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Ozet

Bakteriyosin olarak tanimlanan maddeler, bakteriler tarafindan Uretilen, kigik, 1siya
dayanikli peptidlerdir, diger bakterilere karsi da etkindirler ve Uretici bakteri kendi
bakteriyosinine karsi spesifik bagisiklik mekanizmasina sahiptir. Bakteriyosinlerin,
gidalarda biyokoruyucu olarak, veteriner tipta ve insan sagliginda, bitki patojenlerine
karsi ve antitimdér ajanlar olarak kullanim olanaklarina dair pek ¢ok arastirma
yapilmaktadir. Son yillarda, laktik asit bakterilerinin digsinda ekstremofil
mikroorganizmalarin bakteriyosin Uretimlerine dair ¢alismalar artis gdstermektedir.
Bu derlemede ekstrem cevrelerden izole edilen mikroorganizmalarin Orettikleri
bakteriyosinler ile ilgili veriler 6zetlenmistir.

Giris

Molekuler dinyadaki hizli gelismelerin yanisira enzim biyoteknolojisi ve sanayi
alanlarindaki Gretim cesitliligi bilim insanini yeni arastirmalara suriklemektedir.
Mikroorganizmalarin, hizli bir sekilde, ¢ok farkli ekolojik ortamlarda gelisebilmeleri ve
cogalmalari, ayrica ekstrem sartlara adaptasyonlari, bu organizmalarin hem yapisal
hem de hiicresel diizeyde farkh ézelliklerinin arastirilmasi gerektigini géstermektedir.
Dogada cok fazla sayida ve cesitte canlilar bulunmasina ragmen, prokaryotlar,
biyosferin temel UOyelerini olusturmaktadirlar. Gelisme ve lreme icin ideal sartlarin
bulundugu ekolojik ortamlardan, ekstrem c¢evrelere kadar, olduk¢a farkh habitatlarda
bulunabilmektedirler. Ayrica, prokaryotlar, gida, tekstil endistrilerinde, ila¢ sanayinde
kullanilan pek ¢ok metaboliti Gretmektedirler.

Prokaryotlar tarafindan Uretilen ve pek cok alanda kullanim potansiyeli tasiyan
artnlerden bir tanesi de antimikrobiyal peptidlerdir. Aslinda, bu tir peptidler; tek
hicreli mikroorganizmalardan, bécekler, omurgasizlar, amfibiler, kuslar, baliklar ve
insanlari da iceren memeli gruplarina kadar genis bir yelpazedeki canlilar tarafindan
sentezlenir (1). Bakteriyosin olarak tanimlanan maddeler, bakteriler tarafindan
aretilen, kiguk, 1stya dayanikl peptidlerdir, diger bakterilere karsi etkindirler ve Uretici
bakteri kendi bakteriyosinine karsi spesifik bagdisiklik mekanizmasina sahiptir (2).
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Bakteriyal antimikrobiyal peptidlerin, yani bakteriyosinlerin, birgok bakteri tarafindan
sentezlendigi dustnUlmektedir. Klaenhammer ‘e gbre, tUm bakterilerin %99'u en
azindan bir bakteriyosin sentezlemektedir ve bunlarin ¢cogu henlz tanimlanmamigtir.
Bunun nedeni, henliz ¢ok az arastirmacinin bunlar i¢in arastirma yapmis olmasidir (3).

Bakteriyosinlerin aktiviteleri genis veya dar spektrumlu olabilir, ayni tirden veya farkli
cinsten bakterileri hedef alabilir (1). Genetik belirleyicileri kromozomal veya plazmid
kokenli olabilir. Bazilari gelismenin erken safhalarinda Gretilirken bazilari gec
dénemlerde sentezlenmektedir (4). Laktik asit bakterileri basta olmak Uzere, Bacillus,
Corynebacterium, Lactobacillus, Clostridium, Listeria, Micrococcus, Mycobacteria,
Sarcina, Staphylococcus, Streptococcus ve Streptomyces gibi pek ¢ok cinse ait
dyelerin bakteriyosin sentezledigi bulunmustur (5).

Klaenhammer, Gram pozitif bakteriler tarafindan Uretilen bakteriyosinleri dort farkli
grup altinda siniflandirmistir. Sinif | bakteriyosinler, lantibiyotikler olarak da
adlandirilirlar ve translasyondan sonra degisiklige ugrayarak (post-translational
modification) aktif hale gecen ve dehidre kisimlar (dehidroalanin, dehidrobutirin),
lantionin ve B-metillantionin iceren kigcUk peptidlerdir. Nisin, bu gruptaki
bakteriyosinler arasinda en fazla calisilmis olandir ve pek ¢ok patojen ve gidalarda
bozunmaya neden olan bakterilere karsi aktiftir (6,7).

Sinif 1l bakteriyosinler isiya dayanikli, disik molekdl agirhgina sahip, membran-aktif
peptidlerdir. Sinif 11l Gyesi bakteriyosinler ise molekdl agirhklari baydk, 1siya dayanikli
olmayan grubu olustururken, Sinif IV grubunda yer alanlar, aktiviteleri igin protein
olmayan bir kisma (6rn: Kkarbohidrat, lipid) gereksinim duyan kompleks
bakteriyosinlerdir.

Cotter et al.  yaymladiklari makalede siniflandirma sistemi igin dizeltme
dnermiglerdir. Onerilen dizeltiimis siniflandirmaya gére, bakteriyosinler baglica iki
farkl kategori altinda siniflandiriimiglardir. Sinif | lantionin igeren Lantibiyotikler; Sinif
Il ise Lantionin icermeyen bakteriyosinlerdir. Onceki siniflandirma sisteminde Sinif Il
olarak bilinen, blyUk, isiya dayaniksiz, muirein hidrolazlar ise “Bakteriyolizinler”
olarak ayrica siniflandinimiglardir. Klaenhammer'in siniflandirmasinda IV. Grupta yer
alan bakteriyosinler ise aktivite icin peptid olmayan bir kisma ihtiyac duyan
bakteriyosinlere ayrilmistir. Fakat ginimuizde, bu tlr bir bakteriyosinle ilgili hentz
inandirici ve kesin bilgiler olmadidi igcin ©6nerilen yeni siniflandirmaya dahil
edilmemiglerdir (2). Kemperman et al. halkasal yapidaki LAB bakteriyosinlerinin Sinif
V bakteriyosinler olarak gruplandiriimasini; Cotter et al., ise bu grubun da Sinif Il
kategorisine dahil olabilecegini énermislerdir (8,2).

Laktik asit bakterilerinin Urettikleri bakteriyosinler, yapisal 6zelliklerinin yani sira etki
mekanizmalari temel alinarak da siniflandirilabilir. Sinif | bakteriyosinlerin bazilarinin,
drnegin nisinin, ikili bir etki mekanizmasi oldugu gdsterilmistir. Bunlar, peptidoglikan
alt Unitelerini tastlyan esas molekldl olan Lipid ['ye baglanabilir. Bu sebeple,
sitoplazmadan hucre duvarina peptidoglikan alt Uniteleri taginamaz ve hlicre duvari
sentezi dogru sekilde gerceklesemez bunun sonucunda hicre &6lir. Daha énemlisi,
bunlar, Lipid II'yi tanima moleklll olarak kullanarak, membrana yerlesebilir ve
membranda por olusturmaya baslayarak hizli hiicre 6limUine neden olurlar. Laktisin
3147 gibi iki peptidli lantibiyotikler bu tdr iki aktiviteye birden sahipken, mersasidin
sadece Lipid II'ye baglanma aktivitesine sahiptir, por olusturmazlar. Genelde Sinif Il
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peptidler amfifilik heliks yapidadir, bu sayede hedef hicrenin membranina
yerlesebilirler, depolarizasyona ve hlcre 6lumine neden olurlar. BlyUk bakteriyolitik
proteinler, érnegin Lizostafin, dogrudan Gram pozitif hedef hiicrelerin hiicre duvarina
etki ederek, hiucrelerin pargalanmasina ve 6limune yol acar (2).

Bakteriyosinlerin Kullanim Alanlari

Bakteriyosinlerin gidalarin biyokorunmasinda, terapotik amagclarla, bitki patojenlerine
karsi ve kanser gelisimini 6nleyici potansiyelleri ile ilgili yapilmis gesitli calismalar
bulunmaktadir. Son vyillarda yapilan calismalar go6stermistir ki, gidalarin
korunmasinda bakteriyosinlerin  kullanimi pek c¢ok yarar saglamaktadir (9).
Bakteriyosinler, gidalarin raf dmurlerini uzatmaktadir. Sicakligin zararl olacagi sartlar
altinda ekstra koruma saglamaktadirlar. Gida zinciri boyunca, gida kaynakli
patojenlerin bulagsma riskini azaltmaktadir. Bakteriyosinler sayesinde, gidalarin
bozulmasindan kaynaklanan ekonomik kayiplar azalmaktadir ve kimyasal
koruyucular daha az kullaniimaktadir. Isil islem daha az kullanildigi i¢in, gidalardaki
besleyici maddeler ve vitaminler daha az zarar goérir. Ayrica “yeni” (daha az asidik,
daha diUsuk tuz konsantrasyonuna sahip, ytksek su icerikli) gidalarin pazarlanmasini
saglamaktadirlar.

Uzerinde en cok calisiimis bakteriyosinlerden biri olan nisinin genelde hiicre
membranini hedef aldidi ve bu maddelere duyarli bakterilerin sitoplazmik zarlarini
parcalayarak, hdcrelerin 6limine neden oldugu bildirilmistir. FAO/WHO kurulusu
tarafindan 1969 yilinda nisinin gida katkisi olarak kullanilmasina izin verilmistir ve
dinyada bircok Ulkede glvenli ve etkili bir sekilde kullaniimaktadir (10). Ancak, her
ne kadar bakteriyosinlere kargi mikroorganizmalarin diren¢g kazanmasi nadir ise de
6zellikle Listeria monocytogenes’ in nisin ve pediosin gibi geleneksel bakteriyosinlere
karg! toleransinin arttigi bildirilmistir (11,12). Bu sebeple, antimikrobiyal aktiviteye
sahip yeni bakteriyosinlerin arastiriimasi ve etki mekanizmalarinin agiga cikariimasi
oldukca énemli bir alan haline gelmisgtir.

LAB bakteriyosinlerinin gidalardaki kullanim alanlari  ¢ok yaygin olsa da,
lantibiyotiklerin toksik olmamasi ve Gram pozitif patojenlere kargi etkin olmalari
nedeniyle bunlarin klinik etkinlikleri de arastiriimaktadir. Bazi lantibiyotikler etki
mekanizmalari ve c¢oklu ilag direnci gésteren direncli patojenlere etkili olmalari
nedeniyle muhtemel terapotik ajanlar olarak disuintlmektedirler. Genis spektrumiu
lantibiyotikler teorik olarak klinik Gram pozitif insan veya hayvan patojeni olan
bakterilere karsi kullanilabilir. Ornegin, iki peptidli bir lantibiyotik olan laktisin 3147
Staphylococcus aureus ‘a (metisiline direncli S. aureus’da dahil), enterokoklara (VRE
dahil), streptokoklar (S. pneumoniae, S. pyogenes, S. agalactiae, S. dysgalactiae,
S.uberis, S.mutans), Clostridium botulinum ve Propionibacterium acnes’e karsi etkilidir
(13). Hayvan modelleriyle yapilan, baslangic in vivo denemelerde, lantibiyotiklerin, S.
pneumoniae ve MRSA kaynakli enfeksiyonlari, énlemede basarili oldugu bildirilmistir
(14-16). Nisin ve laktisin 3147, sOt endustrisinde hayvanlar icin blylk problem
olusturan, streptokok ve stafilokok kaynakli mastiti engellemektedirler (17).

Bakteriyosinler 6zgul bakterisidal 6zellikleri sayesinde, biyolojik kontrol amacli olarak
hassas bakterilere karsi kullanilabilirler. Agrosin 84, Agrobacterium radiobacter
tarafindan Gretilir ve kdk uru hastaliginda koruyucu biyolojik kontrolden sorumludur
(18).
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Xanthomonas campestris pv. glycines fitopatojenik Xanthomonas suslarina karsi,
glisinesin A salgilayarak antibakteriyal aktivite g06sterdikleri bildirilmigtir (19).
Pseudomonas syringae pv. ciccaronei susu tarafindan Gretilen bir bakteriyosinin ise
zeytinlerde knot hastaligi yapan P. syringae subsp. savastanoi susunu inhibe ettigi
gbzlenmistir (20).

Serratia plymithicum J7 susunun Urettigi bakteriyosin ile yapilan bir ¢alismada fire
blight hastahdini olusturan E. amylovora'ya kargi inhibitér aktivite gd6sterdigi
bulunmustur (21). Bakteriden elde edilen slUpernatant, hem sera hem tarla
denemelerinde etkili olmustur. Bakteriyosin saflastirilarak karakterize edilmis ve bazi
bakteriyofajlarla benzerlik tasidigi belirtilmigtir.

Bakteriyosin ve bakteriyosin benzeri bilesiklerin bitki hastaliklarini énlemeleri ile ilgili
yapilan diger bir calismada ise Bacillus licheniformis kullanmimistir. B. licheniformis
P40 susu tarafindan Uretilen bakteriyosin benzeri bilesigin patateslerde soft rot
hastaligina neden olan Erwinia carotovora’y: inhibe ettigi bildirilmistir. Bakteriyosin
benzeri bilesigin E. carotovora hlcreleri Uzerine (30 pg/mL konsantrasyonda)
bakterisidal aktiviteye sahip oldugu belirlenmigtir ve transmisyon elektron
mikroskopisi sonucunda bakteriyal htcrelerin yuzeylerinin kingtigi ve plazmoliz
sonucu tim hicrelerin bOzulduga gézlenmistir (22).

Kolisinler ve bunlarin insan timér hicrelerine kargi sitotoksik etkileri ile ilgili
calismalar, yaklasik 30 yil édnce baslamistir (23). Fuska et al. fare 16semi P388
hicrelerinin gogalmalarinin, doza ve zamana bagh olarak kolisin E3 ile inhibe
oldugunu bildirmiglerdir. Bu hiicre hatti ayni zamanda kolisin D, E2 ve A ile muamele
edildiginde de canli hiicre sayisi azalmaktadir (24).

Bagska bir ¢alismada da, kolisin A, E1, E3 ve U'nun 11 insan timor hicrelerine karsi
etkileri arastinimigtir. Tim&r hicre hatlan p53 geninde mutasyon icermektedirler ve
sonuclar standart bir insan fibroblast hicre hattiyla karsilastiriimistir. Bu
denemelerde, kolisin E3 ve U higbir hiicre hattinda etkili olmamigtir. Kolisin A ve E1
tim hicre hatlarinda gelisimi engellemistir, sadece bir hiicre hattinda kolisin E1
inhibisyona neden olmamistir. Kolisin A gelisimi %16-56 arasinda azaltmistir, fakat
standart fibroblastlari da inhibe etmigtir. Kolisin E1 kolisin A kadar potansiyele sahip
degildir, ancak hicrelerde %17-40 oraninda gelisimi engellerken, fibroblastlarda
sadece %11 oraninda etkili olmustur. Bu sonuglara gore, kolisinlerin 6karyotik timor
hiicrelerine karsi etkilerinin hicreye ve kolisine 6zgi oldugu anlasiimaktadir (25).

Ekstremofil mikroorganizmalar tarafindan uretilen bakteriyosinler

GUnUmuze kadar bakteriyosinlerle ilgili olarak yapilan galismalarda daha ¢ok gida
kékenli mikroorganizmalar kullaniimistir.  Ancak son yillarda, ekstrem cevre
kosullarinda gelisebilen ve ekstremofil olarak adlandirilan mikroorganizmalarin bu tir
antimikrobiyal peptidler Uretip Gretmedikleri ve bunlarin karakterizasyonlari ile ilgili
calismalar artis gbéstermektedir. Literatirde ilk zamanlarda, termofilik bir bakteri olan
Geobacillus stearothermophilus (énceki ismiyle Bacillus stearothermophilus)
suglarinin  “thermocin” adi verilen bakteriyosinler Grettigi bildirilmistir  (26).
Thermocinlerin sadece termofilik bakteri suslarina kargi inhibitdér etkisi oldugu,
mezofilik basil ve kok bakterilerin gelisimini engellemedigi belirlenmistir. Sonraki
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yillarda Bacillus stearothermophilus NU-10 susuyla yapilan calismada, susun Urettigi
thermocinin protein ve karbohidrattan olustugu ve olduk¢a termostabil oldugu
saptanmigtir, molektl agirhgr ise 20 000 olarak hesaplanmistir (27). Bacillus
stearothermophilus RS93 susuyla yapilan baska bir calismada ise sus tarafindan
retilen thermocinin bir éncekiyle benzer sekilde sadece termofilik suslari inhibe ettigi
bildirilmistir. Thermocin 93 olarak adlandirilan bakteriyosinin jel filtrasyonu sonucunda
molekadl agirlidr 13 500 olarak hesaplanmistir (28).

Ekstremofil mikroorganizmalar arasinda yer alan termofilik bakteriler, 6zellikle 1siya
dayanikli pek ¢ok enzimleri ve metabolitleriden dolayr ginimulz igin oldukca
potansiyel bir kaynaktir. Thermus cinsi icerisinde yer alan bakterilerde de
bakteriyosin benzeri aktivite belirlenmistir. Thermus rubens bakterisinin diger
Thermus tirlerine kargi etkili olan bakteriyosin benzeri madde Urettigi bildiriimistir.
inhibitér maddenin Gretiminden sorumlu 64 Mda’luk bir plazmid izole edilmistir (29).

Yine termofilik bir tlr olan Bacillus thermoleovorans’a ait iki susun “termoleovorin” adi
verilen bir bakteriyosin Urettikleri ve bu bakteriyosinin Bacillus thermoleovorans
suslarinin yani sira Salmonella thyphimurium, Branhamella catarrhalis ve
Streptococcus faecalis gibi bakterilerin gelisimini engelledigi bildirilmistir (30).
Thermoleovorin-S2 ve thermoleovorin-N9’'un molekdl agirliklari sirasiyla 42 ve 36
kDa olarak hesaplanmistir.

Bacillus licheniformis’in termofilik bir susu ile yapilan ¢alismada “basillosin 490” adini
verilen yeni bir bakteriyosin elde edilmistir. Termofilik susun optimum gelisme
sicakligi 65 °C’dir ve Urettigi bakteriyosinin hem sentetik ortamda hem de sitte
bakterisidal etkisinin oldugu, genis bir pH araliginda ve 60 °C’ye kadar aktif oldugu
bildirilmistir. Ayrica basillosin 490’'in Listeria innocua, Staphylococcus epidermidis,
Bacillus anthracis, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Bacillus stearothermophilus ve
Bacillus smithii gibi patojen veya gidalarda bozulmaya neden olan bakterilere karsi
etkin bir aktivite spektrumu oldugu belirlenmistir (31).

Termofilik bakteriler tarafindan Uretilen bakteriyosinlerle ilgili olarak yapilan diger bir
arastirmada ise 4 farkli Geobacillus stearothermophilus susu kullaniimistir. Suslar
tarafindan Uretilen bakteriyosin benzeri bilesiklerin yakin akraba Geobacillus suslari
disinda Bacillus cereus DSM 12001 ve Staphylococcus haemolyticus P903 suslarini
da inhibe ettigi gdzlenmistir. Bakteriyosinlerin molekll agirliklari yaklasik 6.5-7.0 kDa
olarak hesaplanmigtir (32).

Termofilik bakteriler disinda, soguga adapte olmus mikroorganizmalarin da yeni
antimikrobiyal maddeler icin kaynak olabilecedi ve bunlarin Urettikleri
bakteriyosinlerin dondurulmus gidalarda kullanilabilecedi bildirilmigtir. Toprak
orneklerinden izole edilen psikrotolerant organizmalarla yapilan ¢alismada, izolatlarin
gogunun filogenetik olarak Serratia proteamaculans ile, psikrofilik izolat 8H1'in ise
Pseudomonas sp. ile yakin akraba oldugu saptanmistir. Uretilen antimikrobiyaller
Gram pozitif ve Gram negatif pek cok patojene karsi etkili bulunmustur ve molekdl
agirhklar 2000 Da’dan kiguk oldugu igin mikrosinleri andirmaktadirlar (33).

Sulfolobisinler ise bagka bir ekstrem termofil cins olan ve arkea icerisinde yer alan
Sulfolobus cinsi tarafindan uretilmektedir. Sulfolobus islandicus bakterisinin Urettigi
protein yapidaki toksinlerin, ayni tire ait, Sulfolobus solfataricus P1 ve Sulfolobus
shibatae B12 suslarina kargi 6lduricU etkisi saptanmigtir (34).
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Arastirmacilar, sulfolobicinin protein yapida olmasi, bakterileri éldirme tarzi ve dar
spektrumu acgisindan bakteriyosinlere benzedigini, ancak bazi 6zelliklerinin
bakteriyosinlerden farkli oldugunu belirtmiglerdir. ~ Sulfolobicinlerin  pek ¢ok
bakteriyosinin  tersine, sivi ortamda Uretici hlcreden ¢6zUnebilir formda
salinmadigini, hiicre membrani ya da S-tabaka kapli membran vezikillerine bagli
kaldigini géstermislerdir. HEN2/2 susu tarafindan Uretilen bakteriyosinin molekiil
agirhgr 20 kDa olarak hesaplanmistir.

Arkea domaini icerisinde yer alan Halobacteriaceae familyasi asin tuzcul Gyeleri
kapsamaktadir ve Halobacteria da denilen bu mikroorganizmalar diger
halobakterilerin gelisimini engelleyen bakteriyosinler Uretmektedirler (35). Arkeal
protein antibiyotiklere “arkeosin” de denilmektedir ve asiri tuzcul mikroorganizmalar
tarafindan Uretilen halosinler, cubuk sekilli haloarkeanin neredeyse evrensel ortak
ozelligidir.

Mikrohalosinler 3.6 kDa buytkliginde peptidler iken, bazi halosinler 35 kDa’luk
blyuk proteinlerdir. Mikrohalosinler ¢ok ¢esitli haloarkeal cinslerin yanisira Sulfolobus
cinsinin Oyelerinin de gelisimini engellemekte veya onlar éldirmektedir (36).

Halosinlerle ilgili calismalarin ilki Rodriguez-Valera et al. tarafindan yayinlanmigtir.
Halocin H4 adi verilen bilesigin yliksek molekll agirigina sahip oldugunu, 1si, distk
tuz konsantrasyonu veya proteaz muamelesi sonucu aktivitesinde kayip gdzlendigini
bildirmislerdir (37). GUnUmUlze kadar pek c¢cok halobakteri suslarinin Urettikleri
halosinlerle ilgili pek ¢ok ¢alisma yapilmigstir (38- 43).

Ulkemizde, gidalardan izole edilen veya laktik asit bakterilerine dahil olan bakterilerin
arettigi  bakteriyosinlerle ilgili yapilmig c¢esitli ¢ahsmalar bulunmaktadir (44-50).
Termofilik bakterilerin Urettikleri bakteriyosinlerle ilgili Glkemizde yapilmis ilk ¢alisma,
Yard. Dog¢. Dr. H. Halil BIYIK danigmanhginda yUritilmis olan, Dr. Gamze
Bagbulbdl'in “Cesitli Dogal Kaynaklardan izole Edilen Termofilik Bakterilerin
Urettikleri Bakteriyosinlerin Karakterizasyonu ve Saflastirilmasi” baslikh doktora
tezidir. Arastirma kapsaminda, Ege Bdlgesi'ndeki farkli sicak su kaynaklari ve toprak
orneklerinden izole edilen termofilik bakteriler kullaniimistir. Termofilik bakteriler,
antibakteriyal madde Uretimi agisindan taranmis ve sonucgta Geobacillus toebii tiriine
ait iki izolat daha ileri calismalar icin denenmistir.

Sonuc olarak, 6zellikle gida sektériinde biyokoruma amagclh olarak bakteriyosinlerin
kullanim tercih edilmektedir ve giinimuUzde lisansl olarak kullanilan tek bakteriyosin
nisindir. Farkh bakteriyal izolatlarin &zellikle ekstremofil mikroorganizmalarin
bakteriyosin dretim kosullarinin arastiriimasi, endustriyel anlamda kullanigh bir
potansiyel olusturacaktir.

Tesekkur

“Cesitli Dogal Kaynaklardan Iizole Edilen Termofilik Bakterilerin Urettikleri
Bakteriyosinlerin Karakterizasyonu ve Saflagtiriimasi” baslikli doktora tezi ADU-BAP
6009 ve TUBITAK 106T581 no.lu projeler ile desteklenmistir.
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