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Onsdz

Bu proje K5 tipi 6ldlricli maya toksik proteini, panomycocin'in, yiksek
miktarlarda Gretimini ve izolasyonunu, insan patojenik maya ve mantar tiireri
uzerinde in vitro inhibasyon etkisinin tayinini ve ayrica turuncgil meyvelerinde hasat
sonrasi ¢curimeye neden olan patojenik mantarlar Gzerindeki in vifro ve in vivo
inhibasyon calismalarini kapsamistir. Yiksek miktarlarda elde edilen panomycocin'in
denenen tim insan patojen maya ve mantar tirleri (izerinde ve turunggillerde ise
glrimeye neden olan Bofrytis cinerea ve Penicillium tlrleri (izerinde yitksek 8ldiiriicl
etkisi oldugu bulunmustur.

Yukarida genel olarak agiklanan bu proje TUBITAK tarafindan desteklenmistir

(Proje no: 104T495).
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Abstract

Killer proteins which are produced and secreted into the environment by
certain yeast strains are considered as promising antifungal agents. In this study,
inhibitory activity of Pichia anomala NCYC 434 (K5) killer protein, panomycocin,
which is a 49 kDa glycoprotein with an exo-3-1,3-glucanase activity was tested
against 41 isolates of dermatophytes, 26 isolates of pathogenic yeasts and 6
different fungal strains causing post harvest spoilage in cit_rus fruits. MICs (Minimal
Inhibitory Concentration) were determined by a broth microditution method based on
the reference documents of Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). For
dermatophytes and post harvest pathogenic fungi, document M38-A and for the
human pathogenic yeast strains, document M27-A were used. For panomycocin MIC
determinations two end point criteria MIC-2 (prominent growth inhibition) and MIC-0
{complete growth inhibition) were recorded. All the tested human pathogenic fungi
isolates were found susceptible to panomycocin. For pathogenic yeast strains MIC-2
values were ranged from 0.25-4 pg/m! and MIC-0 values were ranged from 0.5-8
Hg/ml. For dermatophytes the values were 0.25-2 ug/ mil and 1-8 pg/ ml, respectively.
Among the tested post harvest pathogenic fungi, panomycocin showed inhibitory
activity against Bolrytis cinerea, Penicillium digitatum and Penicillium italicum. For
Botryfis cinerea, Penicillium digitatum and Penicillium italicum MIC-2 vaiués were
2.1, 3.3 and 2.6 pg/ml, respectively. MIC-0 value was 16 pg/ml for each strain.
These results showed that panomycocin is active against fungal strains that cause
infections in humans and citrus fruits and highlighted its probable use as an
antifungal agent in medicine and food protection.

Key words: K5-type yeast killer toxin, panomycocin, MIC value, dermatophytes,

pathogenic yeasts, post-harvest pathogenic fungi,




Ozet

Baz) maya suslan tarafindan tretilen ve ortama salinan &ldiriici proteinler
potansiye! antifungal ajanlar olarak 6ngériilmektedirler. Bu ¢alismada exo-beta 1,3
glukanaz aktivitesine saﬁip, 49 kDa'luk bir glikoprotein olan Pichia anomala NCYC
434 (K5) oldurici toksini, panomycocin'in  6ldirlci aktivitesi, 41 dermatofitik izolat,
26 patojenik maya izolati ve hasat sonrasi turunggillerde ¢irimeye neden olan 6
farkli mantar susuna karsi denenmistir. Minimum inhibasyon konsantrasyonu (MiK)
sivi mikrodilusyon ydntemiyle CLSI'nin (Clinical and Laboratory Standard Institute).
referans dokiumanlari baz alinarak belirlenmistir. Derfnatofitik izolatlar ve hasat
sonras! patcjen mantarlar icin M38-A, patojenik maya mantarlan icin M27-A
dékiimanlar kullanimistir. Panomycocin MIK tayinleri igin iki kriter belirlenmistir; MiK-
2 (belirgin bliyiime inhibasyonu) ve MiK-0 (tam biliyiime inhibasyonu). Test edilen
bitun insan patojenik maya ve mantar izolatlarinin panomycocin'e duyarl oldugu
bulunmustur. Patojenik maya mantarlari igin MIK-2 degerleri 0.25-4 ug/ml ve MIK-0
dederleri 0.5-8 ug/ml araliklarindaydi. Bu degerler dermatofitler igin sirasiyla 0.25-2
ug/ ml ve 1-8 g/ ml olarak bulunmustur. Panomycocin, test edilen hasat sonrasi
patojenik mantarlar arasinda, Botrytis cinerea, Penicillium digitatum ve Penicillium
ftalicum suslarina karsi inhibasyon etkisi gostermistir. Botrytis cinerea, Penicilfium
digitatum ve Penicillium italicum igin MIK-2 degerleri sirastyla 2.1, 3.3 and 2.6 pg/mi
olarak, MIK-0 degeri ise her sus icin 16 pg/ml olarak bulunmustur. Bu sonuglar
panomycocin'in  insanlarda ve turuncgillerde enfeksiyonlara neden olan mantar
suglarina karsi aktif oldugunu géstermis, tip alaninda ve gida korumasinda muhtemel
antifungal ajan olarak kullanim olasiligini gtglendirmistir.

Anahtar kelimeler: K5-tipi ¢ldiriici maya toksini, panomycocin, MIK degeri,

dermatofit, pathojen maya, hasat sonrasi patojen mantariari,




e

Giris
Bazi maya suslart belirli sartlar altinda ortama duyarli hiicreleri inhibe edici
polipeptid toksinler salarlar. Bu tip mantarlara 6lduriici mantarlar ve saldiklari
toksinlere oldurict proteinler veya oldiiriicti toksinler adi verilmistir.  Oldiiriici
mayalar etki spektrumu ve immdinite reaksiyonlarina gére 11 degisik tip altinda
siniflandiriimiglardir  (K1-K11). Bu toksinlerin  hassas hiicreler (izerindeki etki

mekanizmasi farkliliklar gésterir. Bazilar membran gecirgenligini degistirir ya da DNA

sentezini veya hiicre boluinmesini G1 fazinda durdurur digerleri ise hiicre duvarindaki
B-1,3-glucan yaprsini hidrolize eder veya sentezini engeller. Memeli hiicreleri hacre
duvarina sahip oimadidt igin yeni ve seciciligi yiiksek antifungallarin arasgtirma ve -
gelistiritmesi mantarlarin hiicre duvan bilesenlerini hedef teskil eden ajanlar Uzerinde
yogunlagsmaktadir. Pichia anomala NCYC 434 hiicrelerinin insan ve bitki patojenik
mantariari ile etkilesimleri incelenerek yapilan galismalarda bu susun test edilen
patojenlere karsi cok kuvvetli inhibe edici etkisi oldugu bulunmus ve bundan dolay
P.anomala NCYC 434 hiicreleri tarafindan tiretilen toksik proteinin medikal alanda ve
bitki korumasinda dogal antifungal ajan olarak kullanimasi o6ngérilmastar.
Laboratuarimizda yaptigimiz galismalarda, P.anomala sugunﬁn dldiricl etkisinden
sorumlu olan K5 tipi ldir{ici toksinin biyokimyasal karakterizasyonu sonucunda, bu
toksik proteinin tip ve gida alaninda kullanim igin uygun sicakik ve pH sartlarinda
aktivitesini koruyan bir exo-B-1,3-glukanaz oldugu bulunmustur. K5 tipi éldiriici
proteinin duyarl hﬁcrelerin, hicre duvarlanindaki B-1,3 glukan yapisini hidrolize etme
‘6zelligi, bu proteinin secici bir antimikotik ajan olarak kullanimini énemli dlciide
arttirmaktadir.  Bu calisma K5 tipi toksik proteinin endustriyel alanlarda
kullanifabilmesi amaciyla yitksek miktarlarda Gretilip saflastinimasint, sistemik ve

lokal mantar enfeksiyonlarina sebep olan Candida ve dermotofit turleri ve




turunggillerde hasat sonrasi bozulmaya sebep olan bitki patojen mantarlar
Uzerindeki etki spektrum analizleri, MiK tayinieri, hiicre 6ldirme kinetik ¢aligsmalarint

igermektedir.

Genel Bilgiler

Bazi maya suslarn ortama protein yapida toksinier salarlar; bu foksinler degisik
mantar cins ve turlerinin yani sira Gram (+) bakterilerin byGmelerini inhibe eder. Bu
toksinlere &ldiriic maya proteinleri, bu suslarada élduruct mayalar denilir (Palfree
ve Bussey ,1979; Radler and Schmitt,1987; Bussey et al. ,1990; izgii et al. ,1997).

Bu oldirich fenotipler ilk defa Bevan ve Makover tarafindan 1963 yilinda
Saccharomyces cerevisiae® da bulunmustur. Daha sonra yapilan c¢altsmalar
Hansenula, Kluyveromyces, Pichia ve dider cinslere ait tirlerde de &ldurlict fenotipin
varligini gostermistir (Phillskrik ve Young,1975; Starmer et al.,1987; Kazantseva ve
Zimina 1989). |

Oldirlicli maya proteinleri etki spektrumu ve immunite 6zellikierine gore
degisik tipler altinda siniftandinimislardir (K1 - K11) (Rogers ve Bevan, 1978; Young
ve Yagiu, 1978; Wickner, 1979; Tipper ve Bostian,1984). Oldiriicil proteinlerin ¢ift
zincirli RNA' far (Wickner,1996), lineer cift zincirli DNA plazmidleri (Gunge et al.,1981)
veya kromozomal genler (Goto et al.,1990) tarafindan kodlandigt bilinmektedir.
Bunun yanisira birgok genetik ve cevresel faktor toksin Gretimini kontrol etmektedir.

Baz: éldiiriicl proteinlerin duyarh hilcreler Uzerindeki toksik etkilerini membran
gecirgenligini dedistirerek gosterdikieri bilinmektedir (Kagan,1883). Bunun yanisira
DNA replikasyonunu dnleyerek (Schmitt,1989) ya da hiicre bélinmesini G1 fazinda

durdurarak etki gosterirler (White et al.,1989). Bazilar ise hiicre duvanndaki £ -1,3-




veya sentezini

glucan yapisini bozarak (izgii ve Altinbay, 2004: lzgti et. a|, 2006)
engelieyerek (Takasuka et al.,1995) 8ldiiriicli etki gésterirler.
Olduriich proteinleri kodlayan plazmidlerin rekombinant DNA teknolojisinde
potansivel klonlama ve ekspresyon  vektdrleri  olarak kullanilabilecedi
dustntlmektedir (Radler et al.,1990; Dignard et al.,1991). Oldiriict mayalar Candida
albicans ve Cryptococcus gibi patojenik mantarlarin biyotiplemelerinde genis
uygufama alanlan bulmuslardir (Morace et al., 1989). Aynca bu toksik proteinlerin
gida maddelerinin  korunmasinda ve endUstriyel_ fermantasyon islemlerinde

kontaminasyonlarin biyolojik yolla engellenmesinde kullaniimasi daslnilmektedir

- (Paipacelli et al., 1991, zgu et al., 1997 ; Izgu et al., 2004).

Ozellikle Hansenula, Pichia, Kluyveromyces 6ldUriict toksinleri insan ve bitki
mantar enfeksiyonlarina kars! potansiyel antimikotik ajanlar olarak éneriimektedir.
(Polonelli et al., 1986; Walker et al.,1995: Conti et al.,1998; Mathews et al.,1998;
Polonelli et al.,1991; Magliani et al., 2002).

Yeni ve segiciligi yiksek antifungal/antimikotiklerin arastirma ve gelistiriimesi
maya ve mantarlarin hiicre duvar birlesenlerini hedef teskil eden ajanlar Gzerinde
yodunlastirtimistir, zira memeli hicreleri bu bilegenlgre sahip degildirler. Maya ve
mantar hiicre duvarlan Ust tabakasinda baskin olarak mannoproteinler ve diz
velveya dallanmig yapida g -1,3 ve/veya f -1,6 glukan igeren glukan iskeleti ve bir
miktar kitin bulunmaktadir (Cabib et al., 1997). Bu bilesenlerin mayalar tarafindan
Gretilen oldurtcii toksik proteinler igin birincil baglanma bélgesi ve hicre duvari
reseptord olarak iglev gérdikleri belirlenmistir (Hutchins ve Bussey, 1983: Schmitt ve
Radler,1987; Jablonowski et al., 2001). Boylece glnUmiizde antifungal ajanlar
Uzerine aragtirmalar maya toksik proteinlerinin bu amacla kullanimi (zerine

yogunlastirdmistir ( Selitrennikoff, 2001).




glucan yaptsini bozarak (izgii ve Altinbay, 2004; izgli et. al. 2008) veya sentezini
engelleyerek (Takasuka et al.,1995) 6ldirlicl etki gosterirler.

Oldiiriicii proteinleri kodiayan plazmidlerin rekombinant DNA teknolojisinde
potansiyel klonlama ve  ekspresyon vekidrleri - olarak  kullaniabilecegi
distintlmektedir (Radler et al.,1990; Dignard et al.,1991). Oldiriicti mayalar Candida
albicans ve Cryptococcus gibi patojenik mantarlarin  biyotiplemelerinde genis
uygulama alanlan bulmuslardir (Morace et al., 1989). Ayrica bu toksik proteinlerin
gida maddelerinin korunmasinda ve endistriyel fermantasyon islemlerinde
kontaminasyonlarin biyoclojik yolla engellenmesinde kullanilimas! dustnuimektedir
- (Palpacelli et ai.,1991; lzgii et al., 1997 ; Izgi et al., 2004).

Ozellikle Hansenufa, Pichia, Kluyveromyces &ldiriicii toksinleri insan ve bitki
mantar enfeksiyonlarina kargi potansiyel antimikotik ajaniar olarak éneriimektedir.
(Polonelli et al., 1986; Walker et al.,1995; Conti et al.,1998; Mathews et al.,1998:
Polonelii et al.,1991; Magliani et al., 2002).

Yeni ve seciciligi yiksek antifungal/antimikotiklerin arastirma ve gelistiriimesi
maya ve mantarlarin hicre duvan birlesenlerini hedef tegkil eden ajanlar lzerinde
yoguniastiriimigtir, zira memeli hicreleri bu biiegenigre sahip dedgildirler. Maya ve
mantar hicre duvarlan st tabakasinda baskin olarak mannoproteinler ve diz
velveya dallanmis yapida £ -1,3 velveya g -1,6 glukan iceren glukan iskeleti ve bir
miktar kitin bulunmaktadir (Cabib et al., 1997). Bu bilesenlerin mayalar tarafindan
Uretilen oldirtict toksik proteinier igin birincil baglanma bélgesi ve hicre duvar
resepidrl olarak islev gordikleri belirlenmistir (Hutchins ve Bussey, 1983; Schmitt ve
Radler,1987; -Jabionowski et al., 2001). Boylece gunumuzde antifungal ajanlar

tzerine arastirmalar maya toksik proteinlerinin bu amagla kullanimi  zerine

yogunlastinlmistir ( Selitrennikoff, 2001).




Bitki patojenlerine kargl biyokontrol ajani olarak o6ngérilen maya thrleri
arasinda Pichia anomala genig spektrumlu antimikrobiyal etkiye sahiptir. P.anomala,
Pichia guilliermondi (=Debaryomyces hansenii) ve Sacchoromyces cerevisiae ‘nin,
hava sizdirmayan depolarda bugdaylann bozuimasina neden olan Penicillium
roqueforti Uzerindeki antogonistik aktiviteleri karsilastirilmus; P. rogueforti ‘nin
Uremesini tamamiyla inhibe eden P. anomala’ nin en glcli antogonistik aktiviteye
sahip oldudu, D.hansenii’ nin zayif, S.cerevisiae’ nin ise fazla miktarda inokiile
edildijinde dahi en az antogonistik etkiye sahip oldug-u gésterilmistir (Petersson ve
Schnrer, 1995). Yine ayni gai:gmada P. anomala’ nin 17 kif tOrindn tUremesi ve
sporulasyonu {izerindeki inhibasyon etkisi arastinimig; inokilasyon dozuna bagh
olarak P. anomala ‘nin test edilen butin kaf torlerinin Uremesini inhibe ettigi
bildirifmistir. Inokulasyon dozunun arttiriimastyla digerlerine gore daha direncii olan,
turuncgillerde hasat sonrasi bozulmalara neden olan Penicillium digitatum ve
Penicillium italicurm’un Ureﬁ}esini 6nemli élglide azaltug: aciklanmistir. 1986-1987
arasinda Isveg'te, hava gecirmeyen | depolarda saklanan tahillar (zerinde
gercekiestirilen bir calismada P. anomala’mn tahillarin gitvenii depo siresini en az 2
ay bazen de gelecek hasat zamanina kadar uzattigi gériimastir (Ekstrém, 1992). P.
anomala’nin Aspergilus candidus ve Penicillium roqueforti suslarini inhibe ettigini
gosteren invivo sonuglari bu suglarin hem hif uzuniugunda hem de CFU degerlerinde
azalma oldugunu ortaya koymustur (Bjénberg ve Schniirer, 1993). Bagka bir calisma
da P.anomala 'nin yar hava gegirmez test tiplerinde P.roqueforti susunun bugdayda
tremesini Onledigini gostermistir (Peterson ve Schnirer, 1995). Ayrica P;
anomala'nin hasat 6ncesi ve sonrasinda birgcok meyvede gérilen bitki patojeni
Botrytis cinerea’min bliyimesini énledidi gosterilmistir (Jijakli et.al, 1983; Masih ve

Paul, 2002). Elma ylzeyinden izole edilen P.anomala susunun B. cinerea ve




Penicillium spp. 'e karst  inhibisyon etkisinin oldugu da bulunmustur (Jijakii
et.al,1993).

Laboratuanmizda yapti§imiz calismalar sonucunda Pichia anomalanin
oldiirtcii etkisinden sorumiu olan K5 tipi 6ldUrlict protein, panomycocin, saf halde ilk
defa izole edilmistir (izgl ve Altinbay, 2004). Biyokimyasal karakterizasyon
galismalari panomycocin’in giikozilasyoha ugramis bir protein oldugunu géstermis ve
tip ve gida alaninda kullanimi icin uygun sicaklik ve pH araliklaninda aktivitesini_

muhafaza eden bir exo-B-1,3-glukanaz oldudu bulunmustur (Izgu et.al, 2005).

GEREC ve YONTEMLER
1.1. K5 tipi oldiiriicii maya proteininin; panomycocin’in, iiretim ve saflagtirma
cahismalar
Panomycocin, Pichia anomala NCYC 434 susu tarafindan {retiimektedir. Bu
sug National Collection of Yeast Cultures, UK (NCYC)'den temin edilmistir. Hlcreler
biyoreakttrde (BioBundle, Applikon, The Netherlands) YEPD (%1 maya ekstresi, %1
pepton, %2 glukoz, % 5 gliserol, pH 4.5) besi yeri _ku!lam!arak ug litre calsma
haciminde, 450 devir/dakika karnigtinct hizi ile 20 °C’ de kilttre tabi tutulmustur (~ 50
saat). Kultdr ortaminin pH’si 4.5+0.1'de ADI 1030 biocontrol Unitesi ile otomatik
olarak eklenen 2M KOH c¢ozeltisi ile sabit tutulmustur. Hazne, mass-flow kontrol
tnitesi ile 2Iitre/dékika hava ile beslenmistir. Coéziinmis oksijen konsantrasyonu
Applikon-oksijen probu ile Olgimiis ve % 30 hava doygunlugunun Ustinde
tutulmustur.
Hicre kiltdr islemi durdurulduktan sonra kiltir ortami hucrelerden santrif(ij

islemi (8500 rpm, 15 dakika, 4 °C) ile aynimistir. Bu islemi takiben sterilizasyon

amaciyla besi yeri sirasiyla 0.45um ve 0.22um membran filtrelerden sizUimustor.




Kltdr ortaminin proteince zenginlestiriimesi igin 30 kDa ultrafiltreler kultanilarak 100
kat konsantre edilmigtir. Elde edilen ham protein saflagtirma islemlerine tabi
tutulmustur,

Panomycocin saflagtiriima iglemleri igin tam otomatik FPLC sistemi kulianilmis
(Bio CAD 700 E, Applied Biosystems, USA) ve sirasiyla iyon-degistime ve jel-
filtrasyon kromatografik yéntemleri uygulanmigtir. Anyon-degistirme kromatografisinin
uygulanmas! ic¢in, elde ed.ilen ham protein dncelikle 30 kDa ulirafiltreler kullanilarak
N-metil piperazin ile tampon degistirme iglemine tabi tutulmustur. Anyon degistirme
kromatografisi POROS HQ/M 4.6 mmD/100mmL kolonu (Applied Biosystems, USA)
ile yaptlmistir. Protein eliisyonu igin ayni tamponun NaCl' lii (500 mM) cézelfisi
kullanilmigtir. Elde edilen protein toplanmis ve 5 kDa ultrafiltreler kullaniarak
konsantre edilmistir.

Bir dnceki islemden elde edilen protein 5 kDa ultrafiltreler kullaniarak 0.1 M
Na;HPO, sitrik asit, pH 4.5 ile tampon degistirme islemine tabi tutulmustur. Jel
filtrasyon  kromatografisi igih TSK G2000 SW (Toso Haas, Japan) kolonu
kullaniimistir. Haraketli faz olarak 0.1 M Nay,HPQ, sitrik asit + 0.1 M Na,SO4 pH 4.5
tamponu kullamimis ve elde edilen protein 5 kDa filtreler kullanilarak konsantre
edilmistir. Protein konsantrasyonu Bradford metodu ile bovine serum albumin
standart alinarak beliflenmistir. Proteinin safliji SDS-PAGE metodu ve giimis

boyama ile test edilmilgtir.

1.2, Panomycocin’in insan patojenik maya tirleri lizerindeki in vitro etki
spektrumu tayini

Panomycocin'in etki spektrumu galismalar 26 patojenik maya susu (izerinde

yapimigtir. Kullamian maya suslan Tablo 1' de gésterilmistir. Patojenik mayalarin




klinik izolatlari Alman Hastanesi (Istanbul) ve Gulhane Askeri Tip Akademisi'nden
(Ankara), standart suslar ise ATCC (American Type Culture Collection, ABD)' den
temin edilmistir. Calismada kullanilan tiim klinik izolatlarin tantmianmasi API ID32C
Aux (Biomerieux, Fransa) sistemi kullanilarak yapimistir.

Saf halde izole edilen panomycocin 25 Candida turt ve 1 Saccharomyces
cerevisiae izolati (izerindeki antimikotik etki spektrumu, MIK (minimum inhibasyon
konsantrasyonu) ve MFK (minimum fungisidal konsantrasyon) calismalar igin
CLSI'in (Clinical and Laboratory Standarts Institute) M27-A metodu (mayalarin sivi
dilusyon yoéntemiyle antifungal duyarhilik testi referans metodu) kullanilmistir. Bu
galxgmalar RPMI 1640 besi yeri kullanilarak mikroplakalarda gergeklestiriimistir. RPMI
1640 besi yeri 2 kat konsantrasyonda hazirlanmis ve patojenik maya suslarn besi
yerine inokiile edilmistir (5x10° hilcre/ml). 0.1M NayHPO, pH 4.5 tamponunda
konsantrasyonu 0.5-128 pg/ml olacak sekilde [Protein konsantrasyon 6lctimleri
Bradford metodu ile BSA (bovine serum albumin) standart kullaniarak yapilmistir]
hazirlanan protein ¢ézeltileri (100 pl), maya suslan ile inokiie edilmis RPMI 1640
besi yeri ile (100ul) kanstiniarak mikroplaka kuyucuklarina konmustulr. 25 °C'de 48
saat inkilbasyon sonucunda, gbzle gortiir biylimenin bulunmadigr kuyucuklardaki
panomycocin konsantrasyonu MIK-0, kontrol kuyucugundakine gére bUyUmed.e % 50
inhibasyon olan kuyucuklardaki panomycocin konsantrasyonu da MIK-2 degerleri
olarak saptanmistir. Gézle goérilar bilyime olmayan kuyucuklardaki karngimdan
alinan 30pl 6rnek, PDA ( %12,5 patates ekstresi, % 25 glukoz, % 20 agar pH, 5.5)
petrilerine inoklle edilmis ve bdylimenin olmadi§ konsantrasyon MFK (minimum

fungisidal konsantrasyon) olarak saptanmistir.




1.2.1 Panomycocin’in patojenik mayalar tizerindeki hiicre éldiirme kinetigi

Oldirme-kinetik caiismalarn C.albicans ATCC 26555 ve C. glabrata ATCC 90030
suslan olmak Uzere ki 6rmek sus Uzerinde yapiimigtir. [ki izolat iginde hiicre
yodunlugu mililitrede 2x10° olan inokulum iki kat konsantre RPMI icerisinde
hazirlanmistir. Hazirlanan bu solUsyondan alinan 5 ml, farkli konsantrasyonlarda
panomycocin iceren NaHPO4-Na;SO, citric acid pH 4.5 tampon géieltisi ile
kanstinlmistir. Bu islem de maya sUspansiyonunu 1:2 oraninda dilue ederek yaklasik
olarak mili!litrede 10° baslangic inokulasyonuna ulagimasini saglamistir. Test
sollsyonlarindaki panomycocin konsantrasyonlan test edilen izolatlann 1, 2, 4 ve 8
katt MIC degerlerine esit olucak sekilde ayarfanmigtir. Bu solisyoniar 30 C*de
¢alkalanarak inklibe edilmiglerdir. Belirlenen zaman araliklarinda (0, 2, 4 .8, 12, 24,
36, ve 48 saat), test edilen izolatin sisteme karnistinidigr andan itibaren, 100 pllik
sollisyon her bir test soliisyonundan alinmistir. Gerekli dillisyonlar yapildiktan sonra
koloni sayimi igin, 100 pl'lik 6rek SDA (Sabourad Dextrose agar) petrilerine (pH
7.0) yayiimis ve 35 C%de 48 saat inkilbe ediimistir. 5 koloni alt limit olarak

belirtlenmistir. Her bir sus icin deney iki kere tekrar edilmistir.

1.3. Panomycocin’'in insan patojenik dermatofit tiirleri  Gizerindeki etki
spektrumu tayini

Panomycocin'in  dermatofit suslan (zerindeki antifungal etki spekirumu
¢alismalan igin 32 tane klinik izolat ve 9 tane standart sus kullaniimigtir. Standard
susglar: Miérosporum audouinii DSMZ 10649, Microsporumcanis DSMZ 10708,
Microsporum gypseum DSMZ 3824, Trichophyton rubrum DSMZ 4167, Trichophyton

mentagrophytes DSMZ 4870, Trichophyton verrucosum DSMZ 7380, Trichophyfon
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interdigitale  DSMZ 12283, Trichophyton equinum DSMZ 12284, Trichophylfon
fonsurans DSMZ 12285.

Klinik izolatlar: 7 tanesi tinea capitis'li hastalardan (5 M.canis ve 2 T. fonsurans
izolatlar), 2 tanesi tinea faciei'li hastalardan (M.canis izolatlari), 3 taneéi tinea
corporis’li hastalardan (1 M. canis ve 2 M.gypseum izolatlar!), 13 tanesi tinea pedis’li
hastalardan (7 7. rubrum, 3 T.mentagrophytes ve 3 T. interdigitale izolatlan) ve 7
tane tinea unguium’lu hastalardan (6 T. rubrum ve 1 T. interdigitale izolatlar)

Klinik izolatlar Ibni Sina Hastanesi (Ankara) ve Giilhane Askeri Tip
Akademisinden (Ankara), standart suslar ise DSMZ (German Collection of
Microorganisms and Cell Cultures, Almanya)'dan temin edilmistir.

Saf halde izole edilen Panomycocin'in 41 dermotofit susu Gzerindeki
antimikotik etki spektrumu ve MIK (Minimum inhibasyon Konsantrasyonu) calismalar
CLSI'nin (Clinical and Laboratory Standards Institute), M38-A metodu (filamentéz
mantarlarin sivi dilusyon yontemiyle antifungal duyarlilik testi referans metodu.) baz
alinarak yapilmistir. Bu metod icin besiyeri olarak RPMI-1640 kullanilmis ve
caligmalar mikroplakalarda gergeklestiriimistir.

Dermatofit suslarninin inokulum sispansiyonlari PDA petrileri Gizerinde 7-14
glin bUyUmﬂg kiithrlerden haziranmigtir. Petriler yaklasik 10 ml steril salin (%85)
cOzeltisiyle kaplanmrs ve inokulum siJspansiydn[an petri ylzeyleri hafif kazinarak
elde edilmistir. Conidia ve hif parcalarini igeren bu siispansiyon daha sonra steril
tiplere alinmis ve hiflerin ¢okmesi igin 20 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Ustte
kalan stspansiyonun yogunluéu gecirgenligi 530 nm de % 65-70 olacak sekilde
spektrofotometrik olarak ayarlanmigtir. Bu sispansiyon 2 kat konsantre halde
hazirlanmis RPMI-1640 besiyeri igerisinde, 50 kat dilue edilerek 1,2X10* - 6X10*

CFU/ml olacak gekilde inokulum yogunlugu hazirlanmigtir. Inokulum yogunlugunun
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dogrulugu 10 ul 100 kat dilue edilmis inokulumun PDA petrilerine yayiimasiyla kontrol
edilmistir. YOz mikrolitre inokulum, NazHPO, Na SOg4-citric acid, pH 4.5 tampon
¢Ozeltisi icinde yoguniugu, 64-0,250 pg/ml olacak sekilde 2 kath seri olarak diliie
edilmis 100 pl panomycocin 4kar|§tlr:imt§tlr. Bu iglem sonucunda mikroplaka
kuyucuklar istenilen konsantrasyonlarda besiyeri (1XRPMI -1640), panomycocin {32-
0,125 ug/ml) ve inokulum yogunlugu (0,6X10* - 3X1O‘71 CFU/ml ) icermistir. Herbir
mikroplaka igin panomycocin icermeyen buyUime kontrol kuyucugu ve inokulum
icermeyen sterilite kontrol kuyucugu hazirlanmistir. Mikrodilisyon plakalar 28°C de
7 gun inkiibe ediimigtir. MiK dederleri biylteg yardimlyla her bir kuyucuktaki bilylime
inhibasyonunun, blylme kontrol kuyucuduyla karsilastirilmasi sonucunda
saptanmigtir. MIK degerleri su sekilde tanimlanmistirz MIK-0, %100 bulylme
inhibasyonunun oldugu, MIK-2 ise bilyimede %50 inhibasyonun oldugu kuyucuklara

karsilik gelmektedir.

1.4. Panomycocin’in hasat sonrasi turuncgillerde hastallk[ara neden olan
patojenik mantarlar {izerindeki etki spektrumu tayini:

Panomycacin’in antifungal aktivitesi turuncgil meyvelerinde hasat sonrasi
gurimeye neden olan 6 patojenik mantar Uzerinde in vifro ve in vivo antifungal
duyarlilk testleriyle test ediimistir. Kullanilan standart suslar DSMZ'den (German
National Resource Center for Biological Material) temin edilmistir. Standart sus -
olarak, Alternaria citri (DSMZ 6201 3)., Botrytis cinerea (DSMZ 5145), Collettotrichum
gloeosporides (DSMZ 62146), Penicillium digitatum (_DSMZ 2778), Penicifllium
italicum (DSMZ 2756), Phythophthora citrophthora (DSMZ 62669) kullanilmistir.

Antifungal duyarlilik festlerinde kullanilmak UOzere her bir mantar igin spor

suspansiyonundan olusan inokulum hazirlanmigtir. Taze mantar kaltorleri PDA
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petrilerinde 1-2 hafta siireyle 25 C° de inkiibe edilerek sporlanmalan saglanmisgtir.
Inkitbasyon siiresi, ge¢ sporlanan Alfernaria citri ve Phythophthora citrophthora igin
uzatilmistir. Spor suspansiyonunu elde etmek icin mantar kiltirleri % 0.05 Tween 80
iceren steril distile suyla kaplanms, petri ylizeyi steril plastik 6zeyle hafifge kazinarak
sporlarin suya gecmesi saglanmistir. Conidia ve hif parcalann igeren bu
slispansiyon daha sonra steril tiplere altnnﬁ@ ve hiflerin ¢Okmesi icin 10 dakika oda
sicakliginda bekletilmistir. Ustte “kalan suspansiyon steril bir tube alinip kalan
hiflerden arindiriimak igin 11 pm’lik por capina sahip naylon filtreden gecirilerek
(Sartorius, Germany) slOzlUlmUstir. Elde edilen bu spor suspansiyonunun
konsantrasyonu 15 saniye vortekslendikten sonra hemositometre (Neubauer
Improved Chamber, Brand, Germany) ile sayilarak bulunmustur. Uygun dilusyonlar
yapilarak testlerde istenen spor konsantrasyonlari hazsrlahm|§t1r. Inokulum
yogunlugunun dogrulugu 10 pl 100 kat dilue edilmis inokulumun PDA petrilerine

yaylimasiyla kontrol edilmigtir.

1.4.1. In vitro Antifungal Duyarhlik Testleri
Panomycocin’in hasat sonrasi girimelere neden olan mantarlar Gzerindeki
antifungal etki spektrumu agar difiizyon metodu ve sivi mikrodilusyon yontemiyle

belirlenmistir.

1.4.1.1. Agar Difiizyon Yontemi ile Antifungal Spektrum Tayini

Her bir mantar susu igin daha once anlatidi§l gibi spor sispansiyonu
hazirlanmis ve konsantrasyonu 2X10* spor /ml olacak sekilde ayarlanmstir. Bu spor
sﬁspansiyonianndan her mantar igin 1 ml alinarak 20 ml erimis SDA ( pH 4.5

100mM NazHPO,-sitrik asit tamponu icinde ¢odziinmis 1% Bacto-peptone, 2%
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dextrose, 2% Bacto-agar ) icine inokule edilmis ve petrilere doktlmustir. Her mantar
sugu igin ikiser adet SDA petrisi hazirflanmistir. Bunlardan birine 50 pl (16pg/ml)
panomycocin, diderine (blyime kontrol petrisi) ise 50 pl pH 4.5 100mM NazHPO4-
NaxSO;, sitrik asit tamponu damlatiimistir. Panomycocin’in antifungal aklivitesi 25
C°de 5 gun inkiibasyondan sonra, panomycocin damlatilan petrilerle bUyL‘xrhe kontrol
petrilerinin kargﬂaghnfmé& sonucu panomycocin damiatilan petrilerde inhibasyon

zonunun gézlenmesiyle tesbit edilmigtir.

1.4.1.2. Sivi Mikrodilusyon Testleri

Panomycocin'in bitki patojeni 8 mantar susu icin MiK (Minimum [nhibisyon
Konsantrasyonu) dederlerinin tesbiti CLSI'nin (Clinical and Laboratory Standards
Institute, dnceki adiyla NCCLS) M38-A metodununi (ﬁ!amentﬁz mantarlarin sivi
dilusyon yontemiyle antifungal duyarhlik testi referans metodu) modifive edilmesiyle
mikroplakalarda (Nunclon 167008; Nunc, Denmark) gerceklestiriimistir. Ayrica
Panomycocin’in bu mantarlar {izerindeki blylimeyi inhibe edici etkisi nicel olarak

spektrofotometrik élciim yoluyla degerlendirilmistir.

Inokulumlar daha énce agiklandigi gibi hazirlanmis, bitki patojeni mantarlarin
spor renklerinin spektrofotometrik okumayi etkilemesinden dolayl CLSI' nin M38-A
referans metodunda &nerilen 530 nm'de spektrofotometrik ayarlama metodu yerihe
hemositometrede sporlann sayilmasi yoluyla inokulum‘konsantrasyonian 4 x 10° -
~50 x 10° olarak ayarlanmustir. Bu spor suspansiyonlarf, 2 kat konsantre halde
hazirlanan RPMI 1640 besiyeri igerisinde 50 kat dilue edilerek 0.8x10° CFU/m
inokulum yodunluguna ulasilmistir. Inokulum yogunlugunun dogruiugu 10 pl, 100 kat

dilue edilmis inokulumun PDA petrilerine yayllmasiyla kontrol edilmistir. 100 pi
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inokuium, NasHPO,—citric acid pH 4.5 tampon ¢dzeltisi iginde yodunlugu 32-C,250
pg/ml olacak sekilde 2 kath seri olarak dilte edilmis, 100 ul Panomycocin ile
kanstinlmigtr.  Bu - iglem  sonucunda  mikroplaka  kuyucuklari _istenilen
konsantrasyonlarda besiyeri (1 X RPMI -1640), panomycocin (16-0,125 ugr / ml) ve
inokulum yoguniugu (5 X 10* CFU /ml) igermistir. Herbir mikroplaka igin panomycocin
icermeyen biyume kontrol kuyucugu ve inokulum igermeyen sterilite kontrol
kuyucugu hazirlanmistir. Mikrodilisyon plakalan 25°C de 48 saat inkilbe edilmistir.
MIK degerleri biiyitec yardimiyla her bir kuyucuktaki blylme inhibisyonunun,
biylme kontrol kuyucuguyla karsilastinimasi sonucunda saptanmigtir. Ayrica her
kuyucuktaki bilyime 48 saat boyunca 12 saat araliklarla 492 nm de absorbans
sleiml yapilarak nicel olarak tesbit edilmigtir. Boylece Panomycocin'i igeren
kuyucuklardaki biiyiime spektrofotometrik ydontemle nicel olarak da biyime kontrol
kuyucuklariyla karsilastinimistir. Bunun igin deney basglangicinda 492 nm'deki
absorbans degerleri tesbit edilmis ve background (arka plan) dederi olarak alinmigtir.
Net biyume her 12 saatlik zaman arahiindaki absorbans dederlerinden bu
degerlerin cikariimas) yoluyla bulunmustur. 48 saatin sonunda elde edilen.absorbans
degerleri farkh konsantrasyonlardaki Panomycocin'in pétojen mantariar lzerindeki %
- bylime inhibisyon degerlerinin bulunmasmda kullanimigtir. % blylme inhibisyon
degderleri su sekilde hesaplanmistir: (Panomycocin igeren kuyucugun absorbans
deferi - background absorbans degeri) \ (Blyiime kontrol kuyucugunun absorbans
degeri - background absorbans degeri) X 100. Bu denkiemden elde edilen her deger
100’den ¢ikarilarak Panomycocin'in her bir konsantrasyonu igin % blyiime inhibisyon

degeri hesaplanmistir.
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MIK-0 degeri, optik olarak gézle gériniir herhangi bir bityiime ya da bulaniklik
olmayan vya da spektrofotometrik él¢iimler sonucu % 100 blylme inhibisyonunun
tesbit edildigi kuyucuktaki Panomycocin konsatrasyonu olarak tanimlanmistir. MIK-2
degeri ise % 50 blylime inhibisyonunun oldugu kuyucuktaki = protein

konsantrasyonuna karstik gelmektedir.

MIK-0 ve MIK-2 degerlerinin bulunmasi icin % biyiime inhibasyon degerlerini
%' degeri, Panomycocin'in konsantrasyonlari 'y’ degeri olarak kullantlarak dogrusal

regresyon analizi gergeklestirilmistir.

Panomycocin'in blylmeyi inhibe edici etkisi mikroskopik olarak da analiz
edilmigtir. Farklh zaman araliklarinda Panomycocin’in farkli konsantrasyonunu iceren
her kuyucuk inverted mikroskopla (Nicon, Melville, NY) incelenmis ve biiylime kontrol
kuyucuklanyla kargitastinlmistir. Farkl.l gorantiler mikroskoba monte edilmis fotograf

makinesiyle (Kodak) ¢ekilmistir.’

1.4.2. In vivo Antifungal Duyarhlik Testleri

Panomycocin'in in vivo antifungal aktivitesi, in vitro antifungal duyarlilik
testlerinde Panomycocin'e duyarli oldugu bulunan mantar suslan (Bofrytis cinerea,
Penicillium digitatum, Penicillium italicum) tzerinde test edilmistir.

Deneyler taze, herhangi bir antifungalle muamele edilmemis organik
limonlarda gergekiestiriimistir. Oncelikle limonlar 5 dékika boyunca % 10 ‘fuk
hyphochloride igeren solisyonda bekletilerek yizeylerinin  sterilizasyonu
saglanmigtir. Ug defa bol miktarda distile suyla yikanmusglar ve kuruduktan sonra %
70 ethanolle muamele edilmislerdir. Tekrar kurumalar ve ethanolun ugmast igin 5

dakika beklenmistir. Steril pipet ucuyla limon yiizeylerinde Uger delik agiimustir.
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Mantar suglaninin spor suspansiyonlari daha énce agiklandigi gibi hazirianmis,
spor konsantrasyonlarn denenen Penicillium sp. ve Botrytis cinerea suslar igin 10°
spor/ml olacak sekilde ayarlanmustir. Steril ependorf tiplerinde esit hacimdeki spor
suspansiyonu ile Panomycocin (MIK deferinin 2 katina karsilk gelen
konsantrasyonda, 32 pg/ml) kanstirlimistir. Biylme kontrol grubundaki limoniar igin
ise steril ependorf tuplerinde esit hacimdeki spor suspansiyonu ile pH 4.5, 100 mM
NayHPOg-sitrik asit tamponu kangtinimigtir. Bu-ependorflardan 10 pl 'iik ornek limon
ylizeylerinde agilan deliklerin igine inokule edilmistir. Her islem 3 ayri limon tizerinde
tekrartanmigtir. Limonlar 20 ° C ‘de yiiksek nemde irikﬂbe edilmigtir. Deneyler 3 kere

tekrarlanmisgtir.

BULGULAR
2.1. Panomycocin’in, saflagtiriimasi
Panomycocin'ce zenginlestirimis ve tampon cézelti degisimi yapilmis olan
ham protein anyon degistirme kromatografisine tabi tutulmustur. Panomycocin 120
mM NaCl konsantrasyonunda elue edilmistir (Sekil 1). Elde edilen panomycocin

toplanmisg ve 5 kDa ultrafiltreler kullanilarak konsantre ediimistir.
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$ekil 1. Panomycocin’in anyon degistirme kolonundaki ellisyon profili.
Kolon ¢apt: 4,6 mmD/100mmL; Ornek hacmi: 750 pl; Baslangic tamponu: 30 mM N-
methy! piperazine- HCI pH:4,8; Gradient: 0-500 mM NaCl

Akis hizi: 10 ml/dak.;

Ok, Panomycocin’i igeren piki gostermektedir.

Anyon degistirme kromatografisinden alinan panomycocin ileriki saflastirma
icin jel filtrasyon kromatografisine tabi tutulmustur. Panomycocin 8.5 mi 'de elue

edilmigtir (Sekil 2). Eide edilen panomycocin 5 kDa filtreler kullanilarak konsantre

edilmistir.
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Sekil 2, Panomycocin'in jel filtrasyon kolonundaki eltisyon profili
Kolon ¢api:7.5 mmD / 300 mmL; Ornek hacmi: 40 pl;
Eitisyon tamponu: 0.1M NasHPO4 pH 4.5 + 0.1 M Na,SOy4 ; akis hizi: 1 ml/dak;

Ok, Panomycocin’i igeren piki gdstermektedir

2.2 Panomycocin’in insan patojenik maya tiirleri iizerindeki in vitro etki
spektrumu tayini

Test edilen patojenik maya tUrlerinin hicre duvarlar $-13-glukan yapisi
icerdiginden, Panomycocin’in test edilen bitin suglar {zerinde etkili oldugu
bulunmustur (Tablo 1). Test edilen suslarin hiicre duvarindaki farkli -1,3-glukan

oranlar panomycocin’e olan duyartiliklarini belirlemistir.
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Tablo 1. Panomycocin'in patojenik maya tirleri (izerindeki NCCLS M27-A metoduna

gore tayin edilen MIK-2 ,MIK-0 ve MFK degerleri.

SUS SUS NO IZOLASYON MIK-2 | MIK-0 | MFK
KAYNAK ng/ml | pg/ml | pg/ml

Candida ATCC 2730  |Candidademia 2 4 8
albicans

C. albicans ATCC 10231 [Bronchomycosis 0.5 2 2
C. albicans ATCC 26555 [Mucocutoneus candidadiasis 1 4 4
C. albicans ATCC 36802 |insan 2 4 8
C. albicans IATCC 90028 [insan kam 2 4 8
C. albicans [DSMZ 3454  |Vajinal candidadiasis 1 2 2
C. albicans Al Flukanazole direncli 0.5 2 4

bronchomycosis

C. albicans A2 Azol direnclibronchomycosis 2 4 4
C. albicans A3 [nsan kam ‘ 0.5 2 8
C. albicans A4 'Vajinal candidiasis 1 4 4
C. albicans AS Vajinal candidadiasis 0.5 2 2
C. parapsilosis |ATCC 90018 |insan kani 1 2 8
C. parapsilosis |A6 nsan kam 0.5 1 4
C. krusei IATCC 14053 [[nsan kan 4 8 32
C. lrusei ATCC 6258 lBrmﬁzhomycosis 4 8 32
C. krusei A7 insan kam 2 4 32
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C. krusei AR Bronchomycosis 4 8 32
C. A9 Insan kani 1 2 4
cuilliermondii
C. A10 Bacak 2 4 4
cuilliermondii
C. ATl Bronchomycosis 1 4 8
guilliermondii
C. A12 finsan kan | 0.5 1 2

guilliermondii

C. Al3 Bronchomycosis i 2 4
guilliermondii
| C. . Al4 — Cutoneus candidiasis 0.25 I 1
{ pseudotropicali
C. tropicalis Al5 Abse 0.5 1 2
a C. glabrata ATCC 90030 [Insan kan 0.25 0.5 1
S. cerevisiae  |A16 [nsan 0.25 0.5 1

2.2.1. Panomycocin’in insan patojenik maya tiirleri lizerindeki 6ldiirme kinetigi
Panomycocin’'in hiicre dldirme kinetik calismalart iki farkhl érnek sus, C.glabrata

(ATCC 90030) ve C.albicans (ATCC 26555) lizerinde yapimistir. Her iki sus icinde

4XMIC dederinde 12 saat icerisinde koloni sayisindaki azalma 3 log iinitesinden fazla
idi (99%). Panomycocin'in 6idirme kinetigi susa bagiml olarak farkliliklar gosterdi.

C.glabrata sugu en yiksek MIiK degerinde 12 saat igerisinde, C.albicans susu ise en
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ylksek MIK degerinde 24 saat icerisinde tam olarak inhibe olmustur Panomycocin'in
C. glabrata susu {izerindeki éldurme etkisi dider susa gore daha hizli gergeklesmistir.

Yapilan deney sonuglar panomycocin’in konsantrasyonlarindaki artisa paralel olarak

Oldlrme kinetiginin arthigin gdstermistir.

tog CFU/mi

Time (h)

Sekil 3. Panomycocin'in  C.glabrata (ATCC 90030) susu (zerinde farkl

konsantrasyonlarindaki (40,5, 1, A 2, o 4 ug/ml) &ldiirme kinetigi. m, blyime

kontrol(
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Log CFU/mlI

0 8 . 16 24 32 40 48
Time (h)

Sekil 4. Panomycocin'in  C.albicans (ATCC 26555) susu (zerinde farki
konsantrasyonlarindaki (A4, 8, A 16, o 24 pg/ml) ¢ldurme kinetigi. m, bityame

kontroll

2.3. Panomyéocin’in insan patojenik dermatofit tiirieri {zerindeki etki
spektrumu

Panomycocin’in b'uyiime inhibasyon etkisi standart dermatofit suglar ve farkh klinik
izolatlar olmak (izere tomplam 41 sus Uzerinde denenmistir. Izolatlarin MiK degerleri
hem 5. glinde hem de 7. ginde belirlenmis ve iki farklt okuma zamaninda saptanan
bu degerlerin herbir sus icin ayni oldugu goérilmistiir. Test edilen tim standart
suglarin ve klinik izolatlanin panomycocin'e duyarl oldugu buiunmustur. Tablo 2'de
panomycocin'in 41 dermotofit izolati Gizerindeki MIK-0 ve MIK-2 degerleri verilmistir.
T.verrucosum ve T.fonsurans suslan panomycocin’e en duyarh suslar olarak

bulunmustur.

23




Tablo 2. Panomycocin'in test edilen 41 dermotofit izolati

MIK-2 degerleri

tzerindeki MIK-0 ve

Test edilen tlrler Sug sayist | MIK-2 (ug / ml) MIK-0 (ug / ml)
Microsporum audouinii 1 1 2
Microsporum canis 9 2 8
Microsporum gypseum . 3 0,5 2
Trichophyton equinum 1 1 2
Trichophyton interdigitale 5 2 4
Trichophyton 4 1 2
mentagrophytes

Trichophyton rubrum 14 1 4
Trichophyton tonsurans 3 0,5 1
Trichophyton verrucosum | 1 0,25 1

2.4. Panomycocin’in turuncgillerde hasat sonrasi héstallk yapan mantar
tiirleri tizerindeki antifuﬁgal etkileri
2.4.1. In vitro testler
2.4.1.1. Agar-difiizyon yontemi
Botrytis cinerea, Penicillium digitatum, Penicillium italicum’ un spor
suspansiyonunu igeren SDA petrilerinde panomycocin’in damiatildii yerde belirgin
inhibasyon zonlari gézlenmistir. Bu inhibasyon zonlarinin caplarn  Bolrytis cinerea ,
Penicillium digitatum, Penicillium italicum icin sirasiyla 15, 10, 12 mm olarak
Slctimustur. Sadece Na,HPO4+Na,SO, citric acid pH 4.5 tampon ¢ozeltisi damlatilan
kontrol petrilerinde herhangi bir inhibasyon zonu olusmamistir (Sekil 5). Alternaria
citri,  Colletotrichum gloeosporoides,

Phythophthora citrophthora’ nin  spor -
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suspansiyonlarini igeren petrilerde panomycocin'in damlatiidigi bélgede herhangi bir

inhibasyon zonu gézlenmedi.

a b

Sekil 5. Panomycocih’in Botrytis cinerea spor suspansiyonunu igeren SDA
petrileri Gzerindeki antifungé! etkisinin tayini

a) Uzerine 50 pl (16 pg/ml) Panomycocin damlatilan SDA petrisi

b) Uzerihe 50 pi 100 mM NazHPO;-sitrik asit tamponu damlatilan blyiime

kontrol petrisi
2.4.1.2. Mikrodillisyon ydéntemi

Test edilen suslardan Alfernaria citri, Colletotrichum gloeosporoides,
Phythophthora citrophthora’ nin  Panomycocin'in  antifungal aktivitesine duyarll
olmadigr bulunmustur. Bu suslar igin hazirlanan mikroplakalarda biiyiime kontrol
kuyucugu ile panomycocin igeren kuyucuklarda hem spektrofotometrik hem de
blylte¢ yardimi ile yapilan analizler sonucunda hicbir farklihk gozlenmedi. Sterilite
kontrol kuyucuklar: diginda tiim kuyucuklarda biliyiime gézlendi.

Test edilen diger G¢ susun; Penicillium digitatum, Penicillum italicum ve
Botrylis cinerea’min panomycocin'e duyarll oldugu gérildil. 25 °C'de 48 saat

inkiibasyon sonucunda, bu suslar igin hazirianan mikroplakalarin 16 pg/ml protein
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iceren ilk kuyucugunun optik olarak berrak, bUylme kontrol kuyucuklarinin ise
oldukga bulamk oldugu, azalan protein konsantrasyonuna bagh olarak biyimenin

belirtisi olarak bulanikhigin arthigi gozlendi (Sekil 6).

Sekil 6. Mikroplakada Sivt Dilusyon Yontemiyle Penicillium sp Suslarinin
panomycocin'e Duyarliliklari

Ok MIK degerini (optik olarak berrak kuyucuklar) gostermektedir.( Kuyucugun
daha koyu gﬁzﬂkmésinin nedeni panomycocin’in 16pg/ml konsantrasyonundaki
renginden kaynaklanmaktadir) |

Protein konsantrasyonlari;

a) 0.25 yg/ml b) 0.5 pg/mi ¢) 1 pg/ml

d) 2 pg/ml e} 4 pg/ml‘ f) 8 pg/mi g) 16 ug/ml
1) Peniciflium italicum MIC: 16 ug/mil |
2) Penicillium digitatum MIC: 16ug/mi

A) Sterilite kontrol kuyucugu B) Buyime kontrol kuyucugu
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MIK-0 ve MIK-2 degerlerinin bulunmast icin % bilyiime inhibisyon degerlerini x
degeri, K5-tipi maya oldirlcl proteininin konsantrasyonlari y degeri olarak

kullanilarak dogrusal regresyon analizi gerceklestirilmistir (Sekil 7).

100,00 -

80,00 -

60,00 -

40,00 4

% biyiime inhibisyonu

20,00

U,OO i T T T T T T
0,25 0,50 1,00 2,00 4,00 8,00 16,00

Protein konsantrasyonu (ug /mi)
—e— Botrytis cinerea
—s— P_digitatum

—e— P.italicum

y=16,893x-6

y = ‘13,321x_ +

15714~

y = 12571x +|  |R2

23,286

Sekil 7. Panomycocin'in Botrytis cinerea, Penicillium digitatum, Penicillium

italicum Gzerindeki In vitro inhibe Edici Aktivitesi
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Veriler 48 saat inkiubasyon ‘stresi sonunda Panomycocinin  her

konsantrasyonundaki ortalama % biytime inhibisyonu + SD seklinde gésterilmistir.

MIK-0 ve MIK-2 degerleri ti¢ kere tekrarlanan deneylerin ortalama sonuglan +

SD olarak hesaplanmis ve Tablo 3 ‘ de gosterilmistir..

Tablo 3. Hasat Sonrasi Turuncgitierde Hastallk Yapan Mantar Suslarinin
Panomycocin'e Duyarliliklar (MIK-0 ve MiK-2 Degerleri)
Sus Sug no MIK-2 MIK-0
pg/ml  Hg/ml
Botrytis cinerea DSMZ 5145 2,1 16
Peniciflium digitatum DSMZ 2776 3,3 16
Peniciflium italicum DSMZ 2756 2,6 16
Colletotrichum DSMZ 62146 * *
gloeosporoides
Alternaria citri DSMZ 62013 * *
Phythophthora DSMZ 62669 * *
citrophthora
*Buylmeyi inhibe edici etki gézienmedi.
Panomycocin’in blyimeyi inhibe edici etkisi mikroskopik olarak da analiz
edilmigtir. Farkli zaman araliklarinda panomycocin’in farkli konsantrasyonunu iceren

her kuyucuk inverted mikroskopla (Nicon, Melville, NY) incelenmis ve blyiime
kontrol kuyucuklaryla kargilagtinlmistir. Farkli gdruntiler mikroskoba monte edilmis

fotograf makinesiyle (Kodak) gekilmistir.
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Inkiibasyondan 18 saat sonra 16 pg/ml konsantrasyonunda Panomycocin
(MIK dederinde) igeren kuyucukta, protein icermeyen biyiime kontrol kuyucuguyla

karsilagtiriidiginda spor germinasyonunun etkili bir sekilde inhibe edildigi gézlendi.

MIK degerinden daha dgtk konsantrasyonda protein igeren kuyucuklarda
spor germinasyonunda dikkat cekici azalma, spor germinasyon slrecinde ve germ
tip uzamasinda anormallikler gdzlenmistir. Sporlarin panomycocin ile muamelesi
daha yavag germ tlp uzamasina, misellerin gok dallanmasina ve hif, spor ve

misellerde morfolojik farkliliklanin gézlenmesine neden olmustur (Sekil 8, 9,10).
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Sekil 8. Panomycocin tarafindan Botrytis cinerea’ nin Germ Tip Uzamasinin
Azaltilmasi.

A) 4pg/ml konsantrasyonundaki panomycocin  Germ tip uzamasinda
azalmaya neden olmaktadir.

B) Panomycocin ile muamele edilmeyen sporlarin uzun germ tibe sahip

olduklari gbzlenmistir.

Fotograflar inkiibasyondan 24 saat sonra gekilmistir.
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Sekil 10. Panomycocin'in P.digitatum ‘un germ tijp uzamasi tzerindeki etkisi.

A-C) Panomycocin (4 pg /ml) iceren kuyucuklarda normalden siskin, kisa germ

tlipe sahip birkag spor gdzlendi. D) Panomycocin igermeyen kuyucuklarda uzun germ

tipe sahip bir gok spor gozlendi.

Fotograflar 24 saat inkiibasyondan sonra cekiimistir.
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MIK degerinden daha duslik konsantrasyonda panomycocin igeren
kuyucuklarda biiyime kuyucuklarindakine nisbeten  hif yapisinin genellikle kisa
oldugu goézlenmistir. Gozlenen hifler uzun oiduklarinda  ise biyliime
kuyucuklarindakilerle karsilastiriidiklarinda apikal veya merkezi bdigelerinde dikkat
ceken boJumlanmalar, hif duvarlaninin ptriziti olmasi gibi morfolojik farkhiliklar
gostermislerdir (Sekil 11).

A : B

Sekil 11. Panomycocin’in Botrytis cinerea 'nin hif yapist (izerindeki etkileri

A} Panomycocin igérmeyen blyime kuyucuklarinda diizgiin, purlizsiiz bir
ylUzeye sahip, uzun hifier

B} Panomycocin igeren (4 ug/ ml konsantrasyonunda) kuyucuklarda plrQzIU
yuzeye sahip, bogumlanmis, biiyiime kontrolit kuyucuklarindakine gfjre yeterince
uzayamamig kisa hif yapisi gézlenmigtir. Fotograflar 24 saat inkiibasyondan sonra

cekilmigtir.
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Panomycocin'in B. cinerea, P.digitatum ve P.italicum’ un misel yapiian
Uzerinde de etkili oldugu gozlenmistir. Bayiime kontrol kuyucuklértndaki uzun, ince,
¢ok sayida dallanma yapan misellerle karsilastinldidinda, Panomycocin (MiK
konsantrasyonundan daha disiik konsantrasyonlarda) iceren kuyucuklarda iy

uzayamamig, kisa, kalin hiflerden olusan miselyel blyime g&riimastir (Sekil

12,13,14),

Sekil 12, Panomycocin'in B. Cinerea’nin miselyel bliyiimesi (izerindeki etkisi.

A) Blyume kontrol kuyucuklarinda ince, uzun, tim kuyucuk ylizeyini saran
miselyel buylime gdzlenmistir.

B) Panomycocin'in (4 pg/ ml konsantrasyonunda) miselyel blylmeyi inhibe
etmig, kisa, kalin, uzayamamis .hiflere neden olmustur.  Fotograflar 48 saat

inkiibasyondan sonra ¢ekilmistir.

34




Sekil 13. Pahomycocinin P.italicum’un miselyel bi]yilmési Uzerindeki etkisi.

A) Buylme kontrol kuyucuklianinda (panomycocin icermeyen) ince, uzun, tim
kuyucuk ylizeyini saran miselyel biylime gézlenmistir.

B) Panomycocin (4 pg/ ml konsantrasyonunda) miselyel bilylimeyi inhibe

etmisg, kisa, kalin, uzayamamig hiflere neden olmustur.  Fotograflar 48 saat

inkUbasyondan sonra gekilmistir
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Sekil 14. Panomycocin'in P.digitatum’un miselyel biylimesi (izerindeki etkisi.

A) Panomycocin icermeyen biyGme kontrol kuyucuklarinda tim kuyucugu
saran, .uzun miseller gdzlenmistir.

B) Panomycocin (4 pg/ ml konsantrasyonunda) miselyel blylmeyi inhibe
etmig, UzOm salkimt gérintmindeki cok sayida, kisa, kalin, yodun hif yapilarina
neden olmustur.

Fotograflar 48 saat inkiibasyondan sonra gekilmistir
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2.4.2, in vivo testler

Ikinci giiniin sonunda tim limonlarin delik agilan yizeylerinde yumusama
gézlenmigtir. Dérdincli ginin sonunda ise blylme kontrol limonlarinda (spor
suspansiyonu ile pH 4.5 100 mM NayHPO4-Na,SO, sitrik asit, pH 4.5 tamponu
kangimi ile inokule edilen limonlarda) tim delik agilan bélgelerin enfekte oldugu,

buna karsin spor suspansiyonu ile panomycocin kangimiyla inokule edilen limonlarda

hastalik semptomlarinin olugmadidi gbézlenmistir (Sekil 15, 16, 17).

Sekil 15. Limon (izerinde panomycocin’in Bolrytis cinerea ‘ya kargl in vivo antifungal
aktivitesi

Esit hacimde spor suspansiyonu ve panomycocin karisimiyla inokule edilen
sol taraftaki limon herhangi bir hastalik belirtisi géstermemistir. Sag tarftaki blyiime
kontrol limonu (spor suspansiyonu ile 100 mM NazHPO;-sitrik asit pH 4.5 tamponu
kansimi ile inokule edilen limon) ise bilyilk, bol miktarda sporlanma gosteren

lezyonlar gostermistir.
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Sekil 16. Limon {izerinde panomycocin’in P.ifalicum ‘a kargl in vivo antifungal
aktivitesi

Spor suspansiyonu ile inokule edilen panomycocin limon yiizeyinde (soldaki
limon) P.italicum ‘un blyimesini ve sporlanmasini inhibe etmistir. Sag taraftaki
biuylme kontrol limonunda (spor suspansiyonu ile 100 mM Na;HPQ,-sitrik asit pH 4.5

tamponu kansimi ile inokule edilen limon) ise hastalik semptomlar! gézlenmigtir.




Sekil 17, Limon Uzerinde panomycocin'in P.digitatum ‘a kars! in vivo antifungal
aktivitesi

Spor suspansiyonu ile inokule edilen panomycocin limon yiizeyinde (soldaki
limon) P.digitatum ‘un blyumesini ve sporlanmasini inhibe etmistir. Sa§ taraftaki
blylime kontrol limonunun (spor suspansiyonu ile 100 mM Na;HPO,-sitrik asit , pH
4.5 tamponu kangimi ile inokule edilen limon) ise enfekte oldugu ve blyik lezyonlara

sahip oldugu gozlenmistir.
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TARTISMA / SONUG

Gunimizde insanlarda maya velveya mantara bagh enfeksiyoniarn
yayginliginda cok biyilik bir artis goriimektedir. Imman sistemi baskilanmig
hastalarda bu tip enfeksiyonlar ciddi lezyonlara hatta oSlumlere yol agmaktadir
(Venkatesan et.al., 2005; Wingard J.R.). Gunumizde bu tip enfeksiyonlarin
tedavisinde kullanﬁan amfoterisin B, flukanazol, itrakanazol ve nistatin.gibi etkin
maddeler uygulandiklan hastalarda, hepatoksisite, gastrointestinal bozukluklar gibi
ciddi yan etkilere neden olmaktadirlar. Bu tip etkin maddeler dkaryotik hicrelerin
membran yapisinl bozarak, enfekte olmus organizmaya da zarar vermektedirler
(Hector, 1993). Bunun vyaninda kisa sireli uygulamalarda bile patpjen
mikroorganizmalar séz konusu etkin maddelere karg! direng kazanmaktadir ve
direnclilik diger mikroorganizmalara da yayiimakta ve diger patojenierin tedavisinde
de biyilk sorunlar yaratmaktadir (Cameron et.al. 1993; Chavenet et.al. 1994). Bu
nedenlerle yliksek segici tzellije sahip, patojen mikroorganizmalarla enfekt-e olmus
konukcu organizmaya zarar vermeden sadece pato}en mantarlara ve mayalara karsl
etkili, patojen mikroorganizmalarin direng gelistiremeyecegi, dogal olarak elde edilmis
etkili ve gilivenli antifungal ajanlarin geligtiriimesi ¢ok blylk &nem kazanmistir,
Laboratuarlhﬁlzda yaptigimiz calismalarda F.anomala susunun didiricl etkisinden
sorumlu olan K5 tipi 6ldGrict toksinin, panomycocin, biyokimyasal karakterizasyonu
sonucunda bu toksik proteinin tip ve gida alaninda kullanim igin uygun sicaklik ve pH
sartlaninda aktivitesini koruyan bir exo f-1,3-glukanaz oldugu bulunmustur.
Panomycocin'in hilcre duvarlarindaki -1,3 glukan yapisini hidrolize etme &ézellidi, bu
proteinin secici bir antimikotik ajan olarak kuffamim olasihdini énemli olglide
arttirmaktadir. Bu nedenle panomycocin’in insanlarda hastallk yapan maya ve

mantarlara (dermatofitler) karsi 6idGriict etki tayinteri yapiimistir.
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Bu calismada 26 patojenik maya izolatinin panomycocin’e duyarhligi test
edilmistir. [zolatlar American Type Culture Colection (ATCC)'den alinan standart
suglarin yaninda hastalardan izole edilen suslardir. Hastane izolatlarindan iki tanesi
azol gruplarina karst direncli olan C.albicans suslardir. Yapilan calismada bitiin
suglar i¢in minumum bilyime énleyici konsantrasyon degerlerinin (MIK) yaninda
minumum Sld{irict (fungisidal) konsantrasyon (MFK) deéerieri de bulunmustur.
Mayalar Gzerinde yapilan minumum o&ldirict konsantrasyon degerleri antifungal
ajanlarin potansiye! dldirme aktivitesinin bulunmasinda cok etkili bir yéniem olarak
kabul edilmektedir (Barchiesi et.al., 2005). Panomycocin'in MFK degerleri MIK
dederlerinin en fazla 2 veya 4 kati olarak bulunmustur. Bu da panomycocin’in test
edilen bitin maya suslanna karg! fungisidal 6zeliikte oldudunu kanlﬂafnaktadlr.
Ozellikle su an diinyada en ciddi ve en ¢ok mantar enfeksiyonuna neden olan
C.albicans susuna kargt giclit iddriict etki gostermesi panomycocin’in dnemini
artirmistir. Bunun yaninda yine non-albicans Candida olarak tabir edilen ve son
yillarda yayginlikiarinda artis gorilen C. glabrata, C.tropicalis, C. parapsilosis, C.
krusei gibi suslara karsi da ok etkili olmasi panomycocin'in énemini daha da
arttirmaktadir. Ozellikle C.glabrata susunun azol tipi ilaglarin goguna direngli olmasi
bu susun duyarh oldugu yeni ajanlarin gelistiriimesini zorunlu kiimaktadir.

Dermatofitier'de keratinli dokuyu isgal eden ve ylzeysel enfeksiyonlara neden
olan mantarlardir. Panomycocin'in invitro antifungal aktivitesi toplam 41 dermatofit
izolatt izerinde denenmistir. [zolatlar DSMZ'den alinan standart suslari ve hastane
izolatlarini igermistir. Panomycocin, M.canis ve T.rubrum'da igeren tiim izolatlara
karsl ¢cok etkili oimustur ki bu iki sus su an dlinyada istatiksel olarak en gok yiizeysel

mantar enfeksiyonuna neden olan suslar olarak bilinmektedir (Weinstein et.al. 2005).
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Hasat sonrasi sebze ve meyvelerin ¢lrimesine karsi verilen ciddi micadele
yillardir stiregelmesine ragmen su ana kadar bu konuda onemli bir geligme
kaydedilmemistir. Hasat sonraél cirimelere neden olan hastaliklarin %70'ine
mantarlar neden olmaktadir ve bu hastaliklar her yil bitin dﬁnyada biiylk ekonomik
kayiplara neden olmaktadir. Sentetik fungisidierin kullammi bitki patojenleri ile
miicadelede en cok kullanilan yéntemdir. Fakatﬁgﬂri]meye neden olan mantarlarin
sentetik zirai ilaglara karsi direng gelistirmesi bu yéntemin etkinligini énemli Slglide
azaltmistir, Bunun yaninda bu sentetik ilaglar insan saglidina ve gevreye dnemli
boyutiarda zarar vermektedirler ve kullanimlari resmi otoritelerce Snemli dlglde
kisitlanmistir (Janisiewticz ve Korsten, 2002). Bu nedenlerle hasat .sonram
clrimelere neden olan hastaliklarla micadelede aliemnatif yontemlerin
gelistirimesinin gereklili§i dogmustur.

Bu c¢alismada panomycocin'in antifungal etkisi turunggillerde hastaliklara
neden olan altl farkll mantar tiriine karsi denenmistir. izolatlar DSMZ'den alinan
standart susglart icermistir. Panomycocin' in hastalikiara genellikle neden olan B.
cinerea, P.digitatum ve P.italicum’ a karsl 7etki|i oldugu yapilan in vitro ve in vivo
deneylerle bulunmustur. Ozellikle in vivo deneyler panomycocin'in bu suslara kars
etkiniigini ileri seviyede ispatlamistir. Panomycocin'in A.citr, C.gloeosporoideé, P.
citrophthora tﬁrlerine kargt herhangi bir bllyime inhibasyon etkisi gdstermedidi
bulunmustur. Panamycocin’in hiicre duvarlarindaki beta-1,3-glukan yapilarini
pargalayarak, hlcrelerin patlayarak élmesine neden oldudu bilinmektedir (izgij et.al,
2005). Bu nedenlede test edilen suslarin panomycocin'e karsi duyarltigi hiicre
duvarlarindaki beta-1,3- glukan miktarlanndaki farkhiliklara gore degdismektedir.
Panomycocin'in etkili olmadidi C. gloeosporoides susunun sporfarinin hiicre duyar:na

ek olarak yodun [ifli yapth bir kilif ile kaph olmasi, P. citrophthora spor hicre

42



duvarlannin yiksek miktarlarda seliiloz icermesi ve A. citr sporfarinin ptrazld, ¢ok
kalin ve gok hilcreli kompleks yapisi, bu suslara kargl panomycocin’'in neden etkili
olmadigini agiklamaktadir.

Bu sonuclar K5 tipi maya toksik proteini, Panomycocin’in insanlarda ciddi
enfeksiyonlara yol agan maya ve dermatofitlere kargi potansiyel bir dogal
antifungal/antimikotik ajan oldugunu ispat etmektedir. Ayrica bitkilerde hasat sonrasi
hastaliklara en fazla neden olan B. cinerea, P.digitatum ve P.italicum suslarina kars
bitkilerin korunmasinda énemli bir rol oynayacagt bulunmustur. Panomycocin'in
terapétik amach kulianiminin mumkin olabiimesi icin ilk asamada uygulama sekline
gore degisik formilasyonlarinin gerceklestiriimesi ve pre-klinik galismalarin
baglatiimas| gerekmektedir. Bitki korumasinda kullanimi igin ise panomycocin’in farkli
uygulamalara yonelik preperat haline gefirilmesi igin ileri ¢alismalara ihtiya¢ vardir.
Bu proje kapsaminda Panomycocinin formulasyon galismasinin yapilmasi da
planlanmisti. Fakat 2. ara raporda da belirfildic::;i lzere bitki patojenleri Gzerinde
yapllan in vitro ve in vivo galismalar planlanan siireden ¢ok daha fazla zaman
almistir ve ozellikle bl;l projenin bitlinlinde alinan olumiu sonuglar 1s1ginda,
formilasyon calismalannin ¢ok farkl uygutémalara yonelik olmasi gerekiigi
gérilmistir. Formilasyon calismalan igin planlanandan ¢ok daha fazla zaman ve
maddi kaynaga ihtiyag duyulmaktadir. Bu sebeplerden dolay! bu projede formilasyon
calismalarina baslanamamistir.  Farkh uygulamalara yonelik genis kapsamli

formulasyon calismalarint igerecek yeni bir proje teklifi hazirlanacaktir.

43




REFERANSLAR

Barchiesi F., Spreghini E., Tomassetti S., Arzeni D., Giannini D., ve Scalise G.
Comparison of the Fungicidal Activities of Caspofungin and Amphotericin B against
Candida glabrata.Antimicrob Agents Chemother. 49, 4989-4992, (2005)

Bevan E.A., Makower M. The physiological basis of the killer character in yeast..
Froc 11th Int Cong Gene 1, 202-203, (1963).

Bjonberg A., Schniirer C. Inhibition of the growth of grain-storage molds in vitro by

the yeast Pichia anomala Can.J. Microbiology 39, 623-628, (1993).

Bradford, M.A. Rapid and sensitive method for the quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Anal Biochem, 72,
248-254 (1946).

Bussey H., Boone C., Zhu H., Vernet T., Whiteway M. , Thomas D.Y. Genetic and
molecular approaches to synthesis and action of the yeast killer toxin. Experientia 46,

193-200, (1990).

Cabib E., Drgon T., Drgonova J., Ford R.A., Kollar R. The yeast cell wall a
dynamic structure engaged in growth and morphogenesis.Biochem Soc. Trans. 25,
200-204, (1997).

Cameron M.L., Schell W.A., Bruch S. Correlation of in vitro flucanazole resistance
of Candida isolates in relation to theraphy and symptoms of individuals seropositive
for immunudeficiency virus type—1. Antimicrob.Agents.Chemother. 37, 2448-2453,
(1993) |

Chavanet F., Lopez J. Grappin M, Bonnin A., Duong M, Waldner A., Boiston M,

Camerlynck F. Poptier H. Crossectional study of the susceptibility of Candida

44



isolates to antifungal drugs and in vitro in vivo correlation in HIV infected patients.
AIDS, 8, 945-950 (1993).

Dignard D., Whiteway M., Germain D., Tessier D., Thomas DY. Expression in
yeast of a cDNA copy of the K2 killer toxin gene.Mol.Gene.Genet., 227 ,127-136,
(1991).

Ekstrom N. Airtight storage of moist feedgrain (in Swedish) Swedish Institute of
Agricultural and Environmental Engineering, Report 439 (1992).

Goto K., Iwase T., Kichiée K., Kitano K., Totsuka A., Obata T., Hara S. Isolation
and properties of a chromosome dependent KHR killer toxin in Saccharomyces
cerevisiae. Agricultural Biol. Chem..54 ,505-508, (1990).

Gunge N., Tamaru A., Ozawa F., Sakaguchi K. Isolation and characterization of
linear deoxyribonucleic acid plasmids from Kluyveromyces lactis and the plasmid
associated killer character. J Bacteriol 145, 382-390 (1981).

Jablonowski et al. Saccharomyces cerevisia cell wall chitin, the Kluyveromyces
lactis zygocin receptor. Yeast 18, 1285-1299, (2001).

Janisiewicz W., Korsten L. Biological Control of post harvest diseases of fruits.
Annu. Rev.Phytopathol. 40, 411-441, (2002).

Jijakli H., Lepoivre P., Tossut P. Biological control of Botrytis cinerea and
Penicillium sp. on postharvest apbles by two antogonistic yeasts Mededelingen van
de Faculteit Landbouwwefenschappen, Rijksuniversiteit Gent 58, 1349-1358, (1993).
Hector R.F. Coumpunds active against cell walls of medically important fungi Clin
Microbiol Rev, 6, 1285-1290.

Hutchins K. , Bussey H. Cell wall receptor for yeast Killer toxin J. Bacteriol. 99, 161-

169, (1983).

45




lzgli F., Altmbay D., Yucelis A. Identification and killer activity of a yeast
contaminating starter culture of Saccharomyces cerevisiae strains used in Turkish

baking industry. Food Microbiol. 14, 125-31, (1997).

fzgt F., Altinbay D. Killer toxins of certain yeast strains have potential growth
inhibitory activity on gram-positive pathogenic bacteria. Microbios 89, 15-22, (1997).

izgii F., Altinbay D. , Sagiroglu A. Isolation and characterization of the K& type
yeast killer protein. Microbios 99, 161-172, (1999).

izgii F., Altinbay D., Derinel Y. Immunization of the industrial fermentation starter
culture strain of Saccharomyces cerevisiae to a contaminating killer toxin-producing
Candida tropicalis. Food Microbiology 21, 635-340, (2004).

izgii F., Altinbay D. Isolation and characterization of the K5 type yeast killer protein
and its homology with an exo—B—1,3-GIucanase Bioscien.Biotech and Biochem. 68,
685-693, (2004) . |

izgu F., Altinbay D, Sertkaya A. Enzymic activity of the K5-type yeast killer toxin
and its characterization. Biosci Biotechnol Biochem 69: 2200-22086, (2005).

izgu F., Altinbay D, Acun T. Killer toxin of Pichia anomala NCYC 432; Purification,
characterization and its’ exo-beta-1,3-glucanase activity. Enzyme Microb. Technol.
39: 669-676, (2006)

Kagan, B.L. Mode of action of yeast killer foxins: channel formation in lipid bilayers.
Nature 302, 709-711, (1983).

Kazantseva 1.D., Zimina M.S. Yeast killer strains with a broad spectrum of action:

search of collection strains and preliminary identification. Mikrobiologia 58, 291-297,

(1989).

46




Masih E.L, Paul, B. Secretion ~of beta-1,3-glucanases by the yeast Pichia
membranifaciens and its possible role in the biocontrol of Botrytis cinerea causing
grey mold disease of the grapevine. Current Microbiology 44, 391-395, (2002).
Mathews H.L. Effect of Pichia anomola killer toxin on Candida albicans. Medical
microbiology : official publications of the Int. Soc. for Human and Animal Mycology
.58, 199—204, (1998).

Magliani W., Conti S., Cassone A., De Bernardis F., Polonelli L. New
immunotherapeutic strategies to control vaginal candisasis. Trends in molecular
medicine, .8, issue.3,121-126 (2002).

Morace G. Biotyping of bacterial isolates using the yeast killer system. Eur J
Epidemiol .,.5, 303-310 (1989).

Palfree G.F., Bussey H. Yeast killer toxin: Purification and the characterization of the
protein toxin from Saccharomyces cerevisiae. Eur J Biochem 93, 487-493.5, 303-
310, (1979).

Palpacelli V., Ciani V. & Rossini G. Activity of different killer yeasts on strains of
yeast species undesirable in the food industry. FEMS Microbiol lett 68, 75-78,
(1991).

Peterson, S., Schniirer J. Biocontrol of mold growth in high-moisture wheat stored
under airtight conditons by Pichia anomala, Pichia guilliermondii and Saccharomyces

cerevisiae. Appl.Environ. Microbiol. 61,1027-1032, (1995).

Polonelli L. , Lorenzini R., De Bernardis F. & Morace G. Potential therapeutic
effect of yeast killer toxin. Mycopathologia 96, 103-107, (1986).

Polonelli L., Conti S., Gerloni M., Magliani W., Castagnola M., Morace G. &
Chezzi C. ‘Antibodies”: antibiotic like anti-idiotypic antibodies. J Med Vet Mycol. 28,

235-242, (1991).

47




Philiskirk G., Young T. W. The occurance of killer character in yeasts of various
genera. Antonie van Leenwenhoek J. Microbiol. Serol. , . 4 , 147-151, (1975).

Radler F., Schmitt M.J. , Meyer B. Killer toxin of Hanseniaspora uvarum. Arch
Microbiol 154, 175-178, (1990).

Schmitt M. Inhibition of DNA synthesis in Saccharomyces cerevisiae by yeast killer
toxin KT 28. J Gen.Microbiol., 135, 1529-1535, (198.9)..

Schmitt M., Radler F. Mannoprotein of the yeast cell wall as primary receptor for the
killer toxin of Saccharomyces cerevisia strain 28 J. Gen. Microbiol. 67, 2883-2884,
(1987).

Selitrennikoff C.P. Antifungal proteins. Apll. Environ.Microbiol. 67, 2883-2884,
(2001).

Starmer W.T., Ganter P.F., Aberdeen V., Lachance M.A., Phaff H.J. The
ecological role of killer Yeasts in natural communuties of Yeasts. Can.J. Microbial.
Rev.33, 783-796, (1987).

Takasuka T., Komiyama T., Furichi Y., Watanabe T. Cell wall synthesis specific
cytocidal effect of Hansenula mrakii toxin-1 on Saccharomyces cerevisiae. Cell Mol
Biol Res 41(6), 575-581, {1995).

Tipper D.J., Bostian K.A. Double-stranded ribonuclieic acid killer systems in yeast.
Microbiol Rew 48(2), 125-156 (1984).

White J. H., Butler ARR. and Stark J. R. Kluyveromyces lactis toxin does not inhibit
yeast adeny! cyclase. Nature, 341 666-668, (1989).

Wickner R.B. Double stranded RNA viruses of Saccharomyces cerevisia. Microbial.
Rev. 60, 250-265, (19986).

Walker G.M., McLeod A.H., Hodgson V.J. Interactions between killer yeasts and

pathogenic fungi. FEMS Microbiol Lett 127, 213-222, (1995).

48




Weinstein A, Berman B. Topical treatment of common superficial tinea infections.
American Family Physician 65 2095-2102, (2002).

Wickner R.B. The killer double-stranded RNA plasmids of yeast. Plasmid 2, 303-
322, (1979). |

Wingard J.R. Importance of Candida species other than Candida albiccans as
pathogens in oncology patients. Clin.Infect.Dis. 20, 115-125 (1995)

Venkatesan P, Perfect JR, Myers SA. Evaluation and management of fungal
infections in immunucompromised patients. Dermatologic therapy 18:44-57, (2005)
Young T.W., Yagiu M. A comparison of the killer character in different yeasts and its

classification. Anfonie van Leewenhoek 44, 59-77, (1978).

49




PROJE OZET BILGI FORMU -0

Proje Kodu: 1047495

Proje Baghgi: K5 tipi oldirilch maya toksik proteininin yiksek miktarlarda Uretilmesi ve
saflagtinimas|, insan ve bitki patojenik mantarlar Gzerindeki inhibasyon etkisinin tayini ve

endistriyel amagl kullamim igin formilasyonunun gelistiriimesi

Proje Yiiriitiiciis{i ve Yardimci Arastirmacilar:
Proje yuritiiciisii: Prof.Dr.Fatih [zgii Yardimel Arastirmacilar: Remziye Aysun Kepekgi

Akif Emre Tireli

Projenin Yiiritiildiiga Kurulug ve Adresi: Orta Dodu Teknik Universitesi

Biyolojik Bilimler B&lima, Inéni Bulvan , 06531, Ankara

Destekleyen Kurulug(larin) Adi ve Adresi:TUBITAK, Atatiirk Bul., No:221, Kavaklidere, Ankara

Projenin Baglangig ve Bitis Tarihleri: 01/06/2005- 01/12/2006

Oz (en gok 70 kelime} In vifro galisma sonuglan test edilen bitin insan patojenik maya (26
izolat) ve dermatofitik izolatlann (41 izolat) panomycocin’e karsi gok duyarh oldugunu gostermistir.
Panomycocin, yapilan in vifro ve in vivo calismalarda bitki patojenleri Botrytis cinerea, Penicillium
digitatum ve Penicillium italicum suslarina karg! inhibasyon etkisi géstermistir. Bu sonuglar
panomycocin'in insanlarda ve turuncgillerde enfeksiyonlara neden olan mantar suslanina karsi tip
alaninda ve gida korumasinda muhtemel antifungal ajan olarak kuilanilabilecedini géstermistir.

Anahtar Kelimeler: K5-tipi 6lditriici maya toksini, panomycocin, MIK deferi, dermatofit, pathojen

maya,'hasat sonrast patojen mantarlan

Projeden Kaynaklanan Yurt Digi Dergilerde (SCI core index) Yayiniar:

- lzgt,F., Altinbay, D., Tareli E., “In vitro susceptibility testing of panomycocin; a novel &xo-p-1,3
glucanase isolated from Pichia anomala NCYC 434, against dermatophytes” Mycoses, Vol.50 (1),
31-34 (2007)

-lzgti,F., Altinbay, D., Tureli E., In vitro susceptibilities of Candida species to Panomycocin, a
novel exo-B-1,3 glucanase isolated from Pichia anomala NCYC 434, Yayina génderildi .
Microbiology and Immunology, (2007) . |

-izgu, F. Altinbay, D., Kepekgi A., In vitro and in vivo antifungal activity of panomycocin, a novel
exo-B-1,3-glucanase, against post harvest plant pathogens. Food Microbiology dergisine
gonderilmek (izere yayina hazirlaniyor,

Proje Kapsaminda Tamamlanmig Yiiksek Lisans Tezieri

- Akif Emre Tureli, Antimicrobial spectrum determination of the K5-type yeast killer protein and its
kinetics of cell-killing, Ytksek lisans tezi, Aralik, 2005, ODTU, Tez Yaneticisi: Prof.Dr.Fatih lzgt




-Remziye Aysun Kepekgi, Antifungal spetrum determination of the K5-type yeast killer protein on
fungi, causing spoilage in citrus fruits. Yuksek lisans tezi, Aralik, 2008, ODTU, Tez Yoneticisi:
Prof.Dr.Fatih [zgi '

Bilim Dali: Molekiller Biyoloji ve Genetik

Docentlik B. Dali Kodu: Molekiiler Biyoloji ve Genetik




	2007-9000127.tif

