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OZET

Bakteriler, diger organizmalarda oldugu gibi bir¢ok biyolojik siirecte
kullanmak ve hiicresel yasamin devamliligt i¢in demire ihtiya¢ duymaktadirlar.
Demir yeryliziinde ¢ok miktarda bulunmasina ragmen biyolojik pH’da aerobik sartlar
altinda, c¢oziinmeyen oksihidroksit polimer yapida bulunmalarindan dolayi
kullanilamamaktadir. Birgok bakteri demir ihtiyacini karsilayabilmek igin siderofor
ad1 verilen diigiik molekiil agirliklt molekdlleri sentezler ve salgilarlar. Hiicre diginda
olusan Fe-siderofor kompleksi, 6zellesmis reseptorler olarak davranan dis membran
proteinleri tarafindan hiicreye alinirlar. Sideroforlarin biyosentezi ve salgilanmasi
sik1 bir sekilde ¢evresel faktorler ile diizenlenmektedir.

Bu tez ¢alismasinda, bazi Bacillus tlrlerinde siderofor Gretiminin tespiti ve
Bacillus cereus DSM 4312 tarafindan siderofor iiretiminin optimizasyonu
amaclanmigstir. Tiim suglarda CAS agar plate {izerinde siderofor iiretimi gézlenmistir.
Ancak CAS sivi deneyleri sonucunda sadece Bacillus cereus DSM 4312 susunda
siderofor tiretimi saptanmistir. Bacillus cereus DSM 4312 i¢in Csaky deneyi pozitif
sonu¢ vermemistir fakat Arnow testi katekol tipi siderofor i¢in pozitif sonug
vermistir. Bacillus cereus DSM 4312 maksimum siderofor Gretimi 1 uM FeClj
varliginda 48. saatte % 35,2 olarak tespit edilmistir. Siderofor iiretimi i¢in optimum
pH 6.5, optimum sicaklik 37 °C olarak belirlenmistir. C kaynag olarak 1.5 M glikoz
hiicre biliylimesini oldugu gibi siderofor iiretimini de tesvik etmistir. En yliksek demir
absorbsiyonunu (%63), 1 puM FeCl; varliginda siderofor iiretiminin de maksimum
oldugu 48. saatte tespit edilmistir. Bildigimiz kadariyla bu Bacillus cereus DSM
4312 tarafindan siderofor iiretiminde cevresel faktorlerin etkileri ile ilgili ilk

rapordur.

Anahtar kelimeler: Sideroforlar, Siderofor Uretimi, % Siderofor Birimi,

Katekolat, Demir alinimi, Katekolat, Demir alinimi.



SUMMARY

Bacteria, as well as in other organisms reguires iron to use in many biological
processes and for the continuity of life. In spite of the abundance in nature, iron can
not be used by bacteria since they are found as insoluble oxyhydroxide polymer
structure under aerobic conditions at biological pH. To fulfil their iron requirements,
many bacteria synthesize and excrete low molecular weight molecules known as
siderophores. The iron-siderophore complexes which form outside the cells are then
taken up by outer-membrane proteins acting as specialized receptors. Biosynthesis
and secretion of siderophores is strictly regulated by environmental factors.

The aim of this thesis were to determine siderophore production of some
Bacillus species and to optimisation of environmental conditions for maximum
siderophore production by Bacillus cereus DSM 4312. All strains produced
siderephores on CAS agar plate. However, with CAS liquid assay only Bacillus
cereus DSM 4312 showed siderophore production. There was no positive result for
Csaky’s assay with Bacillus cereus DSM 4312 but Arnow’s assay showed a positive
result for catechol type siderophore. The maximum siderophore production was
obtained 35,2% at 48 hours in the presence of 1 uM FeCl;. Optimum pH for
siderophore production was 6.5, while optimumum temperature was 37°C. As a
carbon source, 1.5 M glucose induced siderophore production as well as cell growth.
The highest iron absorption (63%) was determined in the presence of 1 uM FeCl3 at
48. hours which was also time for the maximum siderophore production. To the best
of our knowledge this is the first report on effects of environmental factors on
siderophore production by Bacillus cereus DSM 4312.

Keywords: Siderophore, Siderophore Production, % Siderophore Units,
Catecholate, iron Uptake.
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1. GIRIS

Demir, hemen hemen tiim canli hiicreler i¢cin en 6nemli mikroelementlerden
biridir. Demir, fotosentez, oksijen salimimi, solunum, TCA (trikarboksilik asit)
donglsl, gen regulasyonu, nitrat sentezi, azot fiksasyonu, ATP sentezi ve DNA
sentezi gibi biyolojik sureclerde o6zellikle kofaktor olarak bircok metabolik
islemlerde diizenleyici rol oynamaktadir [Ratledge and Dover, 2000], [Skaar, 2010],
[Hammer and Skaar, 2011]. Demir, yerylzinde yiksek oranda bulunmasina ragmen
biyolojik pH’da oksik sartlarda genelde ¢Oziinmemis olan ferrik demir (Fe*)
formunda bulunmaktadir. Bu sebeple, dogada canlilar tarafindan kullanilabilir olan
¢Ozlinmiis demir miktar1 olduk¢a sinirlidir. Mantarlar ve alglerde oldugu gibi bir¢ok
bakteriler, demir stresi altinda ¢6ziinmemis formdaki demiri hiicre biinyelerine alip
kullanabilir =~ forma  doniistirmek i¢cin  ¢esitli  stratejiler — gelistirmistir.
Mikroorganizmalarin demir ihtiyaglarint karsilayabilmek i¢in gelistirdigi demir
kazanim mekanizmalarindan biri de Fe* selatlayici siderefor molekiilleridir.

Sideroforlar, hiicre disina salgilanan diisiik molekiiler agirlikli (400-1500 Da),
ribozomal olmayan peptitlerdir. Demir stresi altinda hiicre disina salgilanan
sidereforlar cevredeki Fe*® baglandiktan sonra aktif tagima ile hiicre i¢ine alinirlar
[Kraemer, 2004]. Sideroflarin yapisi tiirler arasinda oldukg¢a biiyiik degisiklikler
gostermektedir. Simdiye kadar yaklasik 500 siderofor degisik mikroorganizmalardan
izole edilmistir [Boukhalfa and Crumbliss, 2002]. Birgok farkli yapidaki sideroforlar
genellikle hidroksamatlar ve catecholate gibi iki yapisal grupta smifladirilirlar.
Yapisal farkliliklarma ragmen hepsi Fe** icin alti baglanma koordinatlari ile bir
oktahedral kompleksi olustururlar.

Mikroorganizmalarin ~ yasamlarmin  siirdiirilmesinde ~ ve  ekosistemin
lyilestirilmesinde 6nemli rol oynayan sideroforlarin, basta klinik ve tarim olmak
lizere bir¢ok alanda uygulanabiligi bu sekonder metabolitlerin 6nemini daha da

arttirmaktadir.
1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve icerigi

Bu tez calismasinda Bacillus cereus/B. thuringiensis 235/iK3, Bacillus

cereus/B. thuringiensis A77/K-1, Bacillus cereus DSM 4312 ve Pseudomonas

1



aeruginosa POl tarafindan firetilen sideroforlarin tespiti ve Bacillus cereus DSM
4312 bakterisinin siderofor iiretimini etkileyen g¢evresel sartlarin optimizasyonu
amaglanmistir. Bu amagla calismamiz, siderofor Uretiminin  CAS metodu ile
belirlenmesinin ardindan Bacillus cereus DSM 4312 susunun maksimum siderofor
iretimi i¢in optimum siderofor {liretim zamani, demir konsantrasyonu, sicaklik, pH,
karbon kaynaklart ve inokiilasyon oranlarmin belirlenmesini icermektedir.
Yaptigimiz literatiir taramalarina gore bugiine kadar yapilan ¢alismalarda Bacillus
cereus tarafindan iiretilen siderofor i¢in optimizasyon caligmasi yer almamaktadir

dolayisiyla  bu  c¢aligma literatiir ~— agisindan  bir  ilk  olusturmustur.



2. DEMIRIN BAKTERILER iCIN ONEMI

Demir tiim mikroorganizmalarin biiyliyebilmesi gerekli olan bir iz elementidir.
Mikroplar optimum olarak biiyliyebilmek icin besi ortaminda 0.4-1.0 uM demire
ihtiyac duyarlar [Neiland, 1981].

Demir elementi primer metabolizma enzimleri i¢in gerekli oldugundan
bir¢cok organizma i¢in demir alinimi gerekli bir islemdir. Yasayan bir¢ok organizma
demire redoks reaksiyonlarinda yer alan kofaktor olarak ihtiyag duymaktadir.
Hicresel diizeyde demir, fotosentez, H, Uretimi, nitrit hidroksilasyon, sitrik asit
donglsl, oksijen transportu, gen regilasyonu, DNA biyosentezi ve serbest
radikallerin detoksifikasyonu gibi 6nemli biyolojik sureclerde yer almaktadir. Diger
organizmalarda oldugu gibi bakteriler de biyolojik siireclerde kullanmak {izere
hiicresel yagamin devamlilifi i¢in demire ihtiya¢ duymaktadir. Bakteriler demiri
cevresel ortamdan tasiyici sistemleri ile saglamaktadir. Demir yerkabugunda fazla
bulunan eclementlerden birisi olmasina ragmen; toprak veya deniz gibi bir¢ok
ekolojide Fe™ iyonunun ¢ok disiik c¢ozinirliginden dolayr alimimi smirh
olmaktadir. Demir iki stabil oksidasyon degisimi basamagina sahiptir bunlar Fe*? ve
Fe*® tir. Oksijenden yoksun sartlarda demir genelde Fe *? yikseltgenme halindedir
ve suda ¢oziinmektedir. Ancak, oksijenin bol oldugu sartlarda, demir genelde Fe*
yiikseltgenme halinde olur ve suda ¢oziinmez mineraller olusturmaktadir. Fe*®
iyonlarinin nétral pH'da da ¢oziintirliikleri ¢ok diisiiktiir ve dolayistyla organizmalar
tarafindan kullanilamamaktadir. Oldukca kararsiz olan Fe**Uin, demir (I11) oksit
denilen ferrik oksite (Fe,O3) doniisme egilimi vardir. Ferrik oksit, oksijeni bol bir
ortamda demirin yakilmasiyla elde edilmektedir. Fe;O3 molekiillerinden olusan bu
madde “pas” olarak isimlendirilmektedir [Madigan and Martinko, 2005]. Bakteri

fungus ve bitkiler demir kazanimi i¢in birgok mekanizma kullanmaktadirlar.
2.1. Bakteriyel Demir Kazanim Mekanizmalari

2.1.1. Direkt Demir Alinim

Ferrik demirin ¢oziinmiis formu olan Fe*? hi¢ bir spesifik digsal mebran

reseptoriine ihtiya¢ duymadan porlar vasitasi ile organizma tarafindan kolayca difiize
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edilebilir Fe**nin alimmi daha once bir ok bakteri tiiriinde gdsterilmistir
[Hosokawa and Stanier, 1966], [Eppink et al., 1998], [Eppink et al., 1999]. Bu
mekanizmada demir ABC tasiyicilar1 igeren sitoplazmik mebran boyunca
tasinmaktadir (Sekil 2.1). Bakteriyel yasami desteklemek igin ihtiya¢ duyulan
miktardaki demirin sadece ferrik demirin alinimi yoluyla saglanamayacagi agiktir.
Bundan dolay1 birgok bakteri bu tip degerli nutrientleri elde etmek i¢in diger demir
alimim metotlarin1 kullanmaktadirlar [Kathleen, 2007].

2.1.2. Hem’den Yararlanarak Demir Alinim Mekanizmasi

Hem, eritrositlerde bulunan ve kana kirmizi rengini veren hemoglobinin
yapisinda bulunan bir molekiilldiir. Oksijen molekiili hem yapisindaki Fe+2‘ye
baglanarak tasinir. Konak¢i organizmada hem, hemolizle veya epitel hiicrelerden
kaynaklanarak salinmaktadir [Stehr et al., 1998]. Bircok bakteriyel organizma
cevresindeki hem ya da hemoglobinden yararlanmaktadirlar. Daha Onceki
aragtirmalar sonucunda Pseudomonas aeruginosa’nin iki farkli hem’den yararlanma
mekanizmas1 ortaya konulmustur [Higgins et al., 1994]. Birinci sistem hem igin
digsal mebran reseptorii ve ABC transporturu igerir. Bu sistem phu lokusu igeren
genler tarafindan kodlanmaktadir. ikinci sistem ise demirin alinmasi igin segici
olarak hem’e baglanan bir hemofor, 6zellesmis bir ekstraseliiler protein ve has
lokusu tarafindan kodlanan genlerden olusmaktadir (Sekil 2.1). Kolera etmeni olarak
bilinen Vibrio cholerae eritrositleri lizize etmek igin hemolizi tetikler ve hem’i
serbest birakir [Eppink et al., 1999]. Genel olarak hemolizin sentezi ve salgilanmasi
cevresel demir konsantrasyonu ile diizenlenmektedir. Hemophilus influenzae aerobik
kosullar altinda ve enfeksiyonlar esnasinda hem’e ¢ok yuksek bir ihtiyac
duymaktadir [Stehr et al., 1999]. Bunun disinda hem’den yararlanan: Staphylococcus
aureus, Yersinia entrocolitica, Yersinia pestis, Shigella dysenteriae, Serratia
marcescens, Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis ve Escherichia coli
0157 bakterileri de literatiirde gosterilmistir [Thariathet al., 1993], [Stehr et al.,
1999], [Eppink et al., 1997], [Schreuder et al., 1988].



2.1.3. Demir Baglanma Proteinlerinden Demirin Alinim

Cevreden demirin almimmina dair diger bir direk metotta transferrin ve
laktoferrin gibi proteinler ile demirin baglanmasidir. Transferrin serum ve lenfte islev
gorurken laktoferrin fagositik hiicrelerde ve mukozal salgilarda bulunmaktadir.
Bir¢ok patojenik bakteride bu iki proteine bagli olan demir alinim sistemleri vardir
(Sekil 2.1). Neisseria gonorrhoeae ve Neisseria meningitidis bu iki tip sistemi de
demir alinimi i¢in kullanmaktadirlar [Thariath et al., 1993], [Stehr et al., 1998],
[Eppink et al., 1999]. Baz1 bakteriler sadece transferrini kullanirken (Staphylococcus
aureus ve Haemophilus influenzae) bazilar1 da sadece laktoferrini kullanmaktadirlar
(Mycoplasma pneumoniae ve Trichomonas vaginalis) [Thariath et al., 1993],
[Eppink et al., 1999], [Stehr et al., 1998], [Stehr et al., 1998]. Listeria monocytogenes

*3'ten Fe*?ye demir bagim indirgerler ve demir alinimi igin demir-

transferrin igin Fe
transferrin kompleksini ayrilmasini uyarirlar [Stehr et al., 1998]. Bu tip sistemlerin
hepsi patojenin konakg¢iya saldirabilmesi ve kolonize olabilmesi i¢in oldukca
onemlidirler. Bu sistemlerin siirli olmasi patojenitenin etkisinin azalmasina sebep

olmaktadir. [Eppink et al., 1995].

2.1.4. Sideroforlar

Mantar, alg ve yiliksek yapili bitkilerde oldugu gibi birgok bakteri tiiriinde
ortamdaki demir iyonlarin1 baglamak amaci ile biyolojik selatlayict bilesikleri
kullanmaktadirlar. Bu bilesiklerden en o©nemlilerinden biri de sideroforlardir.
Sideroforlar demiri yiiksek afinite ile baglayip, hiicre biinyesinden salgilanan
sekonder metabolitlerdir [Neilands, 1995], [Miller, 2008]. Sideroforlar diisiik
molekiiller agirlikli (500-1000 Da) organik bilesikler olup biyosentezleri yetersiz
demir seviyesiyle (<10 mol/l) tetiklenerek gerceklestirilmektedir [Neiland, 1981],
[Neilands, 1995]. Sideroforlara baglanan demir hiicre igini alinmasi igin aktif
transport meknizmasini kullanmaktadir. Sideroforlarin ayn1 zamanda aluminyum,
galyum, krom, bakir, ¢inko, kursun, manganez, kadmiyum gibi diger metallere
baglanma yetenegi oldugu ancak daha diisiik afiniteler ile baglayip hiicre biinyesine
alindigr tespit edilmistir [Neilands, 1995], [Miller, 2008], [Cornelis and Andrews,
2010] (Sekil 2.1)
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Sekil 2.1: Demir kazanim mekanizmalari @) Direk demir alinimi1 b) Hem’den
Yararlanarak Demir Alinim1 birinci sistem ¢) Hem’den Yararlanarak Demir Alinim
ikinci sistem d) Demir Baglanma Proteinlerinden Demirin Alinimi e) Sideroforlar.



3. SIDEROFOR YAPILARI VE ONEMI

Kimyasal anlamda, siderofor (Yunanca demir tasiyici) demirin yetersiz
bulundugu ortamda 6karyotik, prokaryotik ve yiiksek organizmalar tarafindan salinan
diisiik molekiilagirlikli metal selat bilesiklerdir [Miethke and Marahiel, 2007]. Ilk
calismalarda siderofor; siderokrom, sideramin, sideromisin ve ionofor olarak
kullanilmaktadir. Ancak, artik bu terimler Yunancada sideros: demir ve phores:
tagtyict anlamima gelen siderofor terimi ile yer degistirmistir [Thomashow and
Weller, 1995].

Sideroforlar dogadan bagka yerde bulunmayan pek ¢ok degisik amino asitleri
yapisinda bulunduran 400-1500 Da molekiil agirligindaki demir baglayan
proteinlerdendir. Sideroflarin yapisi1 tlirler arasinda olduk¢a biiyiik degisiklikler
gostermektedir. Simdiye kadar yaklasik 500 siderofor degisik mikroorganizmalardan
izole edilmistir [Boukhalfa and Crumbliss, 2002].

Baz1 fungus ve bakteriler tarafindan {iretilen sideroforlara Ornek olarak
ferrikrom (Ustilago sphaerogena), enterobaktin (veya enterokelin) (Escherichia
coli), mikobaktin (Mycobacterium), enterobaktin ve basillibaktin (Bacillus subtilis),
ferrioksamin B (Streptomyces pilosus), fusarinin C (Fusarium roseum),
yersiniabaktin (Yersinia pestis), vibriobaktin (Vibrio cholerae), azotobaktin
(Azotobacter vinelandii), pso6dobaktin (Pseudomonas B 10), eritrobaktin
(Saccharopolyspora erythraea) ve ornibaktin (Burkholderia cepacia) sayilabilir
[Miethke and Marahiel, 2007]. Baz1 siderofor tiplerinin kimyasal yapilari sekil 3.1’de

gosterilmistir.
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Sekil 3.1: Cesitli sideroforlarin kimysal yapilari.

3.1. Kimyasal Yapilarma gore Siderofor Gruplarn

Mikroorganizmalar farkli kimyasal 6zellikte yiizlerce siderofor uUretmektedir
[Ratledge and Dover, 2000]. Sideroforlar demir iyonlarina baglanmadan 6nce kararl
bir formdadir. Demir iyonlar1 (Fe+3) ile karsilasan oktahedral (diizgiin sekizyiizlii)
yapidaki bir siderofor, demir kompleksi olusturarak ona kuvvetli bir sekilde baglanir.

+355

Daha sonra mikraoorganizmalar, Fe**’{i Fe"?’ye déniistiirerek sideroforlar araciligiile
demirin alinimini saglarlar [Miethke and Marahiel, 2007]. Hiicre disinda bulunan

sideroforlarin hiicre i¢ine tekrar geri alinmasi i¢in hiicre zarinda 6zel reseptorler



bulunur. Demir ile kompleks olusturan sideroforlar bu reseptorler tarafindan taninir
ve bu reseptorlere baglanarak hiicre zarinin i¢inden cesitli tasima mekanizmalar ile
hiicre icine taginirlar [Martinez et al., 2003], [Raymond and Denz, 2004]. Fe** ‘iin
hiicre icinde indirgenmesinin ardindan olusan Fe**nin sideroforla zayif bir yapi
kazanmasi, demirin hiicre i¢ine salinmasini da kolaylastirir. Sideroforlar ¢ogunlukla
kimyasal kompozisyon ve mikrobiyal orijinlerine gore hidroksamat, katekolat
(fenolat) ve karboksilat (6rnegin, sitrik asit tirevleri) ve karisik ligantlar olmak tzere

dort 6nemli gruba ayrilmistir [Modi et al., 2012].

Tablo 3.1: Bazi mikroorganizmalarda goriilen siderofor tipleri.

Sideroforun Kimyasal tipi

Siderofor

Mikroorganizma

Hidroksamat

Ferrikrom

Ustilago sphaerogena

Desferrioksamin B

Streptomyces pilosus

Desferrioksamin E

Streptomyces coelicolor

Fusarinin C

Fusarium roseum

Ornibaktin

Burkholderia cepacia

Katekolat Enterobaktin Escherichia coli
Bacillibaktin Bacillus subtilis
Bacillus anthracis
Vibriobaktin Vibrio cholerae
Karboksilat Rhizobaktin Rhizobium meliloti
Rhizoferrin Rhizopus microspores

Staphyloferrin A

Staphylococcus hyicus

Karisik ligant

Azotobaktin

Azotobacter vinelandii

Pyoverdin ve pyochelin

Pseudomonas

aeruginosa

Yersiniabaktin

Yersinia pestis

Maduraferrin

Acinomadura madurae




3.1.1. Hidroksamat Sideroforlar

Bu grup sideroforlar bakteri ve mantarlar tarafindan Uretilir. Ferrikrom
Ustilago sphaerogena mantar1 tarafindan dretilen ilk siderofordur. Butln
hidroksamatlar ~ N°-acyl-N°-hydroxy-L-ornitin icerirler [Van der Helm and
Winkelmann, 1994]. Hidroksamat siderofor (i¢ sekonder hidroksamat grup icerir ve
her bir hidroksamat grup iki oksijen molekil saglar. Bir siderofor demire
baglandiginda 425 ile 500 nm arasinda gucli bir absorpsiyon gosterir [Messenger
and Ratledge, 1985]. Hidroksamat sideroforlara 0Ornek, Desferrioksamin B
(deferoksamin), desferrioksamin E, fusarinin C, ornibaktin, enterobaktin,
ferrioksamin ve ferrikromdur [Crosa and Walsh, 2002]. Hidroksamat tipi

sideroforlara 6rnek olarak ferrikromum kimysal yapisi1 sekil 2.3’te gosterilmistir.

Sekil 3.2: Ferrikrom tipi sideroforun kimyasal yapisi.

3.1.2. Katekolat (Fenolat) Sideroforlar

Sideroforlarin en yaygin olan ikinci grubunu olustururlar ve yalmzca belli
bakteriler tarafindan uretilmektedirler. Hidroksamat sideroforlarda oldugu gibi,
katekolat sideroforlar da bir hekzadentat oktahedral kompleksini olusturmak igin
yapilarinda iki oksijen atomu igerirler. Katekolat sideroforlar icin en iyi ornekler

bacillibaktin, enterobaktin, vibriobaktin, agrobaktin, pyochelin ve yersiniabaktindir
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[Neilands, 1981]. Bir katekolat tipi siderofor olan vibriobaktinin kimysal yapis: sekil

2.4’te gosterilmistir.

o)
OH
HO NH OH OH
HO N N OH
O rN\/\/Nj((\JO
HyC 1> O  CH,

Sekil 3.3: Vibriobaktin tipi sideroforun kimysal yapisi.

3.1.3. Karboksilat Sideroforlar

Bu gruptaki sideroforlar hidroksamat ve fenolat ligandlara sahip degildir.
Fe®ii baglamak icin daha cok, o-hidroksikarboksilat ve karboksilat tarafindan &zel
olarak elde edilirler. Karbosilat sideroforlara 6rnek, Staphyloferrin A, mikobaktin,
rhizoferrin, petrobaktin, piyoverdin, azotobaktin ve ferribaktindir [Dave and Dube,

2000], [Jimenez et al., 2010]. Mikobaktin tipi sideroforun kimyasal yapisi sekil

2.6’da gosterilmistir.

0
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Sekil 3.4: Mikobaktin tipi sideroforun kimysal yapisi.

HO.
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3.1.4. Kansik Ligant Sideroforlar

Bu grup sideroforlar karboksilat ve hidroksil gruplarini igerirler. Karisik ligand
tipi sideroforlar heterosiklik selatlama gruplarida ihtiva edebilirler. 55 yil 6nce
aliminyum kompleksinin kristalizasyonu ile izole edilen ilk siderofor olan
mycobaktin, Gram-pozitif bir bakteri Mycobacteria’lar tarafindan retilmistir
[Francis et al., 1949]. Nocardia’lar tarafindan tiretilen bir baska siderofor tiirii olan
karisik ligant siderfor nocobaktin, mycobaktinler ile olduk¢a benzer 6zellik ve yap1
ihtiva etmektedir, nocobaktinler lipit icerisinde ¢oziinebilir sideroforlardir ve
bakterilerin lipit zengini kisimlarinda lokalize olurlar Karisik sideroforlara 6rnek,
mikobaktin, petrobaktin, azotobaktin, pyoverdin, yersiniabaktin ve maduraferindir
[Modi et al., 2012], [Ratul, et al., 2012].

83_""" <SN

N

OH
OH

Sekil 3.5: Yersiniabaktin tipi sideroforun kimysal yapisi.

3.2. Siderofor Biyosentezi

Siderofor biyosentezi iki farkli yolak ile agiklanmistir. Ilk yolakta, aminoasitler
RNA kalibina ihtiya¢ duymadan direk olarak peptid baglar1 kurarlar. Bu baglar ¢oklu
fonksiyonel islev gorebilen proteinler olarak bilinen nonribozomal peptid sentetazlar
tarafindan gerceklestirilir (NRPSs) [Crosa and Walsh, 2002]. Diger yolak; NPRS-
Bagimsiz yolaktir. Bu yolakta amid yada ester baglariyla baglanmig, amino-alkol
veya diamin yapitaglart ve dikarboksilik asitler bulunmaktadir. NRPS-Bagimsiz
yolaklar; aerobaktin, alcaligin, stephlobaktin ve petrobaktin gibi hidroksamat ve
karboksilat sideroforlarin sentezinde kullanilmaktadir [Challis, 2005], [Miethke et
al., 2007].
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NRPS-Bagimli yolaklar ise enterobaktin, yersiniabaktin, pyochelin, pyoverdin,
vibriobaktin ve mycobaktin gibi sideroforlarin {iretiminde kullanilmaktadir [Crosa
and Walsh, 2002], [Quadri, 2000], [Ackerley et al., 2003]. Bu tip yolaklarin NRPS-
Bagimsiz olarak adlandirilmasimmin nedeni sentez esnasinda kalip olarak RNA
kullanilmamasidir. Bu yolaklarda aminoasitlerin peptid olusturmasi esnasinda tekli
bir modil, kondensasyon (C), adenilasyon (A) ve peptidil-tasiyict (P) boélgeleri
birlikte ¢alisirlar [Crosa and Walsh, 2002], [Fischbach et al., 2006]. Piyoverdin
biyosentezi Sekil 3.6’de gosterilmistir.

Module Structure
Prd|
[ A [ rp] [ A ] [ A [ Pr] | A [ r]
M v v ~ ~
D-Ser L-Arg D-Ser L-fOHOm
PvdJ
| A [P | A | F |
L -".,-" '\‘-"' A
L-Lys L-fOHOrm
PvdD
[ A [P [ A [ r]
b ~ . <
L-Thr L-Thr

Sekil 3.6: Piyoverdin Biyosentezi.

Kondensasyon bdlgesi 50 kDa luk bir kisimdir. Bu bdlge zincir uzamasi igin
peptid baginin kondensasyon bolgesini katalizlemektedir [Crosa and Walsh, 2002].
Vibrio cholera’ daki vibriobaktin biyosentezinde kondensasyon bdlgesi VibH olarak
isimlendirilmistir [Keating et al., 2002]. Bu fonsiyonel “C” bdlgesi, her biri a-f-o
sandvi¢ bdlgelerinden olusan iki yapisal bolge icermektedir. “C” bolgesinin
fonksiyonel bir modifikasyonu ise siklizasyon (Cy) bolgesi olarak adlandirilir [Crosa
and Walsh, 2002]. “Cy” bolgesi “C” bolgesine benzer olarak peptid katalizler fakat
ek olarak siklik sistein, serin veya treonin katalizlemektedir.

Bir diger fonksiyonel bdlge olan modiil 50 kDa’luk adenilasyon bolgesidir, bu
bolge amino veya aril asitleri segip, aktive ederek bir ATP- bagimli yolla peptid
olusturur [Crosa and Walsh, 2002]. Bu aktivasyon aminoagil- AMP’yi olusturur ve

peptidil- tasiyic1 bolgeye transfer edilir. PheA yapilari antibiyotik gramisidin ve
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Bacillus subtilis’ de belirlenmis olan bir aril asit olan 2,3 dihydroxybenzoate
(DHB)’1 aktive eden DhbE’ nin birlestirilmesi i¢in fenilalanini aktive eder [Conti et
al., 1997], [May et al., 2002]. Adenilasyon bélgeleri firefly lusiferaz ile benzer
yapiya sahiptir ve iki yekpare yapisal bolge iceremektedir.

NRPS’ler igin son fonksiyonel bolge, peptidil-tasiyict bolge veya aril asitler
kullanildiginda aril- tastyici bolge olarak isimlendirilir [Crosa and Walsh, 2002]. Bu
8-10 kDa’luk kicuk bolgeler fosfopantetionil (pPant) bir kuyrugun eklenmesi ile
farklilasmis post- transkripsiyonel olmasi gereken korunmus bir serin dizisi
icermektedir. Fosfopantetionil kuyruk aktive olmus aminoacil-AMP’ye kovalent
olarak baglanir ve wuzayan zincir ic¢in bir iplik gibi gorev alir. Kuyruk,
fosfopanteteinil transferaz (PPTase) tarafindan peptidil- tasiyict bolgeye baglanir.
PPTase’lar birincil ve ikincil metabolizmada igerilir ve genellikle her bir yolak icin
belirgindirler. Siderofor Gretimi i¢in PPTase’lar Bacillus subtilis’lerdeki Sfb ler gibi,
Y. pestis’lerdeki YbtD gibi ¢esitli bakteriler i¢in belirlenmistir [Quadri et al.,
1998][Bobrov et al., 2002]. Buna karsin, P. aeruginosa primer ve sekonder
metabolizmasinin her ikisinde de sadece bir PPTase (PcpS) icermektedir [Barekzi et
al., 2004].

Ustte bahsedilen bolgelere ek olarak NPRS modiillerinde ti¢ gerekli fonsiyonel
modiil daha vardir. Uzayan peptidin modifiye edilmesinde ek olarak bir grup bélge
mevcuttur. Bunlar, epimeraz (E), metil transferaz (MT) ve tiyoesteraz (TE)
bolgelerdir [Crosa and Walsh, 2002]. Epimerizasyon bolgeleri, L- aminoasitleri, D-
aminoasitlere cevirmektedir. Metil transferaz bolgeleri ise metil donori olarak s-
adenozil metionin (SAM) kullanarak aminoasitleri metile etmektedirler. Tiyoesteraz
bolgeler ise zincir uzamasini bitirir ve hazir sideroforu serbest birakir. Bazi bakteriler
sideroforu farklilagtirmak icin baz1 yardimc1 proteinler igermektedirler. P.
aeruginosa ve Yersinia spp., bir tiazolidin halkasinin i¢inde yersiniabaktin ve
pyochelinin ikincil tiyazolin halkasini ¢eviren bir NADPH-bagl rediiktaz kullanirlar
[Reimmann et al., 2001], [Geoffroy et al 2000].

P. aeruginosa’da pyoverdin ve pyochelin biyosentezi NRPS-bagli bir yolaktir
ve bu yolak ne kadar farkli sideroforlarin olusturdugunu gostermektedir.
Yersiniabaktinin olusum yolagi, pyocheline ¢ok benzemesine ragmen, hibrit bir
sistem kullanmaktadir yani bu yolak, NRPS- bagli ya da NRPS- bagimsiz sistemlerin
ikisini birden icermektedir [Kathleen, 2007].
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3.2.1. Bacillibaktin Sentezi

Bacillus cereus turi bakterilerin bacillibaktin ve petrobaktin tipi siderofor
tirettigi bilinmektedir. Her iki tipte katekol kimyasal yapisina sahip sideroforlardir.
Tum  sideroforlar tamamen  (bacillibaktin) veya kismen (petrobaktin)
dihydroxybenzoate (DHB) iinitelerine baghidir. Her iki durumdada molekiiller,
demiri baglama ve ¢dzmek igin yeteneklidir. Genetik, biyokimyasal ve patojenik
caligmalar bu sideroforlar Onemli biyolojik fonksiyonlarda rol oynadigini
gostermistir [Hotta et al.,2010 ].

Adindan da anlasilacagi gibi Dbacillibaktin ilk olarak Bacillus subtilis
kiiltiirlerinde kesfedilmistir [May et al., 2001]. Bu sideroforlar. glisin, treonin ve
DHB’den olusan siklik trimer yapisindan meydana gelmektedir. Katekolat tipi
sideroforlarin ¢ogu gibi bacillibaktinlerdede 2,3-dihydroxylatedbenzoyl (2,3-DHB),
metalin etkili bigimde selasyonu i¢in iyi bir sigmaktir. Cogu siderofor gibi
bacillibaktinler non-ribozomal peptid sentetaz (NRPSS) ile sentez edilirler. Marahiel
ve arkdaslar1 bacillibaktinin biyosentezinden sorumlu enzimleri ortaya ¢ikarmislardir
(Sekil 3.7 B.).

Bacillibaktin biyosentezini saglayan gen dizisi fur adi verilen tek bir operonun
duzenlemesi altindadir (Sekil 3.7.b.1). Bu dizi mtbH adi verilen bir gen kiimesi daha
icerir. Bu genlerin fonksiyonu heniiz belirsiz olmasiyla birlikte aril-ihtiva eden dogal
urtinlerin biyosentezinde NRPS’ye yardim ettigi diisiiniilmektedir [Drake et al.,
2007]. Sentezden sorumlu olan sfp geni 4 -fosfopantetheinil transferaz enzimini
kodlar ve bu enzim post-tranlasyonel modifikasyonlar icin 6nemlidir. Major
facilitator superfamily (MFS)-type effluxtransporterini, ubiC ise korismat purivat liaz
enzimini kodlamasina ragmen yine bu genin biyosentezdeki rolii tam olarak
bilinmemektedir [Siebert et al., 1994]. Bacillibaktin tipi sideroforlarin demire
baglanma afinitesi K¢= 10*° dir. Bu deger memelilerde bulunan demir depolayan
biylik molekilerden (transferrin, laktoferrin) daha yuksektir [Dhungana et al., 2004],
[Dhungana et al 2005], [Ratledge and Dover, 2000].

Bacillibaktin Gretimi timdayle ilk olarak Bacillus anthracis ve B. cereus tirleri
tizerinde yapilan ¢alismalar sonucunda ag¢iklanmistir [Koppisch et al., 2008]. Bu
molekilin sentezi Bacillus suslar1 arasinda korunmusken tiim suslarin canliligi igin

gerekli degildir [Cendrowskiet al., 2004]. Gram pozitif bakterilerde siderofor alinimu;

15



mebrana bagli substrat baglayici protein ve zar gecisli ABC tasiyicilar ile
kolaylastirmistir [Heinrichs et al., 2004]. Bacilibaktin alinimi1 gergeklestiren B.
cereus bakterileri FeuA, B ve C ve ayrica trilactone hidrolaz Yuil (BesA) kodlayan
genleri barindirir [Ollinger et al., 2006], [Miethke et al., 2006], [Miethke et al.,
2008]. Bu dort gene ek olarak ABC-tasiyicilarinin ATPaz bilesenini kodlayan feuD
gen dizisini barindirir Operon Fur’un 5° ucundan organize edilir (Sekil 3.7.B.2).
FeuABC sistemi, B.subtilis’te ferrik siderofor alinimini saglar ve FeuA ferrik
siderofora nanomolar baglanma afinitesine sahiptir. Diger taraftan Yuil. bacillibaktin
ve ferrikbacillibaktini hidroliz eder. Boylece Yuil sitozolde demirin serbest
birakilmasindan sorumludur [Miethke et al., 2008].
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3.3. Bakterilerde Siderofor Tasima Sistemi

Sideroforlar ¢ok 0zel tasima sistemleri tarafindan bakterilere tasinir.
Mikroorganizmalarda demir ahiniminda; dis membran reseptori, periplazmik
siderofor baglayici1 protein (PBP) ve i¢ membranda ATP’ye bagh kaset (ABC)
tasiyicilarinin siderofor tasima sisteminde gorevleri vardir [Ratul et al., 2012]. Gram
negatif bakterilerde dis membran bir permabilite bariyeridir ve bakteriyi toksinlerden
ve kimyasal ajanlardan korur [Nikaido, 2003]. Fe3-siderofor komplekslerinin hiicre
icine alinmasi icin oncelikle hiicre zar1 porinlerinden gec¢mesi gerekmekdedir.
Komplekslerozel dis membran reseptorler yardim: ile hicre icine alinirlar. Dig
membran reseptorleri E. coli’de FhuA, (ferrikrom igin ), FecA (ferrik sitrat igin ) ve
FepA (enterobaktin icin), iken P. aeruginosa ise FpvA (piyoverdin icin) ve FptA
(piyokelin icgin) olarak bilinmektedir [Ferguson et al., 2001]. Sitoplazmik membranin
hareketi icin dis membrana baglanan TonB, ExbB ve ExbD proteinleri
bulunmaktadir. Periplazmadaki ferrik sideroforlarin tasinmasindaki enerji ihtiyaci bu
proteinler tarafindan salgilanir. Bu proteinler sitoplazmik membrandan dis membrana
enerji aktarirlar [Larsen, 1999]. Bu proteinlerden ExbB ve ExbD proteinleri,
membranin elektrokimyasal degisikliginde kullanilirlar [Higgs ve ark.,2002]. Gram
pozitif bakterilerde ise dis membran olmadigindan tasima icin gerekli olan enerji
ATP’den saglanir.

Gram negatif bakterilerde hiicre zar1 porinlerinden gecen sideroforlar
periplazmaya gelir. Periplazmada siderofor baglayan protein (PBP), bakteri
hlcresinin sitoplazmasina ve sitoplazmik membrana sideroforlarin tasinmasi igin
onemlidir. Periplazmadaki proteinler hem Gram pozitif hem de Gram negatif
bakterilerde bulunmaktadir [Clarke et al., 2000], [Koster et al., 2001]. Ornegin, E.
coli’de periplazmada siderofor baglayici proteinlerden FhuD, FepB ve FecB
bulunmaktadir [Tam and Saier, 1993], [Clarke et al., 2000].

ATP Baglayan Kaset (ABC) tasiyicilari membran proteinlerindendir. Temelde
ATP hidrolizi ile olusan enerjiyi kullanarak hicre membranindan maddelerin
tasinmasindan sorumludurlar. Siderofor bir PBP (periplazmada siderofor baglayici
protein)’ne baglandiktan sonra Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerin sitoplazmik
membranlart  boyunca ABC (ATP baglayan kaset) tasiyicilari tarafindan

sitoplazmaya tasinir ve bu tasinma ATP hidrolizi ile birlesen bir ABC tasiyici protein
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kompleksi tarafindan gerceklestirilir [Locher, 2002]. ATP ye bagh kaset (ABC)
tasiyicilar hiicre membranlari boyunca cesitli maddelerin tasinmasinda ATP
hidrolizinin enerjisini kullanirlar ve ABC sistemleri sitozol ve sitoplazmik membran
boyunca sideroforlarin tasinmasini kolaylastirmaktadirlar [Koster, 2001], [Locher,
2002] (Sekil 3.8)
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Sekil 3.8: Sideroforlarin hiicre i¢ine alinimi.

ABC trasnsport sistemlerinin yaninda sideroforlarin sitoplazmik mebrana
almim1 igin permeatik sistemlerde is gormektedir bu iki mekanizmanin islevleri
benzerdir. Bazi durumlarda periplazmaya almam ferrisiderofor (siderofor-Fe®)
periplazmada ayrilarak serbest demir hiicre igine alinmaktadir pompa sistemi
periplazmik boélgedeki sideroforu tekrar kullanilmak iizere dissal membrandan

pompalamaktadir.
3.4. Siderofor Uretiminin Genetik Regllator

Bakterilerde siderofor biyosentezinin ¢evresel demir varligi ile yakindan ilskili
oldugu bilinmektedir. Demir baglamada gorevli olan siderofor tiirlerinin tretildigi
genetik bolge Fur (ferric uptake repressor) adi verilen bir protein tarafindan

baskilandig1 daha 6nce ortaya konulmustur (Sekil 3.9). Yapilan bir ¢alismada iki
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siderofor tirt olan piyoverdin ve piyocheline tretimi sitoplazmik fur proteini ile
demir fazlaligi kosullarinda baskilandig1 ortaya konulmustur [Duncan et al., 2005].
Demir yoklugunda ise fur proteini siderofor iiretiminden sorunlu gen bdlgelerine
baglanamayarak siderofor iiretimini baskilayamaz (Sekil 3.10). Bacillus turlerinde
de fur proteinin varligi bilinmektedir. Fur proteinini ek olarak zur (zing uptake
repressor) proteinlerinin varligi daha once yapilan c¢alismalarda gosterilmistir. Bu

proteinin gorevi de fur proteninin gérevi benzerdir.

HIGH IRON LOW IRON
Repression of iron uptake genes Derepression of iron uptake genes
apo=Fur

(-
«—————» Fe acquisition Fur binding Fe acquisition
Fur=binding genes site genes
site

Sekil 3.9: Fur proteininin ¢aligma mekanizmasi.
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Sekil 3.10: Sideroforlarin hiicre igine taginimi ve fur proteninin sistemdeki rolii.
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3.5. Mikrobiyal Sideroforlarin Uygulama Alanlan

Son yillarda, mikrobiyal sideroforlar ve drlnleri biyoteknoloji alaninda
oldukca 6nem kazanmistir [Mohandass, 2004], [Chincholkar, et al., 2005],
[Chaudhari et al., 2007]. Cesitli bakterilerin sideforlarinin hastaliklar Gzerindeki
biyokontrol yetenekleri bilim adamlar1 tarafindan calisilmistir [Chincholkar, et al.,
2005], [Whipps, 2001]. Ozellikle bakteriostatik ve fungistatik ajan olarak, biyogiibre
ve biyokontrol ajani olarak da kullanilabilecegi bildirilmistir [Walsh et al., 2001],
[Montesinos et al., 2002], [Nagarajkumar et al., 2004], [Mark et al., 2006].

3.5.1. Sideroforlarin Tibbi Uygulamalari

Demir; insan, bitki, hayvan ve mikroorganizmalarin yasamlarindaki degisik
fizyolojik aktiviteler igin gereklidir ve fazlalig: ve eksikligi degisik hastaliklara sebep
olmasit nedeni ile sideroforlar tipta bazi klinik uygulamalarda kullaniimaktadir
[Eisendle et al., 2006]. Sideroforlar bazi insan hastaliklarinin tedavisinde potansiyel
uygulamalara sahiptir. Sideroforlar bilinen en bilyiik Fe* baglayicilar: arasindadir ve
bu nedenle tip diinyasinda oldukca ilgi cekmektedir. Ozellikle metal selat tedavisinde
onem kazanmistir. Ornegin, siderofor desferrioksamin B (DFB), malariya, romatoit
arthritis, alzheimer, talasemi, yaralanma, demir zehirlemesi, timor, bdbrek
yetmezligi gibi hastaliklarin tedavisinde genis kullanima sahipdir [Krewulak and
Vogel, 2008], [Del Olmo et al.,, 2003]. Klebsiellapneumoniae’nin sideroforlar
antimalarial ajan olarak ve kozmetik alaninda deodorant olarak da kullanilabilecegi
bildirilmistir [Johnson et al., 2003], [Krewulak and VVogel, 2008].

3.5.2. Sideroforlarin Tarimsal Uygulamalar

Bakteriler tarafindan Uretilen sideroforlarin bitki patojenleri Gzerinde etkili
oldugu belirlenmistir [Vessey, 2003]. Bitki koklerinin cevresindeki (rizosferdeki)
mikroorganizmalar tarafindan dretilen kimyasal bilesikler demir gibi bazi gerekli
minerallerin varligin1 ve alimini artirirlar. Rizosferik bakteriler tarafindan Uretilen
hidroksamat ve katekolat sideroforlar bitkiler tarafindan kullanilmaktadir [Carrillo-

Castafieda et al., 2002]. Ozellikle Azotobacter ve Pseudomonas bakterileri; Griin,
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kalite ve veriminin arttirllmasina yonelik tarim uygulamalarinda, tuzluluga baglh
olarak kurak, endustriyel kaynakli kirletilmis topraklarin tarima daha elverigli hale
getirilmesinde ve bazi bitki patojenlerine kars1 biyolojik mucadele gibi
biyoteknolojik calismalarda kullanilabilecegi bildirilmistir [Cornelis and Matthijs,
2007], [Couillerot et al., 2009).

Pseudomonaslar tarafindan retilen sideroforlar, gerekli olan Fe**’e
baglanarak, fungal patojenlerin spor olusumunu engelledigi ve hastaligi ortadan
kaldirdig: bildirilmistir [Montesinos et al., 2002]. Bitki buyimesini gelistiren bakteri
olarak bilinen (PGPB) floresan Pseudomonaslarin bazi suslar: vardir. Bunlar tohum
veya bitkinin yeralti parcalarina inoklle edildigi zaman bitki patojenlerini
baskilamaktadirlar [Couillerot et al., 2009]. PGRB tarafindan hastaligin
baskilanmasindaki mekanizmalarindan biri de pyoverdin ve pyochelin gibi
sideroforlarin Gretimidir. Siderofor koklerin gevresindeki demiri yakalar ve boylece
solgunluk ve kok c¢urukliigiine sebeb olan Fusarium oxysporum ve Pythium ultimum
gibi patojenlerin Gremesini engelemis olurlar [Weller, 2007], [Sahu and Sindhu,
2011].

3.5.3. Sideroforlarin Cevresel Uygulamalari

Sideroforlar agir metal birikimi, pas, boya giderimi ve kanalizsayon sularinin
temizlenmesi gibi degisik cevresel sorunlarigozme yetenegine sahiptirler.
Sideroforlar demirin ¢dzilmesinde 6nemli bir rol oynarlar. Gram pozitif bakterilerin
hicre duvarinin metal baglama 0zelligi oldukca gucludir. Metallerden Ornegin,
manganez (Mn), nikel (Ni) ve demir (Fe), belirli reseptorler boyunca emilirler.
Ortamda demir vyetersizligi durumunda, bakteriler ferrik demiri (Fe*®) baglayan
sideroforlar1 Uretirler. Siderofor Ureten bakteriler agir metaller ile kontamine olan
cevreden agir metallerin fitoekstraksiyonuna yardim etmede kullanilmaktadirlar
[Sunita et al., 1994], [Bezbaruah and Saikia, 1998].

Mannheim Universitesi uygulamali bilimler boliimiinde (2005) yiiriitiilmiis bir
calismada Prof. Dr. Peter M. Kunz sideroforlarin pas giderimi iizerine etkisini
caligmistir. Calismanin 6ne siirdiigii yenilik¢i yan sideroforlarin dogal bir pas giderici
ajan olmas1 ve diger pas giderici ajanlara nazaran ¢evreye zararsiz olmasidir. Yapilan

caligmada birgok bakteri tiirli bir araya getirilerek bu bakterilerden alinan sideroforlar
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demir igeren sanayi materyalleri izerinde uygulanmistir. Sonug olarak ta saflastirilan

sideroforlarin pas giderimini yaptig1 ortaya konulmustur. Bu ¢alismada kullanilan

sideroforlarin tipi desferoksamindir [Kunz,2005] (Sekil 3.11).

Sekil 3.11: Sideroforlar araciligi ile pas giderimi a) Pasli demir i¢ceren materyal
b) Siderofor sonras1 ayn1 materyalde pas giderimi.

3.6. Denizel Ekosistemlerde Sideroforlar

Karasal habitatlarda  oldugu gibi  deniz  habitatlarinda  yasayan
mikroorganizmalar organik bilesiklerle bag yapmis demiri sideroforlar araciligi ile
hiicre biinyesine katmaktadirlar. Deniz yilizeyinde ¢6ziinmiis demir orani diisiik olup
demir, organik bilesikler ile bag yapmaktadir. Deniz sideroforlar1 deniz ylizeyindeki
demiri etkili bir sekilde asimile etmektedirler. Bu asimilasyon denizdeki patojenik
mikroorganizmalar i¢in virlilans faktorler agisindan 6nemli oldugu sdylenmektedir.
Deniz sideroforlarinin biyosentezinde gorev alan proteinler terapotik ilaglarin hedefi
oldugu i¢in 6nemli oldugu diisiiniilmektedir bu nedenden dolay1 deniz sideroforinin
biyosentez yolaklari ile ilgili ¢alismalar giinlimiizde artmaktadir [You et al, 2008].

Sideroforlar, deniz suyu ylizeyinde 20 pM to 1 nM bu konsantrasyonlarda
bulunmaktadir [Bruland et al., 1991], [Wu and Luther 1996], [Butler, 1998], [Butler
and Martin, 2005]. Deniz bakterilerinin trettigi sideroforlar karasal habitatlarda
yasayan bakteriler tarafindan liretilen sideroforlara benzerlik gosterdigi gibi deniz

bakterilerine 6zel sideroforlar da tretmektedirler [Wu and Luther, 1996].
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Karasal ortamda yasayan bakterilerde siderofor yapilar1 biiyiilk ¢ogunlukla
belirlenmistir fakat deniz sideroforlarinin yapilari heniiz ¢ok az sayida tespit
edilmistir. Deniz bakterileri arasindaki diisiik filogenetik benzerliklere ragmen bu
bakteriler tarafindan iiretilen birgok sideroforun yapisi benzer olarak goriilmektedir.
Bu yapilarlin benzerlikleri horizontal gen transferi veya konvergent (yakinsak) evrim
sonucu olustugu diisiiniilmektedir [Neilands 1995].

Deniz siderforlarinin yapilar1 ve aktivitesi onlarin biyosentetik mekanizmasi
ile baglantili olarak g¢esitlenmektedir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda denizde
yasayan bakterilerin iirettigi siderforlarinin biyosentetik yolaklarinda genler ve
enzimlerle iliskili olarak bakilarak aktivitelerine 11k tutulmaktadir. Biyosentetik
mekanizma 2 farkli gruptan olabilir. Non-ribozomal peptit sentetaz (NRPS) ve
bagimsiz sentetaz (NIS). Siderofor yapilarin ve onlarin biyosentezinin analizleri
bakteriyel deniz i¢ dengesinde sideroforlarin roliin anlamada 6nemli bir konudur
[Miethke and Marahiel 2007].

Deniz sideroforlar1 deniz bakterilerinin bircok farkli guruplarindan izole
edilmektedir. Deniz sideroforlar1 ¢ok ¢esitli bakterilerden salgilanmasina ragmen
sideroforlardaki bazi kimyasal yapilarin siirekli tekrarlandigi gozlemlenmistir.
Karasal sideroforlar gibi deniz sideroforlarida amino asit ve ketokolat kullanilarak
amid baglar1 veya peptid baglar1 tarafindan olugsmaktadir. Sideroforlar bazi 6zelikleri
ile proteinlerden ayrilmaktadir. D-amino asit , nadir olarak proteinlerde bulur fakat
siklikla sideroforlarda bulunmaktadir. L-amino asitlerin D-aa leri  peptidazlar
tarafindan sindirimden kagimmmasinda yardimci oldugu tahmin edilmektedir. Cogu
olayda amid baglarindaki nitrit hidroksilasyon ve asilasyon tarafindan
degistirilmektedir. Ayrica aminoasitlerin kenar zincirleri;  sideroforlarda amid
baglarinia katkida bulunabilir. Diger bir durumda amid baglar1 dikarboksilik asit
alternatif birimlerinden olusmaktadir. Sideroforlar sadece aminoasit ve katekalatlar
iceren ve bircok deniz sideroforlarlarini igeren yapisal 6zelikleri nadiren karasal
sideroforlardada gozlemektedir. ilk olarak bircok deniz sideroforlar1 ampfiliktir.
Ikinci olarak bircok deniz sideroforlar1 sitrat veya beta hidroksi aspartatin
formlarinda foto reaktif alfa hidroksi karboksilik asit igermektedir [Martinez et al.,
2000].
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3.7. Siderofor Ureten Mikroorganizmalar

Bircok mikroorganizma igin siderofolarin sentezi, yapilari, Ozellikleri ve
kullanim alanlar1, bilimsel arastirmalarla ortaya konulmus ve bakteri, aktinomycetes,
mantar ve alglerin farkli siderofor tlrlerini Grettigi bildirilmistir [Winkelmann,
2002].

3.7.1. Aktinomisetler

Aktinomicetesler aerobik gram pozitif filamentli bakteriler olup, asekstel spor
formundadir. Dogada saprofit olarak bulunurlar ve yogunlugu fazla olan metalleri
tolere edebilirler. Aktinomicetesler hidroksamat ve karisik tipde siderofor Uretirler.
Siderofor uUreten aktinomicetesler arasinda Actinomadura madurae, Nocardia

asteroides, ve Streptomyces griseus vardir [Bergeron and Burne, 2001].
3.7.2. Mantarlar

Mantarlar da bakteriler kadar 6nemli siderofor retirler. Mantarlarin katekolat
(Capon et al., 2007) ve karboksilat tipte sideroforlara sahip olduklar: bilinmesine
ragmen, esas olarak hidroksamat siderofor Gretirler (Holinsworth ve Martin, 2009 ).
Siderofor Ureten mantarlar arasinda Aspergillus nidulans, Penicillium chrysogenum,
Trametes versicolor, Ustilago sphaerogina, Saccharomyces cerivisiae, Rhodotorula
minuta yer almaktadir. Diger tarafdan Saccharomyces cerevisiae, siderofor lretmez
fakat siderofor demir sistemine sahiptir ve diger mikroorganizmalar tarafindan
uretilen sideroforu kullanirlar [Eisendle et al., 2006], [Philpott and Protchenko,
2008], [Ozan vand Maden, 2010].

3.7.3. Algler

Bazi aragtirmacilar birkag algin siderofor drettigini  bildirmislerdir.
Schizokinen, Anabaena sp. tarafindan tretilen sideroforun bir hidroksamat tipidir ve
demir alimimini kolaylastirir. Anabaena flos-aquae ve Anabaena cylindrica bakiri

biriktiren siderofor Uretirler [Lesuisse et al., 2001].
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3.7.4. Bakteriler

Bakteriler metal bulunan ortamlarda yaygin olarak bulunurlar ve agir metallere
tutunarak birikirler. Gram pozitif bakterilerin hiicre duvarlart metal baglama
Ozelligine sahiptir. Bazi bakteriler metal baglayan polisakkarit Uretirler. Buna
ilaveten manganez, nikel ve demir gibi metalleri 6zel reseptorlerle yoluyla absorbe
ederler. Demir bulunan ortamda, bakteriler ferrik demiri baglayan ve tasiyan
siderofor Uretirler. Bu sideroforlar mineral ya da organik maddelerden demirin hicre
disinda ¢Oziindr duruma getirilmesinde 6nemli bir rol oynamaktadirlar. Siderofor
ureten bazi Onemli bakteriler Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Vibrio
cholerae, Vibrio anguillarum, Aerobacter aerogenes ve Mycobacterium
tuberculosisdir [Crosa and Walsh, 2002].

3.8. Bacillus Turlerinin Ozelikleri

Bacillus cinsi, Bacillaceac familyasina dahil olup, gram pozitif (baz1 tiirleri
degisken), aerobik veya fakiiltatif anaerobik, spor olusturan, c¢ubuk seklinde
bakterilerdir [Kalkan ve Halkman 2006]. Aerobik ve fakiltatif anaerobturlar.
Cogunda oksijen terminal elektron alicisidir. Endospor olustururlar. Vejetatif
hicreler 0.5x1.2 um ile 2.5x10 um ¢apindadir. Bacillus cinsinin koloni morfolojisi
cesitlilik gosterir. Geneli beyaz veya krem renkli kolonilere sahiptir [Kalayli ve
Beyatli1 2003].

Bacillus 'larin termofilik, mezofilik ve psikrofilik tiirleri bulunur. Cok yiiksek
sicaklik derecelerinde bile canli kalirlar. Genellikle 35-37 °C da ve pH 7 civarinda
tirerler [Kalayli ve Beyatl1 2003].

Bacillus cinsi uygun olmayan sartlarda spor olusturma yetenegindedir.
Olusturdugu endospor ise; silindirik, oval, yuvarlak veya bobrek seklinde olabilir.
Buna ilaveten sporlar hiicre icerisinde sentral ya da subterminal olarak yerlesebilir.
Bacillus tiirlerinin hiicre duvari, hiicre yiizeyini tamamiyla Orten yiizey katmani
parakristalin olusturur. Bacillus tlrleri genellikle karbonhidrat kapsult bulundururlar.
Tipik habitatlar1 toprak olmasmma ragmen dogada genis olarak, siit ve siit
urtnlerinden hava, su ve yiyecek gibi birgcok ortamdan elde edilebilirler [Kalayli ve
Beyatli 2003].

26



Elliye yakin tiirii ihtiva eden Bacillus turlerinde, endosporun hcre igindeki
yeri farkli olabilir. Spor hiicre merkezinde veya ugta olabilir. Vejetatif hiicreden daha
dar olabildigi gibi, daha genis de olabilir. Sekeri fermente ederler ve sonugta gaz
olusumu goriilmeksizin asit Uretirler. Proteinleri ise, amonyak olusumu altinda
pargalarlar ve boylece kokusmaya neden olurlar. DNA'larindaki G + C mol oran1 %
32-62'dir [Kalkan ve Halkman 2006].

Bacillus tiirleri’nin yapilan ¢alismalar sonucunda basilibaktin, entrabaktin ve
petrobaktin olmak Uzere (¢ tip siderofor Urettigi tespit edilmistir. Basilibaktin
entrobaktin ve petrobaktin birbirinin analogu olup sideroforlarin ketokolatlar
grubuna girmektedir [Waseem et al.,, 2008], Basilibaktin sentezinde 2,3-
dihydroxybenzoate (DHB)’in 6ncii oldugu ispatlanmistir [Rowland and Taber,
1996], [May et al., 2001].

3.8.1. Bacillus thuringiens

B. thuringiensis aerobik, hareketli, cubuk seklinde, Gram ve katalaz pozitif,
endospor olusturan, fermentatif, mikroaerofilik ve anaerobik kosullarda {iireme
yetenegine sahip bir mikroorganizmadir. Hiicreler 1 pm genisliginde 5 pm
boyundadir. Taksonomik olarak Bacillus cereus ile yakindan ilgilidir. Ancak B.
thuringiensis serotipleri Bacillus cereus’tan farkli olarak spor olusum asamasinda
hiicre i¢inde delta toksin veya parasporal kristalin varligi ile karakterize edilmektedir.
Endotoksin, diger hiicre materyalleri gibi boyanmakta, eksosporium olustugunda

serbest halde goriilmekte, sporlardan kolaylikla ayrilmaktadir [Schnepf et al., 1998].

3.8.2. Bacillus cereus

Bacillaceae familyasinin Bacillus cinsine ait bir bakteri olan B. cereus, toprak
ve bitki Ortlsu Uzerinde yaygin bir sekilde bulunmaktadir [Kalkan ve Halkman
2006]. Optimum tireme sicakligi, suslara gore 28-35 °C arasinda degismekle birlikte
genellikle 30 °C’ dir. Maksimum {ireme sicakligi yine suslara gore 37 ile 48°C
arasinda degisir. Minimum {ireme sicakligi ise susa bagli olarak 10 ile 18 °C
arasindadir. Baz1 kaynaklarda minimum sicaklik 4-5 °C, maksimum sicaklik ise 50

°C olarak verilmektedir. Spor germinasyonu i¢in optimum sicaklik 30 °C, minimum -
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1 °C ve maksimum 59 °C’ dir. Gelisebildigi pH aralig1 4.9-9.3 olup optimum 7.0°dir.
Bacillus cereus; lesitinaz, jelatinaz, proteaz, amilaz aktivitesine sahip olup, nitrati
indirger ve polimiksine direnglidir. Bir¢ok susu da % 7,5 tuzda ureyebilir. Cereus
adin1 tahil anlamindaki “cereal” dan alir.

Calismalarimizda kullandigimiz Bacillus cereus tiiriiniin filogenetik agaci sekil
3.12°de, Bacillus cereus DSM 4312 ise sekil 3.13’te gosterilmistir [Silke et al.,
2006].

Bacillus cereus ve Bacillus thuringiensis tirlerinin  taksonomik

siiflandirilmasi asagida gosterilmistir [Kalkan ve Halkman 2006].

e Bacteria
e Firmicutes
e Bacilli

Bacillaceae

Bacillales

Bacillus

Bacillus cereus / Bacillus thringiensis
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Sekil 3.12: Bacillus cereus ve Bacillus thuringiensis tiirlerinin filogenetik agaci.

Bm DEM2048

Bw DSM11021 ————— Bth DEMS5815
100 100 | Be ATCC11778
Be ATCC14579
&8.8 Bc DSME0S
100 98,3 Bth DEM350

100 Bth DSM2046

Bc ATCC4342

Bo Go241

Be ATCC10987
Bc DSM2301

100y B. anthracis ST-1
B. anthracia ST-2
Be E33L

100f B- anthracis CI
B. anthraciz CA

Bith konkukian 97-27

Sekil 3.13: Bacillus cereus DSM 4312 susunun filogenetik agaci.




4. GEREC VE YONTEMLER

4.1. Geregler

4.1.1. Kullanilan Kimyasallar

Mono potasyum fosfat, sodyum klortir, amonyum klordr, demir (I11) Klordr,
hekzadesiltrimetil amonyum bromir (HDTMA), 8-hidroksikuinolin, kloroform,
sodyum hidroksit, magnezyum Klorir, kalsiyum klorur, stlfanilik asit, sodyum
asetat, alfa-naftilamin, fruktoz, galaktoz, laktoz, sodyum nitrit, sodyum molibdat ve
sodyum tiosiilfat pentahidrat Merck KGaA (Darmstadt, Almanya) firmasindan temin
edilmistir. Chrome azurol S (CAS), hidroklorik asit, glikoz, mannitol, piperazin,
stlfosalisilik asit ve asetik asit Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Almanya)
firmasindan temin edilmistir. Piperazine diethanesulfonik asit
(PIPES) AppliChem GmbH (Darmstadt, Almanya) firmasindan temin edilmistir.
Bakto agar Fluka AG - Chemische (St. Gallen, Isvigre) firmasindan temin edilmistir.
Suikroz Duchefa Biochemie B.V. (Hollanda, Haarlem) firmasindan temin edilmistir.

Iyodin Alfa Aesar GmbH (Karlsruhe, Almanya) firmasindan temin edilmistir.
4.1.2. Kullanilan Besiyerleri

Kullanilan tiim besiyerleri 121 °C’de 20 dakika sireyle otoklavlanarak steril

edilmek suretiyle hazirlanmistir.

e Luria Broth (1 L, pH 7.5)
- Tripton: 10 g
- Maya Oziitii: 5 g
-NaCl: 10 g
- dH,0 ile 1 L’ye tamamlanir.

e LuriaAgar (1L, pH7.5)
- Tripton: 10 g
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- Maya Oziitii: 5 g
-NaCl: 10 g
- Agar: 15¢

- dH,0 ile 1 L’ye tamamlanir.

e Triptic Soy Broth (1L, pH 7.3)
- Kazeinden elde edilmis pepton: 17 ¢
- Soyadan elde edilmis pepton: 3 g
- Glikoz: 2.5
-NaCl:5¢
- KH,PO4: 2,59

- dH,0 ile 1 L’ye tamamlanr.

e Triptik Soy Agar (1L, pH 7.3)
- Kazeinden elde edilmis pepton: 17 g
- Soyadan elde edilmis pepton: 3 g
- Glikoz: 2,59
-NaCl: 59
- KH;PO4: 2,59
- Agar: 15¢
- dH20 ile 1 L’ye tamamlanur.

e MM9 Broth (1L pH 6.5)
- dH,0: 855 ml
- NaOH: 6 gr

MMO broth besiyerini hazirlanirken oncelikle NaOH distile suyun igerisinde
¢oziilmiistir. NaOH bunu takiben ilave edilecek PIPES’in ¢dziilmesine aracilik

etmektedir. En son olarak ¢ozeltiye PIPES eklenmistir.

- PIPES: 30,24 g
-10 x MM9: 100 ml
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Bu asamada besiyeri i¢gin gerekli diger kimyasallar eklenmeden once karigim
121°C’de 20 dakika siireyle otoklavlanarak steril edilmistir. Daha sonra 50 °C kadar

sogumasi beklenip asagidaki kimyasal malzemeler eklenmistir.

- Deferrated casamino asit: 30 ml
-1 M Glikoz: 10 ml

-1 M MgCly: 1 ml

- 100 mM CaCly: 1 mi

e MM9 Agar (1L pH 6.5)
- dH,0: 850 ml
- NaOH: 6 gr

MM9 Agar besiyerini hazirlanirken oncelikle NaOH distile suyun igerisinde
¢oziilmiistir. NaOH bunu takiben ilave edilecek PIPES’in ¢oziilmesine aracilik

etmektedir. En son olarak ¢ozeltiye PIPES eklenmistir.

- PIPES: 30,24 g
-10 x MM9: 100 ml
- Bacto-agar: 15 g

Bu asamada besiyeri icin gerekli diger kimyasallar eklenmeden 6nce karisim
121°C’de 20 dakika siireyle otoklavlanarak steril edilmistir. Daha sonra 50 °C kadar

sogumasi beklenip asagidaki kimyasal malzemeler eklenmistir

- Deferrated casamino asit: 30 ml
-1 M Glikoz: 10 ml

-1 M MgCly: 1 mi

- 100 mM CaCl,: 1ml

e Chorome Azurol S Agar (1L pH 6.5)
- dH20: 750 ml

- NaOH: 6 gr
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CAS Agar besiyerini hazirlanirken 6ncelikle NaOH distile suyun icerisinde
¢oziilmiistir. NaOH bunu takiben ilave edilecek PIPES’in ¢oziilmesine aracilik

etmektedir. En son olarak ¢ozeltiye PIPES eklenmistir.

- PIPES: 30,24 g
- 10 x MM9: 100 ml
- Bacto-agar: 15 g

Bu asamada besiyeri i¢in gerekli diger kimyasallar eklenmeden 6nce karigim
121°C’de 20 dakika siireyle otoklavlanarak steril edilmistir. Daha sonra 50 °C kadar

sogumasi beklenip asagidaki kimyasal malzemeler eklenmistir.

- Deferrated casamino acids: 30 ml
-1 M Glikoz: 10 ml

-1 M MgCly: 1 ml

- 100 mM CaCly: 1 mi

- CAS-HDTMA solusyonu: 100 ml

4.1.3. Kullanilan Soliisyonlar ve Cozeltiler

Asagida kullanilan tiim soliisyon ve c¢ozeltiler 121 °C’de 20 dk sireyle

otoklavlanarak steril edilmek suretiyle hazirlanmistir.

e MM9 Ortam1 Bilesenleri (1 L)
- KH;PO,4: 3 g
-NaCl:5¢g
-NH4CI: 10 g

- dH0 ile 1 L’ye tamamlanur.
e CAS-HDTMA Sollsyonu (1 L)

- Chrome azurol S: 0,605 g
- dH,0: 500 ml
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[k olarak CAS distile suyun icinde ¢dziilmiistiir.

- FeC13.6H,0: 2,703 g
- HCI: 40 ml
- dH,0: 100 ml

Distile suyun ig¢inde ¢6ziilmiis olan CAS’in iizerine yukarida olusturulmus

karisim eklenmistir.

-HDTMA: 0,729 g
- dH,0: 400 mi

Son olarak tiim karigima, distile suyun icinde ¢oziilmiis olan HDTMA

eklenmistir.

e MgCl, Cozeltisi (1 M, 100 ml): 9.5g MgCl,, dH,0 ile 1 L’ye tamamlanur.

e CaCl, Cozeltisi (100 mM, 100 ml): 1.12 g CaCl, dH,O ile 100 ml’ye
tamamlanir.

e Glikoz Cozeltisi (100 ml, 1M) 18 g Glikoz, dH,0 ile 100 ml’e tamamlanir.

e Fruktoz Cozeltisi (100 ML, 1M): 18 g fruktoz, dH,0O ile 100 ml’e tamamlanir.

e Galaktoz Cozeltisi (100 ML, 1M): 18 g galaktoz, dH,O ile 100 ml’e

tamamlanir.

e Mannitol Cozeltisi (100 ML, 1M): 18 g mannitol, dH,O ile 100 ml’e

tamamlanir.
e Siikroz Cozeltisi (100 ml, 1M) 34,23 g galaktoz, dH,0 ile 100 ml’e tamamlanir.
e Laktoz Cozeltisi (100 ml, 1M) 34,23 g laktoz, dH,0 ile 100 ml’e tamamlanir.

Asagidaki soliisyonlar ve ¢ozeltiler ise otoklavlanmadan kullanima hazir hale

getirilmistir.

e CAS Stok Solisyonu (1 L, 2 mM) CAS: 1,21 g, dH,O ile 1 L’ye tamamlanur.
e FeCl3.6H,0 Cozeltisi (1L, 1 mM): 2,703 g FeCl;3.6H,0, dH,O ile 1 L’ye

tamamlanir.
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e HCI Cozeltisi (1 L, 20 mM) HCI 40 ml, dH,0 ile 1 L’ye tamamlanur.

¢ Fe Stok Sollsyonu (1 mM)
- 1mM FeCl3.6H,0: 1000 ml
- 10 mM HCI: 40 ml

e Piperazine Tamponu (100 ml, pH 5.6)
- Piperazin: 14.35 g
- Distile su: 100 ml

Piperazin distile suyun iginde ¢oziilmiistiir. Devaminda ¢6zelti pH’1 5.6 olana

kadar HCI eklenmistir.

- HCI: 67,5 ml

e HDTMA Cozeltisi (1L): 0,44 g HDTMA, dH,0 ile 1 L’ye tamamlanur.

e CAS Testi Sollisyonu (1L)
- Fe Solisyonu: 15 ml
- CAS Solisyonu: 75 ml
- HDTMA Cozeltisi: 500 ml
- Piperazin Tamponu: 367.5 ml
- Distile su: 42.5 ml

CAS testi soliisyonunu hazirlamak i¢cin CAS soliisyonun iizerine Fe soliisyonu
eklenmistir. Bu karisimin iizerine HDTMA c¢ozeltisi ilave edilmistir. Son olarak
piperazin tamponu eklenip soliisyonun toplam hacmi 1000 ml oluncaya kadar distile

su ilave edilmistir.

e Shuttle solusyonu (100 ml, 0,2 M ) 2,77 g Sulfosalisilik asit, dH,O ile 100

ml’ye tamamlanir.
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e HCI Cozeltisi (1 L, 0,5 N ): 40 ml HCI, dH,0 ile 1 L’ye tamamlanur.

e Nitrit - Molibdat Ayirac1 (100 ml)
-NaNO,: 10 g
- Na2MoO,: 10g

- dH,0 ile 100 m1’ye tamamlanir.

e NaOH Cozeltisi (100 ml, IN): 4 g NaOH, dH0 ile 100 ml’ye tamamlanur.
e HCI Cozeltisi (1 L, % 10 ): 100 ml HCI, dH,0 ile 1 L’ye tamamlanir.
o Asetik Asit Cozeltisi (1 L, % 30): 300 ml asetik asit, dH,O ile 1 L’ye

tamamlanir.

o Silfanilik asit ¢ozeltisi (1 L)
- Stlfanilik asit: 10 g
- Asetik asit ¢ozeltisi: 1000 ml

Siilfanilik asit ¢ozeltisi hazirlanirken siilfanilik asit asetik asit ¢Ozeltisi icinde

1sitilarak ¢oziilmiistiir.

e Iyodin Soliisyonu
- Iyodin: 13 g
- Glasial asetik asit: 1000 ml

e Sodyum Tiyosilfat Cozeltisi (100 ML)
- Sodyum Tiyosllfat: 24,8 g

- dH,0 ile 100 ml’ye tamamlanur.

e Sodyum Asetat Cozeltisi (100 ML): 35 g Sodyum Asetat, dH,0 ile 100 ml’ye

tamamlanir.

e Alfa-Naftilamin Solusyonu (1L)
- Alfa-Naftilamin: 3 ¢
- Glasial asetik asit: 2000ml
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e Deferrated casamino asit(1L)
- Casamino asit: 100 g
- Distile su: 1000 ml
- 8-hidroksikuinolin: 30 g
- Kloroform: 1000 ml

Casamino asit distile suyun igerisinde 8-hidroksikuinolin ise kloroform
igerisinde ayr1 ayr1 ¢ozilmistiir. Daha sonra casamino asit’in lizerine koloroform
iginde ¢ozilmiis 8-hidroksikuinolin ilave edilip karistirilmis ve faz olusumuna kadar
beklenmistir. Casamino asit karistminin {ist kisminda, kloroform alt kisimda
toplanmistir. Ust kisimda toplanan casamino asit enjektdr yardimu ile farkli bir cam
behere aktarilmistir. Bir siire beklendikten sonra faz olusum islemi daha Once
belirtilen sekilde gerceklesmis ve Casamino asit demirden uzaklastirilmistir.

Casamino asit enjektor ile cam siseye aktarilip kullanima hazir hale getirlilmistir.

4.1.4. Kullanilan Cihazlar

+4°C ve -20 °C Buzdolab1: Arcelik

-80 °C derin dondurucu: Thermo, Forma -86 °C ULT Freezer
Steril Kabin: Heraeus, HP48

Masa Ustii Santrifiij: Heraeus, Labofuge 400R

o Spektrofotometre: Bio-Rad, Smartspec 3000

e Otoklav: HIRAYAMA, HICLA HVE-50

e pH metre: Hana Instruments, pH 211 Microprocessor pH Meter
e Buz Makinesi: BAR-LINE BF85

e Mikrodalga Firin: Kumtel

e inkiibator: Hereus TipB6

¢ Floresans Mikroskobu: Nikon Eclipse Ti-S

e Optik Emisyon Spektrometresi: Perkin Elmer
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4.1.5. Kullanmilan Bakteri Turleri

Marmara ve karadenizin farkli bolgelerinden alinan 6rneklerden izole edilen ve
VITEK 2 Kompakt otomatik tanimlama sistemi ile tanimlanmis Bacillus cereus/B.
thuringiensis 235/IK3 ve Bacillus cereus/B. thuringiensis A77/K-1 bakteri tirleri
Yrd. Do¢.Dr. Yosun MATER’in laboratuarindan temin edilmistir. Bacillus cereus
DSM 4312 ve Pseudomonas aeruginosa PO1 bakterileri Dr. Mine GUL SEKER’den

temin edilmistir.

4.2. Yontemler

4.2.1. Siderofor Tespiti

Bakterilerde siderofor tayini Payne’nin ¢alismasi referans alinarak
belirlenmistir. Bu ¢alismaya gore bakterilerin siderofor tayini icin Chrome Azurol
Sulfonate agar ve Chrome Azurol sulfonate sivi olmak fiizere iki test uygulanmistir
[Payne,1994].

Bakteri kaltirleri tim deneylerde demir icermeyen MM9 besiyerlerinde
biyiitiilmiiglerdir. Kullanilan tiim cam malzemeler; ortamdaki demiri uzaklastirmak
amaci ile % 10’luk HCI ile muamele edilip daha sonra distile sudan gegirilmistir.
Cam gerecler son olarak 121 °C’de 20 dk sireyle otoklavlanarak steril edilmek

suretiyle kullanilma hazir hale getirilmistir.

4.2.1.1. Chrome Azurol S Agar Deneyi

Chorome Azurol S agar deneyi, ferrik demir (Fe*®) icin sideroforun yiiksek
afinite gostermesini temel alan ve sideroforun tespitinde kullanilan evrensel bir
testtir. CAS agar plateleri, Fe™ ile Chrome Azurol Sulfonate (CAS) boyasinin
kompleks olusturmasindan dolayr mavi renktedir. Siderofor varliginda asagida

belirtilen reaksiyon gergeklesir, serbest boya agiga ¢ikar ve renk turuncuya doniisiir.

Fe*®- CAS (mavi) + Siderofor —— Fe*>— Siderofor + CAS (turuncu) (4.1)
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Siderofor Gretimi icin Bacillus cereus/B. thuringiensis 235/IK3, Bacillus
cereus/B. thuringiensis A77/K-1, Bacillus cereus DSM 4312 ve Pseudomonas
aeruginosa PAOL kilturleri Chorome Azurol S Agar besiyerine kirdanla delme
ekim teknigi ile transfer edilmistir. Bacillus cereus DSM 4312 ve Pseudomonas
aeruginosa PAO1 bakterileri 37 °C’de Bacillus cereus/B. thuringiensis 235/IK3 ve
Bacillus cereus/B. thuringiensis A77/K-1 bakterileri ise 30 °C’de 168 s inkibe
edilmistir. Koloni olusturan bakterilerin olusturduklar1 tireme halkalarinin hemen
disinda olusan turuncu renkli zonlar siderofor olusumunu ve dolayisiyla CAS agar
deneyi icin pozitif sonug verdigini gostermektedir [Payne, 1994]. Her bir bakteri
Orneginin olusturdugu turuncu zonlarin yarigapr 24 s araliklarla 6l¢iilmiis ve turuncu
renkte zon olusturan bakteriler belirlenip siderofor Uretimi derecelendirilmis ayrica

petriler fotograflanmistir.

4.2.1.2. Chrome Azurol S Sivi Deneyi

Chorome Azurol S sivi deneyi ile siderofor {iretiminin tespit edilmesi amaciyla
Bacillus cereus/B. thuringiensis 235/iK3, Bacillus cereus/B. thuringiensis A77/K-1,
Bacillus cereus DSM 4312 ve Pseudomonas aeruginosa PAOL bakterileri demir
icermeyen MM9 si1vi besiyerine 6n kiiltiire alinmistir. Taze MM9 s1vi besiyerine
1/100 oraninda aktarilan her bir 6n kiiltiir, 225 rpm’de Bacillus cereus DSM 4312 ve
Pseudomonas aeruginosa PAO1 37 °C’de, Bacillus cereus/B. thuringiensis 235/IK3,
Bacillus cereus/B. thuringiensis A77/K-1 ise 30 °C’de 24 s inkiibe edilmistir.

Sideroforlar hiicre disina salgilanan molekiillerdir, bu nedenle santrifiij islemi
sonucunda hiicreler uzaklastirtlip siipernatant elde edilmistir. Bakteri kilturleri
inkiibasyon sonunda 20 °C’de 10.000 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek hiicre pelletinin
¢okmesi saglanmustir. Her bir bakteri kilttrd icin 0,5 ml stipernatant alinarak 0,5 ml
CAS soliisyonu ile karigtirilmis, bunu takiben CAS soliisyonu ile siderofor arasindaki
bagit kuvvetlendirmesi ve renk degisimini belirginlestirmesi i¢in 10 uM shuttle
soliisyonu ilave edilmistir. Siderofor iiretimi olan bakteri tiirlerinde mavi renkte olan
CAS soliisyonu siderofor ile etkilesimi sonucunda turuncu renge donerek CAS sivi
deneyi icin pozitif sonu¢ vermektedir [Payne, 1994]. Renk degisimin ger¢eklesmesi
icin en az 5 dk bekletilip elde edilen sonuglar fotograflanmistir. Ayrica siderofor

uretimi bakteri trleri arasinda derecelendirilmistir
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4.2.1.2.1. Siderofor Uretim Yizdesinin Belirlenmesi

Bakteri tiirlerinin siderofor {iretim yiizdelerini belirlemek amaciyla hazirlan 6n
kiiltiirler 1/100 oraninda demir icermeyen MM9 sivi besiyerine inokile edilmistir.
Bakteri kilturleri 24 s 225 rpm’de Bacillus cereus DSM 4312 ve Pseudomonas
aeruginosa PAOL1 igin 37 °C’de, Bacillus cereus/B. thuringiensis 235/IK3 ve Bacillus
cereus/B. thuringiensis A77/K-1 icin 30 °C’de inkiibe edilmistir. Bakteri kulturleri 24
saatin sonunda alinip 20 °C’de 10.000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmis ve hicre
pelletinin ¢okmesi saglanmistir. Bakteri kiiltiirlerinden elde edilen siipernatantlardan
her biri i¢in 0,5 ml alinarak 0,5 ml CAS soliisyonu ilave edilmis ve bunu takiben icin
10 puM shuttle soliisyonu ilave edilmistir. Ayrica referans olarak kullanilmak {izere
inokule edilmemis 0,5 ml MM9 broth kullanilmigtir. Referans (inokule edilmemis
0,5 ml MM9 besiyeri + 0,5 ml CAS solusyonu + 10 pM shuttle sollisyonu),
degerlerindeki ve orneklerdeki renk kaybi A630 nm dalga boyunda Olculerek
belirlenmistir. Sepektrofotometrik élglimler sonucu elde ettigimiz degerler asagida

verilen siderofor yiizde formiilii kullanilarak hesaplanmigtir [Payne, 1994].

¢ % Siderofor Birimi (SU) = [(A r - As)] *100
Ar

e Ar 630: Referans degeri
e As 630: Ornek degeri

4.2.2. Maksimum Siderofor Uretim Zamaninin Belirlenmesi

Bacillus cereus DSM 4312 bakterisinin maksimum siderofor iiretim zamanini
belirlemek amaciyla hazirlanan 6n Kkiltirler 1/100 oraninda demir igermeyen MM9
besiyerine inokiile edilmistir. Bakteri kiiltiirleri 37 °C’de 225 rpm’de 96 s inkibe
edilmistir. Inkiibasyon esnasinda 0, 4, 8, 12, 16, 20, 24, 48, 72 ve 96. saatlerde alinan
Ornekler 20 °C’de 10.000 rpm’de 5dk santrifiij edilip hiicre pelletinin ¢okmesi
saglanmistir. Elde edilen bakteri siipernatantlarindan her biri ile Chorome Azurol S
stvi deneyi yapilmistir ve absorbanslart 630 nm’de olgiilmiistir. Bakteri kultlrlerinin
siderofor uretim ytzdeleri ( [(A r - As)/Ar]l00= % SU ) formili ile hesaplanmuistir.

Siderofor iiretiminin hiicre biiylimesi ile iliskisini belirlemek amaci ile belirtilen
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zaman araliklarinda bakteri kiiltiirlerinden 1 ml 6rnek alinarak OD600’de hiicre

yogunlugu dl¢limleri yapilmistir. Deneyler en az 3 kez tekrar edilmistir.

4.2.3. Siderofor Tipinin Belirlenmesi

Bacillus cereus DSM 4312 bakterisinde tretilen siderofor tirtintin belirlenmesi

amaci ile Arnow ve Csaky testleri uygulanmaistir.

4.2.6.1. Arnow Testi

Arnow testi katekol tipi sideroforlarin tipinin belirlenmesinde kullanilmaktadir
[Arnow,1937]. Uretilen siderofor tipinin belirlenmesi i¢in 6n kiiltiire alinmis Bacillus
cereus DSM 4312 bakterisi demir icermeyen MM9 broth besiyerine 1/100 oraninda
inokiile edilmigtir. 37 °C’de 225 rpm’de inklbe edilen bakteri kultlrleri 48 saatin
sonunda 10.000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Elde edilen slipernatanttan 1ml
alinip tizerine 1ml 0,5 N HCI ve 1ml nitrit-molibdat ayiraci ilave edilmistir. Eger
Bacillus cereus DSM 4312 bakterisi katekol tipi siderofor Uretiyorsa bu basamakta
karisim sar1 renge donmesi gerekmektedir. En son olarak karismin iistiine 1 ml
NaOH cozeltisi eklenmistir. Bu basamakta ise katekol tipi siderofor dreten
bakterilerde karisimin kirmizi renge donmesi gerekmektedir [Payne, 1994]. Siderofor
olusumuna bagli olarak gdzlenen renk degisimi spektrofotometre cihazinda 510

nm’de 6l¢iilmiistiir.

4.2.6.2. Csaky Testi

Csaky testi hidroksamat tipi sideroforlarin belirlenmesinde kullanilmaktadir
[Csaky, 1948]. Bu amagla 6n kiiltiire alinmis Bacillus cereus DSM 4312 bakterisi
demir icermeyen MM9 broth besiyerine 1/100 oraninda inokiile edilmistir. Bakteri
kalturleri 37 °C’de 225 rpm’de 48 s inkiibe edilmistir. Daha sonra bakteri kilturleri
10.000 rpm’de 5dk santrifiij edilip hiicre pelletinin ¢6kmesi saglanmistir. Elde edilen
1 ml siipernatantin Gzerine 1ml H,SO,4 (6N) eklenmistir ve karisim 30 dk 130 °C’de
bekletildikten sonra 3ml sodyum asetat ilave edilmistir. Daha sonra sirast ile 1 ml

stlfanilik asit solisyonu ve 0,5 ml iyodin soliisyonu eklendikten sonra 5 dk beklenip

41



1 ml sodyum tiyosulfat sollisyonu ilave edilmistir. Daha Sonra soliisyonun {izerine o-
naftilamin soliisyonu eklendikten sonra Son olarak karisimin tizerine 10 ml distile su
ilave edilip 30 dk bekletilmistir. Karistmdan 1 ml 6rnek alinip spektrofotometre

cihazinda 526 nm’de ol¢lilmiistiir.
4.2.4. Siderofor Uretiminin Optimizasyonu

Bacillus cereus DSM 4312 bakterisi tarafindan maksimum siderofor Gretimi
icin ¢cevre kosullarinin optimizasyonu arastirilmigtir. Bu amagla sicaklik, pH, karbon
kaynaklar1, inokilasyon miktarinin siderofor iiretimine etkisi belirlenmistir. TUm

deneylerde demir icermeyen MMO9 s1v1 besiyeri kullanilmustir.

4.2.4.1. Farkh Demir Konsantrasyonlarimin Siderofor Uretimine
Etkisi

Farkli demir konsantrasyonlarinin Bacillus cereus DSM 4312 bakterisinin
siderofor tiretimine etkisini arastirmak tizere hazirlanan 6n kiltlrler 1/100 oraninda O,
1, 2.5, 5, 10, 30, 60 ve 90 uM olmak tizere 8 farkli konsantrasyonda FeCl, iceren
MMO9 sivi besiyerine inokiile edilmistir. Bakteri kultlrleri, 37 °C’de 225 rpm’de
inkiibe edilmistir. 48. s sonunda alinan ornekler 20 °C’de 10.000 rpm’de 5 dk
santrifiij edilmistir ve bakteri kultlrlerinden elde edilen her bir supernatant ile
Chorome Azurol S sivi deneyi yapilarak bakterilerin siderofor Uretim yiizdesi
belirlenmigtir. Farkli demir oranlarinda siderofor iiretiminin hiicre bliylimesi ile
iligkisini belirlemek amac ile belirtilen zaman araliklarinda bakteri kiiltiirlerinden 1
ml 6rnek aliarak OD600’de hiicre yogunlugu dl¢limleri yapilmistir. Deneyler en az

3 kez tekrar edilmistir.
4.2.4.2. Sicakhigin Siderofor Uretiminine Etkisi

Sicaklik, siderofor Gretiminde etkili olan énemli faktorlerden biridir. Sicakligin
siderofor iiretimine etkisini belirleyebilmek amaci ile Bacillus cereus DSM 4312
bakterisinin hazirlanan 6n kultirleri 1/100 oraninda demir icermeyen MM9 sivi
besiyerine inokiile edilmistir. Bakterileri kilttrleri 23, 30, 37 ve 45 °C’de 225
rpm’de 48 s inkiibe edilmistir. Daha sonra bakteri kulturleri alinip 10.000 rpm’de
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5dk santrifiij edilmistir Bakteri kiiltiirlerinden elde edilen siipernatantlardan her biri
icin Chorome Azurol S sivi deneyi yapilmis ve siderofor miktar1 630 absorbans
degerinde Olculerek bakterilerin siderofor iiretim yiizdesi belirlenmistir. Farkli demir
oranlarinda siderofor iiretiminin hiicre biliylimesi ile iliskisini belirlemek amaci ile
belirtilen zaman araliklarinda bakteri kiiltiirlerinden 1 ml 6rnek alinarak OD600’de

hiicre yogunlugu 6l¢iimleri yapilmigtir. Deneyler en az 3 kez tekrar edilmistir.
4.2.4.3. Ph’in Siderofor Uretimine Etkisi

pH’1n siderofor iiretimine etkisini inceleyebilmek amaci ile pH 4, 5, 6.5, 7, 8,
9, 10, 11 ve 12 olmak tizere 9 farkli pH degerine sahip MM9 sivi besiyeri
hazirlanmistir. Bacillus cereus DSM 4312 bakterisi demir igermeyen MM9 sivi
besiyerinde 225 rpm’de 37 °C’de 16 s 6n inkiibasyona tabi tutulduktan sonra hiicreler
1/100 oraninda farkli pH lardaki demir igermeyen taze MM9 broth besi yerlerine
inokile edilmistir. 48 s inkiibasyonun ardindan hiicreler 10.000 rpm’de 5dk santrifij
edimistir. MM9 besiyerine salgilanan siderofor miktarini belirlemek amaciyla elde
edilen siipernatantlardan her birine Chorome Azurol S sivi deneyi yapilmig ve
siderofor birim ylzdesi spektrofotometre cihazinda A630 nm’de 6l¢imler sonucu
elde edilen degerler kullanilarak belirlenmistir. Farkli pH oranlarinda siderofor
tiretiminin hiicre bliylimesi ile iliskisini belirlemek amaci ile belirtilen zaman
araliklarinda bakteri kiiltiirlerinden 1 ml 6rnek alinarak OD600’de hiicre yogunlugu

olcimleri yapilmistir. Deneyler en az 3 kez tekrar edilmistir.

4.2.4.4. Farklh Karbon Kaynaklarinin Siderofor Uretiminine Etkisi

Bakterilerin siderofor uretimine etkisi bulunan 6nemli bir faktorde bakteri
hiicrelerinin kullandig1 karbon kaynaklaridir. Farkli karbon kaynaklarin siderofor
tiretimine etkisini inceleyebilmek amaci ile 1 M’lik glikoz, fruktoz, mannitol,
galaktoz, laktoz, siikroz igeren 6 farkli MM broth besiyeri ortam1 hazirlanmistir. On
kilture edilmis Bacillus cereus DSM 4312 bakterisi farkli karbon kaynagi igeren
ortamlardan hazirlanmis demir igermeyen MM siv1 besiyerlerine 1/100 oraninda taze
MM9 besi yerine inokiile edilmistir. Bakteri kltlrleri 37° C’de 225 rpm’de 48 s
inkibe edildikten sonra 10.000 rpm’de 5 dk santriftj edilip sipernatant elde
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edilmistir. Chorome Azurol S sivi deneyi sonucu Orneklerde olusan renk degisimi
spektrofotometre cihazinda A630 nm’de odlgiilerek belirlenmis ve elde edilen veriler
kullanilarak bakterilerin siderofor (retim ylzdesi hesaplanmistir. Farkli karbon
kaynaklarinda siderofor iiretiminin hiicre biiyiimesi ile iligkisini belirlemek amaci ile
belirtilen zaman araliklarinda bakteri kiiltiirlerinden 1 ml 6rnek alinarak OD600’de

hiicre yogunlugu ol¢timleri yapilmigtir. Deneyler en az 3 kez tekrar edilmistir.

4.2.4.5. Farkli Glikoz Konsantrasyonlarinin Siderofor Uretimine
Etkisi

Bakterilerin kullandig1 karbon kaynaklarmin siderofor iiretimine etkisinin
arastirtlmas1 sonucunda en yiksek siderofor Gretimi glikoz varliginda tespit
edilmistir. Bu deneyi takiben glikozun farkli konsantrasyonunun siderofor Gretimi
tizerine etkisi arastirnlmistir. Farkli glikoz konsantrasyonlarinin  siderofor
tiretimindeki tizerindeki etkisini incelemek amaci ile on kiiltiire alinmig Bacillus
cereus bakterisi farkli konsantrasyonunda (0, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3 M) glikoz iceren
MM9 broth besiyerlerine 1/100 oraninda inokiile edilmistir. Bakteri kulturleri 37°
C’de 225 rpm’de 48 s inkube edildikten sonra 10.000 rpm’de 5 dk santrifij
edilmistir. Elde edilen siipernatantlarda salinan siderofor miktar1 630 nm absorbans
degerinde Olciilerek siderofor iiretim yiizdesi belirlenmistir. Farkli glikoz
konsantrasyonlar1 ile siderofor {iretiminin hiicre biliylimesi ile iligkisini belirlemek
amaci ile belirtilen zaman araliklarinda bakteri kiiltiirlerinden 1 ml 6rnek alinarak
OD600’de hiicre yogunlugu Olgiimleri yapilmigtir. Deneyler en az 3 kez tekrar
edilmistir.

4.2.4.6. Inokiilasyon Miktarinin Siderofor Uretiminine Etkisi

Bakterilerde inokiile edilen bakteri miktarinin siderofor Gretimi tzerinde etkisi
bulunmaktadir. Inokiilasyon miktarmin siderofor iiretimindeki iizerindeki etkisini
incelemek amaci ile 6n kiiltiire alinan Bacillus cereus bakterisi 0.5, 1, 1.5, 2, 3,
4/100 ml oranlarinda demir igermeyen MM9 besiyerlerine inokiile edilmislerdir.
Bunu takiben bakteri kultrleri 37 °C’de 225 rpm’de 48 s inkiibe edildikten sonra
10.000 rpm’de 5dk santrifiij edilip hiicre pelletinin ¢okmesi saglanmistir. Bakteri
kilturlerinden elde edilen stpernatantlardan her biri ile Chorome Azurol S sivi

deneyi yapilmis ve siderofor miktar1 630 nm absorbans degerinde Olgiilerek
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bakterilerin  siderofor Uretim yizdeleri belirlenmistir. Farkli inokiilasyon
miktarlarindaki siderofor iiretiminin hiicre biiylimesi ile iligkisini belirlemek amaci
ile belirtilen zaman araliklarinda bakteri kiiltiirlerinden 1 ml Ornek alinarak
0OD600’de hiicre yogunlugu oOlglimleri yapilmistir. Deneyler en az 3 kez tekrar

edilmistir.

4.2.5. Hiicresel Demir Aliniminin Saptanmasi

Hiicresel demir aliniminin saptanmasi amactyla hazilanan Bacillus cereus 0n
kaltura, farkli konsantransyonlarda FeCls iceren (0, 1, 2, 5 ve 5 uM) MM9 sivi
besiyerlerine (pH 6,5) 1/100 oraninda inokiile edilmistir. Bakteri kiiltiirleri 37 °C’de
225 rpm’de 72 s inkibe edilmistir. Blylyen bakteri kultirlerinden 24 s araliklarla
alman Ornekler (10 ml), 10.000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Elde edilen
stipernatantlar optik emisyon spektrometresinde demir icin 6ngorilen emisyon hatti
degeri olan 238.204 nm’de okutulmustur. Elde edilen degerler ile bakteri
kalturlerinin mevcut ortamdaki demir miktarinin absorblama yiizdesi hesaplanmustir.
Deneyler en az 3 kez tekrar edilmistir. Optik emisyon spektrometresindeki ¢aligmalar
GYTE Cevre Miihendisligi Anabilim Dali Inorganik Enstriimental Analiz
Laboratuvarinda gerceklestirilmistir. Ayrica farkli demir konsantrasyolardaki hiicre

yogunlugu ve siderofor Uretimi daha 6nce belirtildigi sekilde 6lgiilmiistiir.

Sekil 4.1: Optik emisyon spektrometresi.
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5. BULGULAR

5.1. Siderofor Uretimi

5.1.1. Chrome Azurol S Agar Deneyi

Sideroforlar diisiikk demir stresi altinda salgilanan demir-spesifik bilesiklerdir.
Oncelikle calismamizda siderofor iiretimini belirlemek icin Bacillus cereus/B.
thuringiensis 235/iK3, Bacillus cereus/B. thuringiensis A77/K-1, Bacillus cereus
DSM 4312 ve Pseudomonas aeruginosa PO1 suslar1 CAS agar platelere kirdanla
delme ekim teknigi ile transfer edilmistir. 168. saat sonunda siderofor iiretimine bagl
olarak bakteri kolonilerinin etrafinda olusan turuncu renkli zonlar Sekil 5.1°de
gosterilmistir. Elde ettigimiz sonuglara gore tim Bacillus turlerinde siderofor Gretimi
gozlenmistir. Siderofor iiretimini kendi aralarinda derecelendirdigimizde en yiiksek
siderofor uretimi Bacillus cereus DSM 4312 bakterisinde (8 mm), en az siderofor
uretimi ise Bacillus cereus/B. thuringiensis A77/K-1 (4 mm) bakterisinde
g6zlenmistir (Tablo 3.1).

Ayn1 zamanda CAS agar platelerinde biyuyen bakteri kolonilerinin siderofor
tiretimine bagl olarak olusturdugu turuncu zonlarin yarigaplar1 24 saat araliklarla
Ol¢tilmiistiir. Siderofor Oretiminin zaman bagh grafigi Sekil 5.2° de gosterilmistir.
Bu verilere gore Bacillus cereus DSM 4312, Pseudomonas aeruginosa POl ve
Bacillus cereus/B. thuringiensis A77/K-1 bakterilerinin siderofor Uretimi 48. saate
kadar hizla artmis, 48-144 saatleri arasinda ise iiretim hizi yavaslamistir. Siderofor

Uretimi tim bakteri turlerinde 144. saatten sonra sabitlenmistir.
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Sekil 5.1: Chorome azurol s agar deneyi sonuglar1 a) Kontrol b) Bacillus cereus/B.
thuringiensis 235/1K3 c) Bacillus cereus/B. thuringiensis A77/K-1 d) Bacillus cereus
DSM 4312 e) Pseudomonas aeruginosa POL1.
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Tablo 5.1: Siderofor Gretiminin CAS agarda derecelendirilmesi.

Bakteri Tarleri CAS Agar
Bacillus cereus DSM 4312 ++
Bacillus cereus/B. thuringiensis 235/IK3 | +

Bacillus cereus/B. thuringiensis A77/K-1 | +
Pseudomonas aeruginosa PO1 +++

(-) 0 mm, (+) 0-5 mm, (++) 6-10 mm, (+++) 10-15mm

16

—_
=

>

Siderofor tiretimi (mm)

-

-
=

ez

=#=Bacillus cereus DSM 4312

== Pseudomonas aeruginosa P01
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0 | A T T T
0 24 48 n 9%

nkiibasyon Siiresi (5)

120

144 168 Bacillus cereus/ B. Thuringiensis 235/k3

=== Bacillus cereus/B. thuringiensis A77/K-1

Sekil 5.2: CAS agar {izerinde zamana bagli siderofor iiretimi.
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5.1.2. Chrome Azurol S Siv1 Deneyi

Bakteri kiiltiirlerinin sivi besiyerine salgiladiklari sideroforlarin tespiti igin
Chrome Azurol S sivi deneyi yapilmustir. Elde ettigimiz sonuglar Sekil 3.3’de
gosterilmistir. Bu sonuglara gére, Bacillus cereus DSM 4312 ve pozitif kontrol
amagh  kullandigimiz  Pseudomonas aeruginosa PO1 bakterilerinde CAS
soliisyonunun mavi olan rengi turuncuya doniismiistiir ve Chrome Azurol S sivi
deneyi pozitif sonug vermistir. Bacillus cereus/B.thuringiensis 235/iK3 ve Bacillus
cereus/B. thuringiensis A77/K-1 bakterilerinde ise renk degisimi gozlenmemistir.
Bakterilerin Chrome Azurol S sivi deneyi sonucunda siderofor Gretiminin

derecelendirilmesi Tablo 5.1.’te gosterilmistir.

Sekil 5.3: Chrome azurol s sivi deneyi sonuglar1 a) Kontrol b) Pseudomonas
aeruginosa POL1 c) Bacillus cereus/B. thuringiensis 235/IK3 d) Bacillus cereus/B.
thuringiensis A77/K-1 e) Bacillus cereus DSM 4312.
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Tablo 5.2 CAS s1vi deneyinde siderofor Uretiminin derecelendirilmesi.

Bakteri Turleri CAS

Bacillus cereus DSM 4312 +

Bacillus cereus/thuringiensis 235/IK3 -

Bacillus cereus/thuringiensis A77/K-1 -

Pseudomonas aeruginosa PO1 4+

(-) Mavi, (+) Kirmizi-Mavi, (++) Kirmizi, (+++) Turuncu - Sari

5.1.2.1. Siderofor Uretim Yzdesinin Belirlenmesi

Siderofor Gretim miktarim1  belirlemek amaciyla CAS sivi  deneyi
gergeklestirilmistir. Mavi olan CAS soliisyonunun turuncu renge degisimi boyadan
demirin sideroforlar tarafindan uzaklastirilmasi sonucu gerceklesmektedir. Buna
bagl olarak CAS rengindeki degisim oran1 A630 nm dalga boyunda 6l¢iilmiis ve
siderofor birim yizdesi hesaplanmistir. Elde ettigimiz verilere gore siderofor Gretimi
yuzdesi pozitif kontrol olarak kullandigimiz Pseudomonas aeruginosa PO1
bakterisinde % 87, Bacillus cereus DSM 4312 susunda ise % 22.3 olarak
belirlenmistir. Denizden izole edilmis olan Bacillus cereus/B. thuringiensis 235/IK3
ve Bacillus cereus/B. thuringiensis A77/K-1 bakterilerinde ise Chrome Azurol S sivi
deneyi sonucunda renk degisimi gozlenmemis ayni zamanda 630 nm dalga

boyundaki 6lctiimlerde sonug elde edilmemistir.

5.2. Maksimum Siderofor Uretim Zamammmn Belirlenmesi

Inkiibasyon siiresinin siderofor Gretimine etkisini belirlemek amaciyla Bacillus
cereus DSM 4312 susu demir icermeyen MM9 besiortaminda 96 s inkiibe edilmistir.
Hiicre yogunlugu, hiicre kiiltiirii kullanilarak 600 nm dalga boyunda ol¢lilmiistiir.
Supernatant ise siderofor konsantrasyonunu belirlemek amaciyla CAS sivi deneyinde
kullanilmis ve 630 nm dalga boyunda Olglilmiistiir. Biiyiime egrisinin siderofor
uretimi ile iliskisini izlemek, siderofor tretiminin baslangicini ve en yiiksek iiretim
zamaninin belirlenenmesinde yardimci olmaktadir. Elde ettigimiz sonuglara goére

siderefor Oretimi, 16. saate kadar hiicre biiylimesine paralel olarak artis gostermistir
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(Sekil 5.4). 16-24 saatleri arasinda hlcre biyumesinin durgun evreye girmesine
karsilik siderofor iiretimi artis gostermistir. 24-48 saatleri arasinda ise hiicre
biiyiimesinde azalma olurken siderofor iiretiminde artis gozlenmistir. En ylksek
siderefor Uretimiise hiicrelerin 6liim evresine bulundugu 48. saatte % 19,4 olarak

tespit edilmistir.

25 3,5

Siderofor Birimi (%)
Buytme Miktari (OD 600 nm)

0 4 8 12 16 20 24 48 72 96
inkibasyon Saresi (s)

Sekil 5.4: Zamana bagli siderofor iiretimi.

5.3. Siderofor Tipinin Belirlenmesi

Bacillus cereus DSM 4312 bakteri susunun hangi tip siderofor irettigini
belirlemek amaciyla katekolat tipi sideroforlar igin pozitif sonu¢ veren Arnow
metodu ve hidroksamat tipi sidereoforlar icin pozitif sonu¢ veren Csaky metodu
uygulanmistir. Arnow metoduna gére siderofor iceren solisyon, nitrit-molibdat
aytracinin ilave edilmesi ile sar1 renge doniismektedir (Sekil 5.5a). Olusan sar1 renk
ise fazla miktarda sodyum hidroksit varliginda turuncu-kirmizi renge dontismektedir.
Sekil 5.5b ’de goriildigi gibi siderofor igermeyen kontrol grubu ile

karsilastirildiginda Bacillus cereus DSM 4312 susunun iirettigi sideroforun katekolat
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tipi oldugunu tespit edilmistir. Arnow metoduna gore Bacillus cereus siderofor
ornegi 510 nm’de 0.038 olarak o6lgiilmiistiir.

Sekil 5.5: Arnow Testi sonuglar1 a) Birinci asama b) ikinci asama

Siderofor tipinin belirlenmesi i¢in kullandigimiz ikinci test Csaky metodudur.
Hidroksamat tipi sideroforlarin belirlenmesinde kullanilan bu method Bacillus cereus

DSM 4312 bakterisinin iirettigi siderofor 6rnegi ile negatif sonu¢ vermistir.
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5.4. Siderofor Uretimininin Optimizasyonu

5.4.1. Farkh Demir Konsantrasyonlarinin Siderofor Uretimine
Etkisi

Demir konsantrasyonunun blyltme ve siderofor Uretimi (zerine etkisini
belirlemek amaciyla Bacillus cereus DSM 4312 susu farkli oranlarda FeCls iceren
MM9 besi ortaminda 37 °C’da 48 s biiyiitiilmiis ve siderofor iiretimi daha once
belirtildigi sekilde oOlcililmiistiir. Farkli demir konsantrasyonlarina bagli olarak
siderofor tiretimi ve hiicre biiyiime grafigi Sekil 5.6’da gosterilmistir. Elde ettigimiz
sonuclara gore maksimum siderofor dretimi (% 35,2) igin optimum demir
konsantrasyonu 1 uM FeCl; olarak belirlenmistir. Ancak 1 pM’mn tizerindeki demir
konsantrasyonlarinda hiicre biiylimesinde artis olmasina ragmen siderofor Gretiminde

azalma gozlenmistir.
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Sekil 5.6: Demir konsantrasyonlarinin siderofor Gretimine etkisi.
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5.4.2. Sicakhgin Siderofor Uretiminine EtKkisi

Sicakligin siderofor retimine etkisini belirlemek amaciyla Bacillus cereus
DSM 4312 susu farkli sicakliklarda, demir icermeyen MM9 besi ortaminda 48 s
inkiibe edilmistir. Genel olarak Bacillus tiirleri i¢in biiyiime sicakliginin 30-37 °C’de
oldugu bilinmektedir. Elde ettigimiz sonuglara gére siderofor retimi genel olarak
sicakliga bagl olarak artis gdstermistir (Sekil 5.7). 30 °C’de siderofor Uretimi (23 %)
23 °C gore % 12 oraninda artis gdsterirken, maksimum siderofor tretimi (% 30)
optimum biiyiime sicakligi olan 37 °C’de goriilmiistiir. 37 °C’nin (zerindeki

sicakliklarda ise siderofor tretimi % 15 oraninda azalmstir.

35 35

Siderofor Birimi (%)
Bliylme (OD 600 nm)

mmm Siderofor Birimi

—e—Blyime Miktar

Sicaklik C°

Sekil 5.7: Sicakligin siderofor iiretimine etkisi.

5.4.3. pH’1n Siderofor Uretimine Etkisi

Yerylizeyinde pH’nin nétralden alkaliye dogru olan araliklarinda demir
¢oziinmiis olarak bulunmaktadir. Demirin bakteri besi ortaminda da ¢6ziiniirligi pH
tarafindan etkilenmektedir. Bu anlamda pH’nin biiyiime ve siderofor (retimine

etkisini belirlemek amaciyla Bacillus cereus DSM 4312 kiltirleri pH 4-12
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araliklarinda MM9 besi ortamlarinda 48 s biiyiitiilmiistir. Bu c¢alismamizda, en
yuksek hiicre buyumesi siderefor iiretimin az oldugu (% 5,2) pH 5,0 de gozlenirken
maksimum siderofor Gretimi ise % 24 olarak biiytimeni azaldigi pH 6,5 de
gozlenmistir (Sekil 5.8). Hicre biyumesi ve siderofor tretimi notral ve alkali pH

degerlerinde ise hizl1 bir sekilde azalmistir.
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Sekil 5.8: pH’1n siderofor {iretimine etkisi.

5.4.4. Karbon Kaynaklarmn Siderofor Uretiminine Etkisi

Kolaylikla asimile edilebilen sekerler bakterinin daha hizli biiylimesini
saglamakta ve dolayisiyla siderofor gibi ikinci metabolitlerin Gretimi artmaktadir. Bu
amacla, son konsantrasyonu 1 M olacak sekilde ayr1 ayr1 ilave edilmis
monosakkaritler (glikoz, fruktoz, galaktoz, mannitol) ve disakkaritler (laktoz, stikroz)
iceren, demir igermeyen 6 farkli MM9 besiyeri hazirlanmistir. Her bir besiyeri
(pH6.5) 37 °C’de 48 s inkiibe edilmis ve siderofor dlciimii daha dnce aciklandig
sekilde yapilmistir. Monosakkaritlerden glikoz ve fruktoz hem blylUmeyi (sirasiyla
2,3 ve 2,35) hem de siderofor Uretimini (sirasiyla % 44 ve % 43) desteklemistir.

Ayrica mannitol ve slikrozun ayr1 ayri bulundugu besi ortamlarinda biiyiime
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baskilanirken (sirasiyla 1,07 ve 0,7) siderofor iiretimlerinde (sirasiyla % 34 ve %
29,4) artis gozlenmistir (Sekil 5.9).

Siderofor Birimi (%)
N
a

Buyime (OD 600 nm)
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0 n
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Karbon Kaynaklar

Sekil 5.9: Karbon kaynaklarinin siderofor tretimine etkisi.

Hucre buyumesini desteklemekle beraber en yiiksek siderofor Gretimini
saglayan karbon kaynagi glikoz olarak tespit edilmistir. Glikozun farkli
konsantrasyonlarda biyime ve siderofor Uretimine etkisine baktigimizda, Sekil
5.10°da goriildiigii gibi maksimum buyime (2.0) ve maksimum siderofor dretimi (%

33) 1.5 M glikoz konsantrasyonu varliginda tespit edilmistir.
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Sekil 5.10: Glikoz konsantrasyonunun siderofor tretimine etkisi.
5.4.5. Inokiilasyon Miktarmin Siderofor Uretimine Etkisi

Inokiile edilen hiicre miktari, hiicre biiyiimesini hiicre yogunlugunun hizli bir
sekilde artis gosterdigi logaritmik faza gecis siiresini etkileyerek gergeklestirdigi
bilinmektedir. Bu amacla, inokilasyon biyiikligiiniin siderofor Gretimine etkisini
belirlemek icin demir icermeyen 100 ml MM9 besi ortamlar1 farkli inokiilasyon
miktarlar1 ( % 0.5, 1, 1.5, 2, 3, 4) ile ayr1 ayr1 inokiile edilmis ve 37 °C’de 48 s
inkiibe edilmistir. Biliylime oranlar1 ve siderofor olgiimii daha once agiklandigi
sekilde yapilmistir. % 0,5-1,5 ml inokiilasyon oranlarinda hiicre yogunlugu ayni
kalmakla beraber (yaklasik 1,85) artan inokiilasyon oranina paralel olarak kismi
siderofor artis1 gozlemlenmistir. % 2-4 ml inokiilasyon oranlarinda ise artan
inokiilasyon miktarina karsilik hiicre yogunlugunda % 0,25 oraninda azalma ancak

siderofor iiretiminde yaklasik % 5 oraninda artis gozlemlenmistir (Sekil 5.11).
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Sekil 5.11: Inokiilasyon miktarmnin siderofor iiretimine etkisi.

5.5. Hiicresel Demir Aliniminin Saptanmasi

Bacillus cereus DSM 4312 susunun farkli demir konsantrasyonlarinda
besiortamina salgilanan siderofor tretimini belirlemekle beraber siderofor ile birlikte
hiicre i¢ine alinan demirin miktarinin saptanmasi i¢in ICP-OES cihazi kullanilmstir.
ICP-OES cihazindaki 6l¢iim sonuglarina gore; bakteri kilttrlerin en yiksek demir
almim1 48.saate gozlenirken en az metal alinimi 72.saate saptanmistir (Sekil 5.12).
En yiiksek demir aliniminin 48. saatte gergeklesmesi, maksimum siderofor iiretimini
belirlemek i¢in yaptigimiz arastirmalar sonucunda elde ettigimiz bulgularla uyumlu
oldugu saptanmugtir.  Bakteri  kdltirlerinin  48. saatte, farkli  demir
konsantrasyonlarindaki demir alinimi sonuglarina gore en yiiksek demir kazanimi 1
UM (% 63) konsantrasyondaki bakteri kiiltiirlerinde gézlenirken en diisiik demir

kazanimi ise 5 UM (% 40.7) konsantrasyonda gozlenmistir.
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Sekil 5.12: Demir konsantrasyonlarina ve zamana bagli demir alinimu.
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Sekil 5.13: Demir absorbsiyonunun siderofor tretimi ile karsilastiriimasi.
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6. TARTISMA ve SONUC

Bu tez ¢alismas1 Bacillus cereus/B. thuringiensis 235/iK3, Bacillus cereus/B.
thuringiensis A77/K-1, Bacillus cereus DSM 4312 ve Pseudomonas aeruginosa PO1
bakterileri tarafindan Uretilen sideroforun tespiti ve Bacillus cereus DSM 4312
bakterisinin siderofor iiretimini etkileyen g¢evresel sartlarin optimizasyonunu
kapsamaktadir.

Tez calismamizda Bacillus tiirleri tarafindan tiretilen sideroforlarin tespiti igin
Chrome azurol sulfonate (CAS) deneyi yapilmistir. Deneylerimizde yiiksek oranda
siderofor tirettigini bildigimiz Pseudomonas aeruginosa PO1 bakterisi pozitif kontrol
olarak kullamilmustir.  Siderofor tayini  6ncelikle CAS agar platelerinde
gerceklestirilmistir ve tiim Bacillus tiirlerinde siderofor varligin1 gosteren turuncu
renkteki zonlar gézlemlenmigtir. Ancak CAS agar deneyi Oncelikle sideroforlarin
tespiti i¢in bir tarama testi oldugundan bakterilerin CAS agar plateleri (zerinde
olusturduklar1 kolonilerin biiylikleri arasindaki fark ihmal edilmistir. CAS agar
platelerinde goézlenen turuncu siderofor halkalarin1 derecelendirmek amaciyla 24 s
araliklarla 7 giin zon yarigaplar1 Ol¢iilmiistiir. Bu sonuglara gére Pseudomonas
aeruginosa POl (14 mm) bakterisi ile karsilagtirdigimizda en yiiksek siderofor
uretimi Bacillus cereus DSM 4312 (8 mm) bakterisinde gozlenmistir. Bacillus
cereus/B. thuringiensis A77/K-1 ve Bacillus cereus/B. thuringiensis 235/IK3
bakterilerinde ise olusan zonlar sirasiyla 4 ve 5 mm olarak Sl¢iilmiistiir. CAS agar
plate lizerinde zamana bagl siderofor iiretimine baktigimizda tiim Bacillus turlerinde
siderofor tiretimi 48. saate kadar hizla artmis, 48-144 saatleri arasinda ise tiretim hizi
yavaslamigtir. Ayn1 bakteriler i¢in uyguladigimiz Chrome Azurol Sulfonate (CAS)
sivi deneyinde ise sadece Bacillus cereus DSM 4312 bakterisi pozitif sonug
vermistir. Bu durumun sebebinin ¢ok daha ayrintili optimizasyon deneyleri yapilmasi
gerektiginden dolay1 oldugu diisiiniilmektedir.

Potansiyel siderofor iireten izolatlarin demirsiz MM9 sivi besi ortamina
salgiladiklar1 siderofor miktarlar1 belirlenmistir. Bu amagla, Oncelikle salgilanan
sideroforun CAS solusyonundaki (1 Mm Fe solisyonu + Piperazine buffer +
HDTMA ) demire yiiksek afinite ile baglanmasi sonucu meydana gelen renk kaybini
6lgmeye dayanan CAS sivi deneyi yapilmis ve elde edilen veriler [(Ar -As)/Ar] x

100 formlu kullanilarak siderofor birim yiizdesi hesaplanmistir. Bu sonuglara gore
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pozitif kontrol olarak kullandigimiz Pseudomonas fluorescens bakterisinde % 87
oraninda siderofor iiretimi gozlenirken Bacillus cereus DSM 4312 bakterisinde %
22.3 olarak tespit edilmistir. Bacillus cereus/B. thuringiensis 235/IK3 ve Bacillus
cereus/B. thuringiensis A77/K-1 bakterilerinde ise yaptigimiz Ol¢iimler sonucu
degerlendirilecek veri elde edilememistir. Bu nedenle tez calismamiza literatiir
taramalarina gore daha Once siderofor liretim optimizasyonu yapilmamis olan
Bacillus cereus DSM 4312 bakterisi ile devam edilmistir.

Bacillus cereus DSM 4312 tarafindan iiretilen sideroforun kimyasal olarak
karakterize edebilmek icin katekol ve hidroksomat tipi sideroforlarin tespitinde
kullanilan sirasiyla Arnow ve Csaky metodlar1 kullanmilmistir. Bacillus cereus
bakterisi ile daha 6nce Park ve arkadaglar1 tarafindan yapilan ¢alismada bu bakterinin
katekol tipi siderofor {irettigi bilinmektedir [Park et al., 2005]. Calismamizda
Bacillus cereus DSM 4312 susu ile yaptigimiz Arnow testi sonuglarma gore bu
bakterinin katekol tipi siderofor iirettigini desteklenmistir. Csaky deneyi sonucunda
ise kiiltiir siipernatantinda hidroksamat tipi siderofor tespit edilmemistir.

Bacillus cereus bakterisinin maksimum siderofor {iretim zamanini belirlemek
amaciyla demir icermeyen MM9 besi ortaminda biiyiitiilerek zamana bagl buyiume
grafigi elde edilmis ve belirli araliklarla alinan siipernatant 6rnekleri kullanilarak
siderofor iiretim yiizdeleri hesaplanmistir. Sideroforlarin biliyiikk ¢ogunlukla
eksponensial fazda Uretildikleri ve durgun fazda sabit olarak devam ettikleri,
ilerleyen zamanla beraber bakterinin besini tiketmesi ve hicrelerin pargalanmaya
baslamasi sonucu siderofor konsantrasyonu diistiigii bilinmektedir [Kalinowski et al.,
2000]. Yaptigimiz calismada benzer olarak siderofor tiretimi eksponensial fazda artis
gostermistir. Hlcreler 16-24. saatleri arasinda durgun faza girerken siderofor
tiretiminde artis devam etmistir. En yiiksek siderefor iiretimi ise hicrelerin 6lim
evresinde bulundugu 48. saatte % 19,4 olarak tespit edilmistir.

Maksimum siderofor Gretimi elde edebilmek icin siderofor Gretimini
etkileyecek  sartlarin  optimizasyonu  gerekmektedir. Bu amacla demir
konsantrasyonu, sicaklik, pH, karbon kaynaklari ve uygun inokiilasyon miktarlarin
siderofor Uretimine etkileri aragtirilmis ve optimum kosullar belirlenmistir.

Demir elementi tiim canlilarin biiylimesi i¢in gerekli olan bir iz elementtir.
Yiiksek demir sartlarinda siderofor ekspresyonunu baskiladigi fakat organizmalarin
biiyiimesi i¢in ortamda diisiik miktarda demirin gerekli oldugu bilinmektedir

[Neiland et al., 1987]. Demirin biiyliime ve siderofor iiretimi ile iligkisini belirlemek
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amaciyla farkli demir konsantrasyonlarindaki MM9 besiyerlerinde buyutilen B.
cereus bakterisinin es zamanli biliylime ve siderofor Olgiimleri yapilmistir. Elde
ettigimiz sonuglara gére maksimum hiicre biiylimesi 5 uM demir konsantrasyonunda
gergeklestiriken en yiiksek siderofor iiretimi biiylimenin de desteklendigi 1 uM demir
konsantrasyonunda oldugu tespit edilmistir. 5 uM’in iizerindeki demir
konsantrasyonlarinda ise biiyiime azalmakla birlikte siderofor Uretimi de giderek
azalmistir. Benzer sekilde Tailor ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismalar
sonucunda Pseudomonas fluorescens bakterisi yiiksek siderofor dretimini (% 96) 1
uM demir konsantrasyonunda saptanmistir. Demir konsantrasyonlari artmasi ile
birlikte siderofor iiretiminde azalma belirlenmistir. En az siderofor iiretim yiizdesi 20
MM demir iceren ortamda biylyen bakteri kiiltiirlerinde saptanmustir [Tailor and
Joshi, 2012]. 2012 yilinda Murugappan ve arkadaslar1 tarafindan Pseudomonas
putida ile yapilan bir ¢aligmada en yiiksek siderofor iiretimi (% 20) 2 puM
konsantrasyonda en az siderofor Gretimi ise (% 4) 16 UM demir konsantrasyonunda
gbzlenmistir [Murugappan et al., 2012]. Cabaj ve arkadaslar1 Bacillus silvestris ve
Micrococcus luteus ile yaptigi calismada en yiiksek siderofor miktart 0.04 uM demir
konsantrasyonundaki en az siderofor miktar1 ise 50 uM demir konsantrasyonunda
saptanmistir [Cabaj and Kosakowska 2007].

Siderofor Gretimini etkileyen cevresel etmenlerin en 6nemlilerinden biri
sicakliktir. Bakterinin optimum biiyiime sicakli§i ayn1 zamanda optimum siderofor
tiretiminin gozlendigi sicakliktir. Bakterilerin buylme ortamin sicakligt optimum
sicakliktan uzaklastikca siderofor {iretimindede genel olarak bir disiis
g6zlenmektedir [Tailor and Joshi, 2012]. Sicakligin blylme ve siderofor Gretimi ile
iliskisini belirlemek amaciyla Bacillus cereus DSM 4312 bakterisi demir icermeyen
MMO besi ortaminda farkli sicakliklarda 48 s biiyiitiildiikten sonra es zamanli olarak
biiyiime ve siderofor dlglimleri yapilmistir. En yuksek siderofor dretiminin (% 30)
oldugu sicaklik derecesi 37 °C olarak belirlenmistir.

Demirin ¢6ziiniirligiinde pH’1in 6énemli bir rol oynadigi bilinmektedir ve bu
baglamda ortamdaki demirin mevcudiyeti organizmanin gelisimini etkilemektedir.
Notral pH’da demir ¢oziinmemis durumdadir bu sebeple bakterilerin blytmesi igin
uygun degildir [Sayyed et al., 2011]. Ancak bu sartlarda olusan demir stresi siderofor
tiretimini arttirmaktadir. Artan ve azalan pH’lar ise demirin ¢éziiniimiinii arttirdigi
igin besi ortamindaki demir igerigini arttirmaktadir. pH’nin blylime ve siderofor

tretimi ile iliskisini belirlemek amaciyla Bacillus cereus DSM 4312 demir
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igermeyen MM9 besi ortaminda 37 °C’da farkli pH’larda 48 s biiyiitiildiikten sonra
es zamanlt olarak biliylime ve siderofor Olglimleri yapilmistir. Elde etti§imiz
sonuclara gére pH 4’de hem buyume hem de siderofor retimi gézlenmezken pH
5’de maksimum biiyiime gbzlemlenmistir. Maksimum siderofor {iretimi (% 24) ise
pH 6.5 olarak tespit edilmistir. Beklenildigi gibi artan pH degerlerine paralel olarak
demir ¢Ozlnlirliigiiniin artmasiyla siderofor iiretiminde ve biliylimede azalma
gozlemlenmistir. En disiik siderofor dretimi (% 1.3) ise pH 11 olarak tespit
edilmistir. Benzer sekilde pH 5’de demir ¢6ziiniirliigliniin artmasi1 bakterinin demir
kazanimini arttirmis dolayisiyla biliylimeyi de arttirmistir. Nagar ve arkdaslarinin
Pseudomonas aeruginosa ile yaptigi ¢alismada maksimum siderofor {iretiminin pH 7
oldugu belirlemislerdir [Nagar et al., 2011]. Benzer olarak Tailor ve arkadaslarinin
Pseudomonas fluorescens ile yaptigi ¢alismada en yiksek siderofor tretimi pH 7, en
az siderofor Uretimi ise pH 5 olarak belirlemislerdir [Tailor and Joshi, 2012].

Karbon kaynaginin yapisi siderofor Gretimini diizenleyen demir ihtiyaci
belirlemektedir. Kolay asimile edilebilen sekerler hizli biiylimeye sebep olmakta ve
dolayisiyla siderofor iiretimi artmaktadir [Tailor and Joshi, 2012]. Karbon
kaynaklarinin bitylime ve siderofor iiretimi ile iliskisini belirlemek amaciyla Bacillus
cereus DSM 4312, farkli karbon kaynagi iceren demirsiz MM9 besi ortaminda 37
°C’da 48 s biiyiitiildiikten sonra es zamanli olarak biiyiime ve siderofor &lgiimleri
yapilmistir. Elde ettigimiz sonuglara gore glikoz ve fruktoz gibi monosakkaritleri
igeren besi ortamlarinda siderofor Uretimi (sirasiyla % 44 ve % 43) biylmeye paralel
olarak artig gostermistir. Diger bir monosakkarit olan mannitol varliginda ise hiicre
biiylimesi baskilanmakla beraber siderofor iiretimi (% 34) artmistir. En diisiik
siderofor Uretimi ise bir dissakkarit olan laktoz (% 19) varliginda saptanmustir.
Benzer olarak, Sridevi ve arkadaslariin  Sesbania procumbens bakterisi ile
yaptiklar1 calismada, en ylksek siderofor dretimi mannitol (% 19) varliginda
gozlenirken en diisiik siderofor iiretimi ise siikkroz (% 10) varliginda saptanmistir
[Sridevi et al., 2008]. Pseudomonas fluorescens ile yapilan bir ¢alismada ise en
yuksek siderofor dretim yizdesi glikoz varliginda stespit edilmistir. En diisiik
siderofor iiretimi ise mannitol igeren bakteri kiiltiirlerinde belirlenmistir [Tailor and
Joshi, 2012].

Bacillus cereus DSM 4312 bakterisinin en yiiksek siderofor tiretimi gésterdigi
C kaynagi olarak tespit ettigimiz glikozun hangi konsantrasyonlarda maksimum

siderofor iirettigini belirlemek amaciyla farkli glikoz konsantrasyonlarinda siderofor
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Olciimleri yapilmistir. Elde ettigimiz sonuglara gére maksimum siderofor liretimi 1.5
M (% 33) glikoz varliginda en diisiik siderofor iiretimi ise glikoz icermeyen
besiortaminda (% 7.2) gbzlenmistir.

Inokiile edilen hiicre miktar1, hiicre biiyiimesini hiicre yogunlugunun hizli bir
sekilde artis gosterdigi logaritmik faza gegis siiresini etkileyerek gergeklestirdigi
bilinmektedir. Buna bagli olarak siderofor gibi sekonder metobilitlerin Uretimini
etkilemektedir. Bu amacla demir icermeyen MM9 besiortamlar1 farkli miktarlarda
onkiiltiir ile inokiile edilmistir. Bu sonuglara gore, % 2-4 oranindaki inokiilasyon
miktarlarinda hiicre biliylimesi ve siderofor iiretiminde biiyiikk bir degisiklik
gozlenmemekle beraber % 0.5-1.5 oranindaki inokiilasyon mikralarina gore hiicre
bliylimesindeki azalmaya ragmen siderofor iiretiminde kismi artig goriilmiistiir.

Bakteri hiicrelerinde siderofor Uretimine paralel olarak demirin siderofor ile
kompleks olusturmasi sonucu hiicre besiyerindeki demirin azalmasi beklenmektedir.
Hiicre besiyerindeki demirin siderofor tarafindan uzaklastirildigini desteklemek
amaciyla optical emission spectroscopy (ICP-OES) kullanilarak farkli zaman
araliklarinda ve farkli konsantrasyonlarda ortamdaki demir miktarlarinin 6l¢timii
yapilmistir. Bacillus cereus DSM 4312 bakteri kiiltiirlerinin; farkli demir
konsantrasyonlarinda siderofor tiiretimine bagli demir miktarlarindaki degisimin
belirlenmesi amaci ile ICP-OES cihazi kullanilmistir. Elde ettigimiz sonuglarina
gore, en ylksek Fe absorbsiyonu siderofor tiretimin de maksimum oldugu 48. saate
gozlenmistir.  Farkli demir konsantrasyonlarinda 48. saatte en yiuksek demir
alimimina baktigimizda en yiiksek demir absorbsiyonu yine maksimum siderofor
tiretiminin gozlendigi 1 UM Fe konsantrasyonunda (% 63) gozlenmistir. Ayni
zamanda artan demir konsantrasyonuna paralel olarak Fe absorbsiyonu azalmistir. Fe
absorbsiyonunun hiicre biiylimesiyle iliskisine baktigimizda ise Fe konsantrasyonu
arttikca hiicre biiylimesine ragmen Fe absorbsiyonu ve siderofor iiretimi azalmistir.
Sonug olarak artan demir konsantrasyonuna bagli olarak hiicre demire olan ihtiyaci
azalacagindan dolay siderofor iiretimine gerek duymamaktadir.

Tez c¢alismas1 kapsaminda sonug olarak; Bacillus cereus/B. thuringiensis
235/IK3, Bacillus cereus/B. thuringiensis A77/K-1, Bacillus cereus DSM 4312 ve
Pseudomonas aeruginosa PO1 bakterilerinde Chrome Azurol S testi pozitif olarak
sonu¢ vermistir. Bacillus cereus DSM 4312 ve Pseudomonas aeruginosa POl
Chrome Azurol S Liquid testi pozitif sonu¢ vermistir. Bacillus cereus DSM 4312

bakterisinin siderofor iiretimi i¢in optimum kosullar; 37°C’de, pH 6.5’ta, 1.5 M
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glikoz  varliginda, 3/100 oraninda inokiile edildiginde 1 pM demir
konsantrasyonunda 48. saat olarak belirlenmistir. Bacillus cereus DSM 4312
bakterisi Arnow testine pozitif, Csaky testine ise negatif sonu¢ vermistir ve dolayisi
ile katekol tipi siderofor iiretigi desteklenmistir. Hiicresel demir alinimi sonuglarina
gore; en yliksek demir kazanimi 48. saatte 1 uM demir konsantrasyonunda

saptanmistir.
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