WP 4669
Tetrangulol polyketide Streptomyces rimosus
Tetrangomycin polyketide Streptomyces rimosus
Daunorubicin B-laktam Streptomyces peucetius
Nikkomycin nukleosit Streptomyces tendae
Carbomycin makrolid Streptomyces thermotolerans
Candicidin makrolid Streptomyces griseus
Sisomycin aminoglikosid Micromonospora inyoensis
Nosiheptide thiopeptit Streptomyces actuosus
ActinomycinD peptit Streptomyces antibioticus

Plazmidler, Actinomyces ’de yaygindir ve temel gen klonlama vektorleri; farkli
Streptomyces ’lerden izole edilmis plazmidlerdir. Vektorler tipik olarak apramycin
(aaclV), neomycin/kanamycin (aphll), thiostrepton (tsr) veya viomycin (vph)'h
transformantlarin sec¢imini saglayan antibiyotik diren¢ genlerini tasirlar (31). Bu
vektorlerin cogu hem E. coli hem de Streptomyces spp.’de kullanilabilmektedir (31).
Faj vektorlerinin, plazmidlerle karsilastirildiginda; daha cok efor sarfettikleri ve
oldukga kuguk DNA segmentlerini kabul ettikleri belirlenmigtir (31). Transpozonlarla



gen klonlama ve mutagenez, actinomycetesler icin temel basamaklerdir. Bunlardan
¢ok sayida bulunmasina ragmen yaygin olarak sadece 1S493 kullaniimaktadir.
Transpozon esasl vektérler sirekli olarak gelistiriimektedir. isaretli transpozonlar ise
Pseudomonas ve Bacillus spp.’lerde antibiyotik biyosentez genlerini tanimlamak icin
tercih edilmektedir (31).

Antibiyotik Uretiminde kullanilan gen ve gruplarinin buyuk bir kismi aktinomiset ve
funguslardan klonlanmigtir (31). Yeni metabolitlerin kesfi igin bilinen bir gen, diger
genlere klonlanmaktadir. Genler arasinda ilgili enzimi fonksiyonel olarak kodlayan
onemli homologlarin bulundugu belirlenmigtir (31). Genomik DNA’lar benzer G+C
icerigine sahipse, bilinen gen genellikle homolog DNA’yI melezlemekte ve bu, daha
sonra klonlanarak karakterize edilebilmektedir (30). Homolog genleri klonlamada
PCR metodu da kullanilabilmektedir. Bu yaklasim; poliketide metabolitler, oligopeptit
antibiyotikler ve bakteriyel metabolitler icin basarili olmustur (30, 31).

Sekonder metabolit genlerinin 6zel bir grubunun klonlanmasinda en 6nemli faktor;
olusturulacak metabolitin belirlenmesinden sonra, uygun bir konukguda birka¢ gen
grubunun belirlenmesidir. Bu yaklagimda basarili olabilmek igin dikkat edilmesi
gereken bazi kriterler vardir:

¢ Klonlama vektoru buyuk DNA segmentlerini kabul etmeli, kararl bir sekilde
konukgu ile butinlesebilmelidir

e konukgu genlerin hepsi ekspres edebilmelidir,

e Enzimlerin hepsi gerekli oldugu zaman ve herhangi bir kofaktor gerektiginde
konukguya ulastirabilmelidir,

e Olusturulacak Grin konukguya karsi toksik olmamalidir veya yapisal genlerle
birlikte bir diren¢ geni de klonlanmalidir (30).

Sonug

Sekonder metabolitlerin etkileri, cevresel faktorler, konukgunun bagigiklik durumu ve
hastalik olayinin derecesine goére degisebilmektedir (32). Derlemede yeni izole
edilen, dogal mikrobiyal metabolitler ve bunlarin mikroorganizmalarin gelismesine
etkileri ile sekonder metabolit genlerinin belirlenmesi ile yapilan ¢alismalarin 6zeti
verilmeye calisiimigtir. Son yillarda biyoteknolojide saglanan  buyuk ilerlemeler
sonucu farkli konukgulara gen klonu ve ekspresi, spesifik enzim promotoru ve gen
izolesi yapmak mumkun olmustur.

Gelecek yillarda, dogal kaynaklardan salgilanan molekullerin sekillendirilmesi, fiziko-
kimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi, kimya ve molekuler biyoloji tekniklerinin birlikte
kullaniimasi ile yeni sonuglar elde edilecegi beklenmektedir.
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