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SRINGOMISIN VE SRINGOPEPTINLERIN KISMEN
SAFLASTIRILMASI *

Meral OZALP', Burcin SENER’, N. Leyla ACAN®

PARTIAL PURIFICATION OF SYRINGOMYCINS AND SYRINGOPEPTINS

Summary: Psendomaonas syringae pv, syringae is a bacterial pathogen for several plants. B339 strain of this bacteria
produces syringomycing and syringopeptins. These substances are lipodepsipeptides consisting of hydroxy farty acids
and peptide moteties which contain several unusual aming acids. In this study partial purification of syringomyems and
springopepting s presented. The purification included ammonium sulphate precipitation, aceton extraction and CM32
cellulose chromatography steps. Antifungal activity and thin layer chromatography was used to identify these producis

Key Words: Pseudomonas svringae pv. syringae, Lipodepsipeptides. Purification

Ozet: Psendomonas syringae pv. syringae birgok bitki igin patajen olan bir bakteridir. Bu bakierinin 8359 susn
sringomisinler ve sringopeptinler olarak adlandirilan bilesikleri dretir. Bu bilegikier yvapilarmda bir takim az rasilanan
aming asitler butunduran peptidler iceren lipodepsipeptidierdir. Bu caligmada sringomisin ve sringopeptiniorin hismen
saftagtirdimas:  sunulmaktadw.  Saflagnrma, amonyum  sulfat kesiti, aseton  ekstraksivonu ve CM 32 seliifos
kromatografisi yéntemlerini igeriv, Kismen saflagtinilan bu toksinlerin tammlanmasinda ince tabaka kromatografisi ve
antifungal aktivite olcam teknidlerinden vararlandmigtir,

Analitar Kellmeler: Pseudomonas syringae pv. syringae, Lipodepsipeptidler, Saflastirma

GiRiS SRG,_}*aQ asiti icerigi bakimindan farkhliklar
. . . L gosterir. Bu SR'lerdeki yag asitleri sirasivla, 3-
Sringomisinler (SR) bir fitopatojenik sus olan  y.qr5ksi dodekanoik asit, 3-hidroksi dekanoik asit
Psumlumunm:“ .'-.i‘:.flrmgau pv.  syringae [_!3}9 ve 3-hidroksi tetradekanoik asittir. Sringomisinler,
tarr&ﬁndan. Iur.e tgsrler “E}. SA:!”” i.:u!gulnrznm bitki dokularinda nekroza neden olur. Amfipatik
Srfngnpemfn o %"}EZ o _,r',"gﬂmm? i yapidaki molekiil bashica hedefi olan konakc
sringopeptinler, hidroksi yag asiti ve gesitli sira hilcrenin zarinda K', H' ve Ca’ gibi katyonlarm
ﬁ'sl :um.lja as,”:]er 1cerenhpei:rltld klsmmals:;h:p Dt;“ serbestge gecebilecedi kanallar agar. SR, amfipatik
‘:J[nu;..parzn,plu ;rH grubunda }LlrJ alirlar ;: yapist nedeniyle aym zamanda biosurfaktan
ERICR — rICROHEORIt, il MR i aktiviteve de  sahipti,. SR ve  benzeri
diaminobutirik asit ve 2 3-dehidrobutirik asit gibi lipodepsinonapeptidler antifungal aktivite de
stk rastlanmayan amino  asitler  bulundururlar. gBsterirler

Sringomisinlerin peptid kismi dokuz amino asitten . _ _
olusmustur. N ucundaki serin, bir hidroksi yag asiti Sringopeptinler (SP) ise 22 veva 25 ammo asil

ile N-asetil, ve C ucundaki 4-klorotreoninin  igeren lipodepsipeptidlerdir  (Sekil 1b). Bu
karboksil grubu ile O-asetil bag vapmistir (Sekil bilesikler de fitopatojenik olmalarina ragmen
la). Baghica sringomisin tipleri olan SRE. SRA ve antifungal aktiviteye sahip degildirler (3).
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sekil 1 Seimganisin ve Sringopeptinterin Yapiar

Son willarda fungal enfeksiyonlardaki artig
nedeniyle antifungal ilaglanin  geligtirilmesi
galismalari énem kazanmistir. Bu  galismanin
amact, elimizdeki susun iirettigi toksinleri kismen
saflastirmak ve biyolojik aktivitelerini
incelemektir.

ARAC, GEREC VE YONTEMLER

Kullamlan  biitiin ~ Kimyasallar  analitik
safliktadir. Pseudomonas syringae pv. syringae
B359 susu, Geothricum candidum, sringomisin E
ve sringopeptin 22A Berlin Teknik Universitesi,
Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Enstitiisiinden
saglanmistir,

Besi Yerleri (2):

Maya ekstresi-tripton sivi besi yeri: % 0.8
tripton, % 0.5 maya ekstresi, % 0.25 NaCl igerir.

Maya ekstresi-tripton kati besi yeri: Maya
ekstresi sivi besi yerine % 1.5 agar eklenerck
hazirlanir.

Patates dekstroz agar: % 2.5 patates, % |
dekstroz, % 0.15 agar igerir.

Minimal besi yeri: 10 mM fosfat tamponu, pH

7.0, % 1 mannitol, % 0.4 L-histidin, % 0.02
MgS(y, % 0.002 FeSO,TH,O. % 0.001

CEC';IH:O il,!l.!!‘ir.

Organizmamn iiretilmesi:

Pseudomonas syringac pv. syringae B35Y sugu
enzim kaynag olarak kullanmlmis, maya ekstresi-
tripton  katr besi yerinde {iretilmistir. Toksin

iiretimi igin, hiicreler maya ekstresi-tripton  sivi
besiyerinde 24 saat &n kiiltiir yapildiktan sonra 200
ml minimal besi veri iceren 500 mllik yanakl
erlenmeyer kaplarinda 260Cde, 150 rpm’deki
calkalamah su  banvosunda  inkiibasyona
birakilmistir,. On gahsmalarda, bu sartlarda 40
saate kadar hiicrelerin gogaldign ve antibivotik
iirettigi - goriildiigiinden SR ve S5P'nin kismen
saflagtirilmasi amaciyla hiicreler bu gekilde 30-40
saal inkiibe edilmistir,

Antifungal Aktivite Calismalar::

Antibiyogram:  Patates  dekstroz  agara
karistirilmis Geothricum candidum petri kabina
dokillmilg, ornekler disklere emdirilip petri
kaplarinin Gizerine verlestirilmis ve 24 saat sonra
bilyiime inhibisyonu gozlenmigtir (1).

Minimal inhibitér Konsantrasyonu (MIiK):
Cahisilan maddelerin antifungal aktivitesi NCCLS
dnerilerine  gore  mikrodifiizvon  yontemi  ile
arastinlmistir. Referans ve Kalite kontrol suglam
nlarak Candida parapsilosis ATCC 220019 ve
Candida krusei ATCC 6258 kullanilmisur (4).

Candida suslan Sabouraud Dekstroz agarda
35°C de 24 saat inkiibe edilmis, 0.5 Mc Farland
siispansiyonuna esdefer bulanikliga ayarlanmig ve
3-{N-morfolino]-propansulfonik asit  tamponu
iceren RPMI-1640 besiverinde final inckulum
konsantrasyonu 0.5-2.5x10" cf/ml olacak sekilde
ileri sevreltmeler yvapilmigtic. Standart antifungal
bilesik olarak Nukonazol kullanilmigtir,

35°C’de 48 saat inkiibasyodan sonra, bu siire
sonunda minimal inhibitér konsantrasyonu ( MIK)
degerleri belirlenmisgtir.

Protein ve peptid délgiimii: Prolein ve
lipodepsipeptidlerin - konsantrasvonu  Bradford
metoduna gire Glgilmistiic (5). Standart olarak
sigir serum albumini kullanilmistir.
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Tabla I CM32 Kromatografisi Zirvelerinin MIK Degerleri ve TLC Bulgular
Hacim Protein MIK (pg/ml) TLC
LUM32 kromatografisi; ml {pg/ml) CpP CK fraksiyonlan
baglanmayan fraksiyon 84.8 232 0.18 1.50 1.2.3.4.5.6
gsitle eliie olan 1, zirve 1.1 24 >2.40 >2.40 2
i * % 2 zirve 1.1 1.6 0.035 0.10 2.3
* 3 zirve 1.1 56 018 0.35 is
Y 4, zirve L1 24 015 0.30 3.5
* 5 zirve 1.1 9.6 015 .60 4.6
* b zirve 1.1 7.2 0.45 0.20 1.4.6
TLE Frakswonlarenn R Degerlers:
I 0058 20176 3 0279 4 0,297, $: 0435, 6 0.536
FCP: Candida parapsifosis ATCC 22019, CK: Candida krusel ATCC 6258)
profili  goriilmektedir.  Asit  pH'da  wvikanan

BULGULAR VE TARTISMA

Sringomisinler ve sringopeptinlerin kismen
saflastinnimas;

Toplam | litre minimal besiyerinde aktif olarak
antibivotik  sentezleyen hiicreler 5000xg de
santrifiij edilerek uzaklastinldi. Santrifiij {ist sivis:
% 85 amonyum siilfat doygunlufuna getirilip
cOktliriildli. Bu sekilde iist sividaki peptid ve
proteinlerin tamaminin ¢kmesi saglandi. Cokelti,
19 ml 50 mM potasyum fosfat tampon pH 7.0°de
¢oziiliip, ayn tampona karsi bir gece diyaliz edildi.
Toplam hacmi 22.0 ml olan dializatin protein
icerifi  149.6 mg olarak &lglldi. 6N [HCI ile
diyalizatm pH’s1 2 ye diigtiriildil ve esit hacimda
aseton  eklenip, bir gece sofukta bekletildi
Santrifiijleme ile ciikelti uzaklastirilds.
Silpernatanttaki asetonun buharlasmas:
saglandiktan sonra 18.5 ml toplam hacimda, 14.6
mg protein kaldigi belirlendi. Bu kademede
protein bakimindan yaklasik 10 kez saflasma elde
edildigi gdriildi. Bu aseton ekstrakti &rneZinin
aktivitesini  +4°C’de  uwzun siire  korudugu,
amonyum siilfat kesiti sonrasi dializ edilen Grnegin
ise aktivitesini ¢ok kisa siirede kaybettigi goriildii.
16 ml aseton ekstrakti Ornegi, 1.6x5.5 cm
boyutlarindaki CM 32 kolonuna 16ml/saat akig
hizivla uygulandi. Kolon, pH 3 HCI ile yikanarak
fraksiyvonlar toplandi. Sekil 2'de CM 32 eliisyon

kolondan, bashca 6 zirve halinde peptidler eliie

edildi. Kolon eluatlarinda belirli araliklarla
Geothricum  candidum  kullanilarak  bilyiime
inhibisyonunun  gozlendigi  biyolojik  aktivite

taramasi vapildi. CM 32 de elde edilen tepe
noktalar! ince tabaka kromatografisi (TLC) ile n-
butanol:su:asetik  asit (5:4:1) solvent sistemi
kullanilarak ayirildi ve ayirilan fraksiyonlar % 0.2
ninhidrin ile renklendirildi. Kolona uygulanan
drnekte belli bash 6 TLC fraksivonunun
bulundugu, her bir zirvenin bir veya birden fazla
TLC fraksiyonu igerdigi  pozlendi. Kolona
baglanmadan elile olan fraksivonda da daha az
yoZunlukta olmakla beraber, kolona giren biitiin

TLC  fraksiyonlan  gozlendiginden,  kolona
baglanma  kapasitesinin  iizerinde  protein
uygulandifn disiindildii.  Sonuglar table [Pde

goriilmektedir. Elimizde var olan standartlarin Rf
degerleri ile karsilastimldiginda birinci TLC
fraksiyonunun SRE’ve ve ikinci fraksiyonun
SP22A’ya ait oldugu gérillmiistiir. TLC sonuglar
1. zirve digindaki zirvelerde peptidlerin birbirinden
tam olarak aynlmadiklanim géstermektedir. Bu
sonuglara bakarak, CM32 kolonundan clde edilen
l. zirvenin SP22A’ya ait oldufu; SRE'nin 6.
zirvede elue olmaya basladi@ fakat, 4. ve 6. TLC
fraksiyonlarindan tamamen aynlamadig; 2,

zirvenin 3 noJduw, 3. zirvenin 5 noldu TLC
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fraksiyonlarina ait oldugu, bunlarin da birbirinden
tamamen ayrilamadigi diislintlmistir.
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Sekerd 2 CMI2 Eligyvon Prafilt, Kolan boyurlare: | 6x3, 5 cm, akiy hize:
16 mbisaar. PHI HCH ile eldsyon baglangier ok ile gosteritmigtir, {-6
nodu zievelerde amifungal akieite aragirilmig ve ince labaka
krivmetografint vapolmegior

Bu é&rneklerde standart Candida suslarindan
Candida parapsilosis (CP) ve Candida krusei'ye
(CK) karsi antifungal aktiviteler incelenmis ve
MIK degerleri tesbit edilmistir. Birinci zirve
disindaki biitiin fraksiyonlarda antifungal aktivite
bulunmustur. Sringopeptinlerin antifungal aktivite
gistermedigi bilinmektedir. Bu bulgu da birinei
zirvenin SP22A’ya ait oldugunu dogrulamaktadir.
3-6. Fraksiyonlar birbirinden aymmlamadifindan ve
hepsi  de antifungal aktivite gosterdiginden,
bunlardan hangilerinin SR ve hangilerinin SP
oldugunu tahmin etmek miimkiin olamamistir. Rf
degerinden sringomisin E oldugu dilsliniilen 1.
TLC fraksiyonunu igeren 6. zirve igin  MIK
degerleri CP'ye karsi 0.45 mg/ml, CK’ya kars: ise
0.20 mg/ml olarak tesbit edilmigtir. MIK degeri
bulgularimdan SRE'nin antifungal aktiviteye sahip

oldugu goriilmektedir. Ayni bakterinin  B301
susundan elde edilmis SRE ile vapilan bir
calismada MIK degerleri CP igin 2.5 ve CK igin
10 mg/ml olarak belirtilmektedir (6). Bu bulgular
bizim 6. zirve igin elde ettifimiz sonuglarla
benzerlik gbstermektedir, Fraksiyonlarin
birbirinden daha iyi bir sekilde ayirilmas: ve daha
ileri saflastirma eldesi igin ¢ahsmalar devam
etmektedir.
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