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OZET

Ekstraselliiler vezikiiller, farkli hiicre tiplerinden salgilanan lipit ¢ift katmanl
nanometrik yapilardir. Vezikiillerin salgilandiklar1 bakteri hiicrelerinin patogenezi ve
cevreye adaptasyonu ile ilgili islevlerde rolleri oldugu bilinmektedir. Bunun yaninda
vezikiillerin  biyoteknolojik  kullanimlart da hiz  kazanmustir.  Ekstremofilik
mikroorganizmalarin  {rettikleri metabolitler ve adaptasyon mekanizmalar1 da
biyoteknolojik dneme sahiptir. Bu tez ¢calismasinda sunulan arastirma, halofilik bakterilerin

vezikiil karakterizasyonuna ve adaptasyondaki roliine odaklanmustir.

Halomonas caseinilytica farkli tuz konsantrasyonlarinda gelistirilip her bir gruptan
vezikiil izolasyonu yapilmistir. Ayn1 zamanda kontrol grubu olarak mezofilik bakteri olan
Escherichia coli’ den de vezikiil izolasyonu yapilmistir. Vezikiillerin morfolojik yapilari
karakterize edilmistir ve protein bilesimleri tespit edilip adaptasyon mekanizmasina dair bir

farklilik taranmistir.

Yapilan analizler sonucunda farkli tuz konsantrasyonlarina ait vezikiillerde genel
olarak benzer protein profilleri oldugu bulunmustur ancak temel bilesen analizi sonucunda
farkli kiimelenen protein profilleri olarak OmpA-OmpF porinleri, Uzama faktorii Tu,
saperonin ve TolB tespit edilmistir. Bu proteinlerin vezikiil olusumu ve adaptasyon

mekanizmasinda rolleri olabilecegi diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Ekstraselliiler vezikiil, Halofilik mikroorganizma, Adaptasyon
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SUMMARY

Extracellular vesicles are nanometric lipid bilayer particles released by several cell
types. The vesicles are known to have a function in the pathogenicity and adaptability of the
bacterial cells they produce to the environment. Furthermore, the biotechnological use of
vesicles has gained traction. Extremophilic bacteria’ metabolites and adaption processes are
also important in biotechnology. The research presented in this thesis study focused on the

vesicle characterisation of halophilic bacteria and its involvement in adaptation.

Halomonas caseinilytica was cultivated at various salt concentrations, and vesicles
from each group were isolated. Simultaneously, vesicle isolation from Escherichia coli, a
mesophilic bacteria, was performed as a control group. The morphological features of the
vesicles were studied, their protein composition was identified, and several adaption

mechanisms were investigated.

The investigation showed that there were usually comparable protein profiles in the
vesicles of different salt concentrations, however the main component analysis revealed that
OmpA-OmpF porins, Elongation factor Tu, chaperonin, and TolB were distinct aggregating
protein profiles. These proteins are hypothesized to play roles in vesicle production and

adaption mechanisms.

Keywords: Extracellular vesicles, Halophilic microorganism, Adaptation
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1. GIRIS VE AMAC

Ekstraselliiler vezikiillerin kesfi ilk olarak okaryotik hiicrelerde gerceklestirilmistir.
Sonrasinda ise prokaryot, arke ve bitki tiirlerinde de vezikiil salinim1 tanimlanmistir. Her bir
organizma simifinda farkli isimlendirilmis vezikiil yapilart mevcuttur. Ekstraselliiler
vezikiiller bir hiicre tarafindan, hiicre dis1 ortama salinan lipit ¢ift tabakali, genellikle de 20-
300 nm araliginda degisen nano boyutlu pargaciklardir. Ekstraselliiler vezikiiller protein,
niikleik asit ve lipitler gibi birgok bilesik igermektedirler. igerdikleri bilesikler sayesinde
birden fazla fonksiyonel islevlere sahiptirler. Boylece biyoteknolojide kullanimi agisindan
da yiiksek potansiyele sahiptirler. Simdiye kadar bircok bakteride ekstraselliiler vezikiil
salmimi gosterilmistir ancak ekstremofilik mikroorganizmalarda ekstraselliiler vezikiil

salinimina dair ¢aligmalar sinirlidir.

Ekstremofiller, asidik, tuzcul ve yiiksek sicaklik gibi farkli ekstrem ortamlarda
biiyliyebilen mikroorganizmalardir. Ekstremofiller arasinda yer alan birgok grubun
urettikleri enzim ve metabolitlerin kullanimi biyoteknolojide 6nemlidir. Halofiller de
biyoteknolojik 6neme sahip olup enzim ve metabolit {ireten gruplardandir. Halofiller farkli
tuz konsantrasyonlarda biiyiiyebilen mikroorganizmalardir. Tuzcul ortamlara adaptasyonlari
ise iki strateji ile agiklanmaktadir; yiiksek tuz stratejisi ve diisiik tuz, uyumlu organik
coziinen stratejisi. Ekstraselliiler vezikiillerin, mikroorganizmalarin ¢evreye uyum
saglamalarinda, biyofilm olusumu ve konake¢i etkilesimi gibi islevlerde yer aldiklari
gosterilmistir ancak ekstremofil mikroorganizmalarin adaptasyon mekanizmalarinda

herhangi bir isleve sahip olup olmadigi belirsizligini korumaktadir..

Bu c¢alismada halofilik bir bakteri olan Halomonas caseinilytica susundan
ekstraselliiler vezikiil izole edilip karakterize edilmesi amag¢lanmistir. Ayn1 zamanda halofil
mikroorganizmalarin tuzcul ortamlara adaptasyonunda ekstraselliiler vezikiillerin islevine
dair bir bulgunun bulunmasi amaglanmistir. Bu kapsamda H.caseinilytica farkli tuz
konsantrasyonlarinda %6-%12-%18 oranlarinda tuz iceren MGM ortamlarinda biiyiitiiliip
ekstraselliiler vezikiilleri izole edilmistir. Fiziksel karakterizasyonu ile beraber vezikiillerin

proteomik analizleri de yapilmistir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. Ekstraselliiler Vezikiiller

Ekstraselliiler vezikiiller (EV) birgok hiicre tarafindan hiicre dis1 ortama salinan lipit
cift tabakali nano boyutlu pargaciklardir ve ¢aplar1 genellikle 20-400 nm araligindadirlar.
(Derkus vd., 2017). EV’lerin hiicre biiylimesi ile beraber hiicreler tarafindan hiicre zarindan
salgilanmasi yasamin ii¢ domaininde de gesitli tiirler arasinda yaygin bir siiregtir. ilk olarak
okaryotlarda tespit edilen bu siire¢ prokaryot ve bitkilerde de bildirilmistir. Okaryot
hiicrelerinden salgilanan EV’lere eksozom, prokaryot hiicrelerinden salgilanan EV’lere ise
genellikle membran vezikiil denilmektedir. EV’ler niikleik asit ve protein gibi farkh
molekiiller icermektedirler ve bu sekilde bir¢ok fonksiyonel iglevlerde yer almaktadirlar.
Sahip olduklar1 fonksiyonel islevler sayesinde biyoteknolojik uygulamalarda 6nemli

potansiyelleri mevcuttur (Cao ve Lin, 2021).

2.1.1. Gram negatif bakterilerde ekstraselliiler vezikiiller

Gram negatif bakteriler tarafindan salgilanan ekstraselliiler vezikiiller, dig membran
vezikiil (OMV) olarak adlandirilmaktadir. Dis membran vezikiiller 30 - 250 nm ¢ap
araligindadir (YashRoy, 2017). OMV’lerin ilk kesfi Vibrio cholerae’nin hiicresiz bir
filtratinin tavsanlarda bagisiklik tepkisini olusturmasiyla goézlenmistir ancak bu tepkinin
gram negatif bakteri dis zarlarindaki bilesenlerin immiinolojik etkisinden kaynaklandigi
digtintilmistir (De, 1959). Sonrasinda yapilan bir ¢alismada lisin kisitlayict ortamda
tiretilen Escherichia coli hiicrelerinin kiiresel LPS igerikli salgilar iirettigi gdsterilmistir
(Bishop ve Work, 1965) ve bu ¢alisma ilk vezikiil tanimlamasi olarak kabul edilmektedir.
Bu ¢alismanin ardindan farkli bir ¢alismayla da V. cholerae’nin dis zarin biikiilmesi ile dis

zara bagli vezikiiller tirettigi bildirilmistir (Chatterjee ve Das, 1967)
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OMV’ler hiicrelerin dis zarindan tiiretildiginden igerdikleri protein, lipit gibi
bilesenleri dis zar ile benzerdir. OMV’lerin MS tabanli proteomik analizler ile farkli islevlere
sahip 3500°den fazla protein tanimlanmistir (Jan, 2017). OMV’lerde dis zar proteinlerinin
disinda sitozolik ve i¢ zar proteinleri de bulunmustur. OMV’lerin izolasyonunda yogunluk
gradiyentli santrifiijleme teknigi kullanilarak bu proteinlerin uzaklastiriimasi1 hedeflenmistir
ancak bu izolasyon adimindan sonra dahi sitozolik ve i¢ zar proteinlerin varlig
giderilememistir (Kulkarni ve Jagannadham, 2014). Bunun disinda farkli biiylime kosullar1
ve siirelerinde iiretilen OMV’lerin protein profillerinin de farkli oldugu bulunmustur.
OMV’lerdeki protein tiir ve sayisinin belirlenmesine dair pek ¢ok ¢aligsma olmasina ragmen

OMV’lerin protein igeriginin hangi mekanizmaya bagli olarak belirlendigi heniiz

tanimlanamamustir.
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Sekil 2.1. Vezikiil yapisinin sematik gosterimi (Jan, 2017)



Cizelge 2.1. Gram negatif bakterilere ait vezikiillerin protein tanimlama ¢alismalari

Kullanilan bakteri Analiz yontemi Referans
Neisseria meningitidis MALDI-TOF Ferrari vd., 2006
Pseudomonas syringae LC-MS/MS Chowdhury ve

Jagannadham, 2013

Acinetobacter baumannii MALDI-TOF Mendez vd., 2012
Francisella novicida MudPIT-MS McCaig vd., 2013

LC-MS/MS Pierson vd., 2011
Pseudomonas aeruginosa LC-MS/MS Toyofuku vd., 2012
Myxococcus xanthus MALDI-MS/MS Kahnt vd., 2010
Escherichia coli Nano-LC-ESI-MS/MS Lee vd., 2007
Klebsiella pneumoniae 1-DE-LC-MS/MS Lee vd., 2012

Burkholderia pseudomallei

LC-MS/MS

Nieves vd., 2011

Helicobacter pylori

LC-MS/MS

Mullaney vd., 2009

Protein igeriginin yan1 sira OMV’lerde niikleik asit varlig1 da tespit edilmistir. Tk
olarak pargalanmis hiicrelerden gelen DNA fragmentlerinin OMV ylizeyine baglanabilecegi
distintilmistiir fakat OMV’lerin DNAaz ile muamelesi sonucu DNA fragmentlerinin OMV

limeninde yer aldig1 kanitlanmistir (Kulkarni ve Jagannadham, 2014).

g
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Sekil 2.2.Vezikiil igeriginin sematik gosterimi (Cecil vd., 2019)
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OMYV biyogenezi gram negatif bakterilerin stres yaniti1 olarak kabul edilmektedir.
Biyogenez dis zarin diga dogru egrilmesiyle baglamaktadir. Membranin egriligine ve vezikiil
biyogenezine sebeb olan ii¢ strateji sunulmaktadir; (1) Dis zar ile peptidoglikan tabaka
arasindaki baglant1 kaybi, (2) Periplazmik boslukta turgor basinci olusmasi, (3) Membran
egriligi.

Ik strateji periplazmik boslukta dis zar proteinlerinin birikmesiyle dis zar ve
peptidoglikan boslugunda yer alarak ikisinin baglantisinin kaybolmasina neden olur (Anand
ve Chaudhuri, 2016; Kim vd., 2015; M. Li vd., 2020).Bu stratejiye vezikiil iireten
bakterilerde dis zar proteinlerinin azalmasi kanit olarak gosterilmektedir (YashRoy, 2017).
Diger strateji de periplazmik proteinler ve peptidoglikan fragmanlarinin periplazmik
boslukta birikmesiyle olusan turgor basincinin vezikiil olusumuna neden olabilecegi
varsaytlmistir (J. H. Kim vd., 2015; Li vd., 2020a). Kisa peptidoglikan fragmanlarinin
sebebi tamamlanamamis biyosentezlerinden kaynaklanmaktadir (Toyofuku vd., 2019). Son
olarak fosfolipitlerin biraraya gelmesinin OMV olusumuna sebep olabilecegi varsayillmigtir.
Bu varsayimda fosfolipitlerin hidrodobik hacminin hidrofobik zincir uzunluguna orani olan
paketleme parametresi ile molekiillerin optimal yiizey alaninin hesaplanmasi yer almaktadir.
Paketleme parametre degeri yaklasik 1 ise fosfolipitlerin zardaki yerlesimleri silindirik, 0,5
ila 1 degeri arasinda ise konik bir yerlesim olmaktadir. Parametre degerinin 0,5 ila 1 arasinda
olmasiyla fosfolipitlerin konik yerlesimi membrana egriligine sebebiyet vererek vezikiil

olusumuna zemin hazirlamaktadir (Toyofuku vd., 2015).

2.1.2. Gram pozitif bakterilerde ekstraselliiler vezikiiller

Gram pozitif bakterilerin, gram negatiflerden farkli olarak kalin bir peptidoglikan
yapisina sahiptir bu sebeble uzun bir siire gram pozitif bakterilerden vezikiil salgilanmasinin
miimkiin olamayacag diisiinlilmiistiir. Ancak son yillarda, farkli bir¢ok gram pozitif bakteri
tiriinde vezikiil salgilanmasi gozlenmistir. Gram pozitif bakterilerin EV’leri membran
vezikiil olarak (MV) olarak adlandirilmaktadir. Hem gram pozitif bakteri MV’leri hemde
gram negatif bakteri OMV’leri mikrobiyal ekstraselliiler vezikiillerin alt siniflaridir (Cao ve
Lin, 2021).
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Gram pozitif bakteri lizerinde yapilan ¢alismalar ile MV’lerin ortalama g¢aplarinin
10-500 nm araliginda degistigi bulunmustur (Bose vd., 2020). Gram pozitif bakterilerden
vezikiil salgilanmasi ilk olarak 1990’da Dorward ve Garon tarafindan kanitlanmistir
(Dorward ve Garon, 1990). OMV’ler gibi gram pozitif bakteri MV leri de protein ve niikleik
asitler gibi bilesenler igermektedirler. MV ’lerin protein igerikleri salgilandiklar1 bakterilerin
proteinleri ile benzerlik gostermektedir ancak patojenik gram pozitif bakterilerden
salgilanan vezikiillerde viriilans faktorleri cogunluktayken patojenik olmayan gram pozitif
bakterilerden salgilanan vezikiillerde ise metabolizma iliskili proteinler g¢ogunlukta
bulunmustur (Briaud ve Carroll, 2020). Ayrica MV’lerin fosfolipitler, DNA ve sRNA’lar1
da icerdigi bildirilmistir (Yu vd., 2018). OMV’lerde oldugu gibi MV’lerde de vezikiil

icerigindeki protein ve niikleik asit bilesenlerinin se¢cim mekanizmasi belirlenmemistir.

MV’lere ait biyogenez modelinde ilk asama sitoplazmik zarin tomurcuklanmasidir.
Tomurcuklanma siirecinde yer alan faktor olarak lipit farkliliklar: gosterilmektedir. Vezikiil
salinimindaki son adim hiicre duvarindan gecistir. Hiicre duvar1 yapisindaki peptidoglikan
tabakasi transpeptidazlar ve otolizinler tarafindan diizenlenmektedir bu kapsamda MV lerde
yapilan ¢alismalarla vezikiillerin transpeptidazlar ve otolizinler igerdigi gézlemlenmistir
(Jeon vd., 2017).

2.1.3. Arkelerde ekstraselliiler vezikiiller

Arkelere ait ekstraselliiler vezikiiller genellikle 90-230 nm araligindadir ve okaryot
eksozomlarina benzer sekilde salgilanmaktadir (Marguet vd., 2013). Arkelerde
ekstraselliiler vezikiillerin varligt ilk kez termoasidofilik bir arke olan Sulfolobus
islandicus’ta bildirilmistir (Prangishvili vd., 2000). Sonraki ¢alismalarla Thermococcus,
Sulfolobus ve Pyrococcus sinifina ait tiirlerin EV firettigi tespit edilmistir (Ellen vd., 2008;
Soler vd., 2008; Gaudin vd., 2013). Termococcus suslarindan {iretilen EV igerigindeki
DNA’nin, 1s1l ve enzimsel denatiirasyona karsi direngli oldugu gosterilmistir (Soler vd.,
2008). Farkli bir calismada ise arke EV’lerinin plazmit transferinde rol oynayabilecegi
gosterilmistir. Ayni1 zamanda arke hiicresinden tiretilen EV’ler ile hiicre zarlarindaki protein
ve lipit iceriklerinin benzer oldugu gorilmiistir bu da EV’lerin hiicre zarindan

kaynaklandigin1 dogrulamaktadir (Gaudin vd., 2013).



2.1.4. Mikrobiyal ekstraselliiler vezikiillerin iiretiminde etkili faktorler

Ekstraselliiler vezikiillerin biyogenez modellerine ek olarak bakterilerin biiyiime
kosullarindaki faktorler ile EV iiretimi arasindaki iliski de arastirilmis ve belirli stres
faktorlerinin vezikiil tiretimini arttirdigi bildirilmistir. Bu faktorler arasinda gevresel
faktorler olarak biiyiime ortami, oksidatif stres, pH, sicaklik ve antibiyotik tedavisi yer
almaktadir. Biliyiime ortami onemli faktorlerden biridir. Yapilan bir ¢alismada biiyiime
ortaminin karbon ve azot agisindan zenginlestirilmesiyle N. meningitidis’de EV {iretiminin
arttigr gorlilmistir (Santos vd., 2012). Benzer sekilde gida patojeni olan Listeria
monocytogenes bakterisinin asidik ve tuzlu ortamda vezikiil iiretimini, normal sartlara gore,

arttirdig tespit edilmistir (Jun vd., 2019).

Oksidatif stres etkisinin tespiti i¢in Pseudomonas aeruginosa lizerine Oldiiriicii
olmayan hidrojen peroksit uygulanmasiyla serbest radikale bagli oksidatif stres olusturulmus
ve sonucunda EV iiretiminde bir artis gozlemlenmistir (MacDonald ve Kuehn, 2013).
Cevresel pH degisikliklerine karsi vezikiil iiretimi, bakterinin membrana biitiinliglini
korumak i¢in gosterdigi bir strateji olabilir (Mozaheb ve Mingeot-Leclercq, 2020). Bu
kapsamda yapilan bir ¢alismada Francisella tularensis, pH’1 4 ila 7 araliginda degisen
ortamlarda gelistirilmis ve vezikiil iiretimleri karsilastirilmistir. Sonug¢ olarak pH 4.8’in
altinda bakteri gelisimi dahi goriilmemis, en yliksek vezikiil {iretiminin ise pH 5.3’ te
gozlemlenmistir (Klimentova vd., 2019). Vezikiil biyogenezinde yer alan modellerden biri
yanlig katlanmis protein ve peptidoglikan pargalarinin uzaklastirilmasi i¢in vezikiil salinimi
oldugudur. Vezikiil iiretiminde sicaklik etkisine bakildiginda 1s1 soku, proteinlerin
denatiirasyonuna ve bu proteinlerin uzaklastirilmas: amaciyla da vezikiil olusumunun
tetiklenmesine yol acar (Klimentova ve Stulik, 2015). Ornek olarak Bordetella tiirlerinde
yapilan ¢alismada 1s1 soku uygulandiktan sonra EV iiretiminde artis gozlemlenmistir (De
Jonge vd., 2021). Vezikiillerin, bakterileri antibiyotiklere karsi korudugu ve antibiyotik
direncinde rol oynadiklari bilinmektedir (Uddin vd., 2020). Gentamisine duyarli bir E. coli
susunun artan antibiyotik konsantrasyonu ile vezikiil tiretimini de arttirdig1 gézlemlenmistir
(Chan vd., 2017). Aym sekilde trimetoprim ve streptomisine duyarli L. monocytogenes
suslarinin  antibiyotikli ortamda gelistirilmesi sonucu vezikiil {retimlerinde artis

gozlemlenmistir (Karthikeyan vd., 2020).



Cevresel faktorler disinda genetik modifikasyonlarin da EV {iretimindeki etkileri
arastiritlmistir. Genetik modifikasyonlar uygulanarak elde edilen vezikiiller, membrana
antijenleri i¢in genellestirilmis modiilleri olarak isimlendirilirler (Micoli vd., 2020). Bunlar
as1 Uiretiminde vezikiillerin kullanim verimliligini artirmak i¢in bir strateji olabilir (Zhu vd.,
2021). Vezikiil biyogenez modeli kapsaminda dis ve i¢ zar arasindaki baglantisinin
zayiflatilmasiyla vezikiil miktar1 artirabilir. Bu model iizerine yapilan bir ¢alismada hiicre
zarlar1 baglatisinda yer alan rmpM geninin, N.meningitidis hiicrelerinde silinmesiyle vezikiil
tiretiminde artis oldugu bildirilmistir (van de Waterbeemd vd., 2010). Benzer sekilde gram
pozitif bakterilerin peptidoglikan yapilarinin bozunmasi vezikiil saliniminda 6nemlidir.
Staphylococcus aureus’da, peptidoglikan yapisinda c¢apraz baglayici olarak gorev alan
penisilin baglayici protein iizerinde yapilan mutasyon sonucunda vezikiil liretiminde artig

oldugu gozlemlenmistir (Wang vd., 2018).

2.2. Mikrobiyal Ekstraselliiler Vezikiillerin Fonksiyonlari

Mikrobiyal ekstraselliller vezikiillerin igerdikleri biyomolekiillerin  se¢im
mekanizmas1 heniiz belirlenmemis olsa da igerdikleri biyomolekiiller ile salgilandiklari
bakteri hiicrelerinin ¢evreye uyum, enfekte etme gibi bir¢ok fonksiyonel islevinde yer
almaktadirlar. Mikrobiyal ekstraselliiler vezikiillerin yer aldig1 gosterilmis olan fonksiyonlar

alt bagliklarda 6zetlenmistir.

2.2.1. Tasima sistemi olarak mikrobiyal ekstraselliiler vezikiiller

Mikrobiyal ekstraselliiler vezikiillerin tasidiklar1 biyomolekiiller ile bakterilerin
iliskilerinde yer almaktadirlar (Rueter ve Bielaszewska, 2020). Mikrobiyal EV’lerin tasima
sistemi olarak kullanilmasinin var olan tagima sistemlerine gore avantajlari mevcuttur

(Guerrero-Mandujano vd., 2017).

EV’ler yapisal ozellikleri sayesinde tasidiklar1 biyomolekiilleri litik enzimlerden
korurlar boylece EV’ler diger tagima sistemlerine gore molekiilleri daha uzun mesafelere
ulasabilmektedirler. Aymi zamanda, EV’ler birden fazla ve c¢esitte molekiilii

tasiyabilmektedirler (Guerrero-Mandujano vd., 2017 ; Lima vd., 2020).
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Diger bir avantaji ise lipitleri ve hidrofobik ¢dziinmeyen proteinlerin taginabilmesidir.
Ormegin; Pseudomonas aeruginosa’dan salgilanan EV’lerin PQS (Pseudomonas kinolon

sinyali) tasidig: bildirilmistir (Mashburn ve Whiteley, 2005).

Antiblores istance provider

RNA molecules

#\ DNA molecules

Virdence factors

eDNA

Tammembane molecules

Peptidogycan

Bocterial EV contents

Sekil 2.3. Vezikiillerin biyomolekiilleri tasimasinin sematik gésterimi (Dagnelie vd., 2020)

2.2.2. Biyofilm olusumunda ekstraselliiler vezikiiller

Mikrobiyal ekstraselliiler vezikiiller hiicreler arasi etkilesim ve besin iletiminde yer
alarak biyofilm olusumuna katki saglamaktadir (Begi¢ ve Josi¢, 2020; Cao ve Lin, 2021).
Bir c¢aligmada besinsel kisitlama durumunda Porphyromonas gingivalis tarafindan
salgilanan EV’lerde biyofilm olusumuna katki saglayan Heme proteini tespit edilmistir
(Olczak vd., 2010). Pseudomonas aeruginosa biyofilm olusumunda yer alan PQS sinyali
hiicreler arasinda EV’ler ile taginarak hiicre ylizeyinin hidrofobikligini artirip biyofilm
olusumunu saglamaktadirlar (Begi¢ ve Josi¢, 2020). Ayrica biyofilm olusturan bakterilerden
salgilanan EV’lerin biyofilm olusturmayan bakterilerde de biyofilm olusumunu tetikledigi
gosterilmigtir (Wu vd., 2020; Seike vd., 2021). Ayni zamanda EV’lerin biyofilm
yiizeylerinde dagilip bakterilerin kolonizasyonunu kolaylastirdigi bildirilmistir (Cao ve Lin,
2021).
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2.2.3. Antibiyotik direncliliginde ekstraselliiler vezikiiller

Mikrobiyal ekstraselliiler vezikiiller farkli sekillerde antibiyotik direncliliginde yer
almaktadirlar (Uddin vd., 2020). ilk olarak enzimler tasiyarak antibiyotik direngliligi
saglarlar. Ornegin; Staphlycoccus aereus EV’lerinin PB-laktamaz ve Bacillus subtilis
EV’lerinin ise sublosine direng saglayan Sunl proteinini i¢cerdigi bulunmustur (Dubois vd.,
2009; Lee vd., 2013). Antibiyotige direng¢ saglamadaki bir diger yol EV’lerin ilag baglayici
proteinleri igermesidir. Pseudomonas aeruginosa’nin EV’lerinde ve olusturduklari biyofilm
yapisindan izole edilmis EV’lerinde ilag baglayici proteinlerin yiiksek konsantrasyonda
oldugu bulunmustur (Park vd., 2014). EV’lerin antibiyotik direngliligi saglamasindaki son
yol EV’lerin antibiyotikleri hiicre disinda baglamasidir (Chattopadhyay ve Jaganandham,
2015). Yapilan bir ¢alisma da Pseudomonas syringae tizerinde etkili olan molistin ve melitin
antibiyotiklerinin, kiiltlir ortamina bakterinin kendisinden izole edilmis EV’ler eklendiginde

antibiyotiklerin etkilerini gosteremedikleri tespit edilmistir (Kulkarni vd., 2014).

2.2.4. Faj enfeksiyonu engellenmesinde ekstraselliiler vezikiiller

Mikrobiyal  ekstaselliller  vezikiiller =~ bakterileri faj  enfeksiyonlarindan
koruyabilmektedirler. EV’ler bakterilerin dis zarindan tiiretildiklerinden bakterilerle benzer
yiizey yapilarina sahiptir. Bakteri dis zarindan disariya salgilanan EV’lerin yiizeylerine faj
reseptOrleri proteinler araciligiyla baglanarak, fajlarin bakteri yiizeyine baglanmasi
engellenmektedir (Azam ve Tanji, 2019). Escherichia coli iizerinde yapilan bir ¢alismada
T4 bakteriyofaj ile enfeksiyonunda kiiltiir ortamina saflastirilmis EV’ler eklenerek, fajlarin
geri doniisiimsiiz olarak EV’lere baglanmasi gézlenmistir ve bakteri enfeksiyonunda azalma

oldugu gosterilmistir (Manning ve Kuehn, 2011).
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Cytoplasmic membrane

Sekil 2.4. Vezikiillerin salgilandiklari bakteri hiicresini antibiyotiklere ve faj
enfeksiyonuna kars1 savunmasinin sematik gosterimi (Schwechheimer ve Kuehn, 2015)

2.2.5. Mikrobiyota korunmasinda ekstraselliiler vezikiiller

Bagirsak florasinda bulunan bakteriler mikrobiyotayr olusturmaktadir. Mikrobiyota
bakterileri tarafindan da EV’lerin lretildigi bilinmektedir (Villard vd., 2020). EV’lerin
mikrobiyota diizenlenmesinde rol oynadigina dair bulgular mevcuttur. Akkermansia
municiphila’dan salgilanan EV’lerin inflamatuar bagirsak hastaligina karsi mikrobiyota
diizenini korudugu (Kang vd., 2013) ve de baglanti islevini ve glikoz toleransini iyilestirdigi
gosterilmistir (Chelakkot vd., 2018).
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2.2.6. Gen aktariminda ekstraselliiler vezikiiller

Mikrobiyal ekstraselliiler vezikiillerde kromozomal ve plazmid DNA’lar
bulunmustur (Ho vd., 2015; Domingues ve Nielsen, 2017; Grill vd., 2018; Tran ve
Boedicker, 2019). EV’ler tasidiklar1 niikleik asitleri 1s1l ve enzimsel denatiirasyonlara karsi
korumaktadir (Soler vd., 2008). Su ana kadar bilinen gen aktarim mekanizmalarina
(konjugasyon, transformasyon, transdiiksiyon) ek olarak EV’ler araciligiyla gen aktarimi
tamimlanmustir. Acinobacter baylyi suslar1 arasinda EV aracili plazmid DNA aktarimi

basarili bir sekilde gozlenmistir (Tran ve Boedicker, 2019).

Ayni zamanda EV’ler ile gen aktariminda yer alacak DNA 0zelliklerinin etkisi
oldugu diisiiniilmiistir. Bu kapsamda yapilan c¢alisma da farkli plazmid kiimeleri
olusturulmustur. Plazmid kopya sayisi ve plazmid boyutu etkisi arastirilmistir. EV’ler ile
gen aktarim basarisinin plazmid iceren vezikiil sayist ile dogru orantida, plazmid kopya

sayist ile de ters orantida oldugu bulunmustur (Tran ve Boedicker, 2019; Bose vd., 2020).

2.2.7. Hiicreler ile etkilesimde ekstraselliiler vezikiiller

Mikrobiyal ekstraselliiler vezikiiller prokaryot, Okaryot ve bitkilerle etkilesime
girebilmektedir. EV’ler igeriginde bulunan toksinler ve proteinler gibi biyomolekiiller
olusacak olan etkilesimi yonlendirir (Yanez-Mo6 vd., 2015; Toyofuku vd., 2017). Bazi
bakteri EV’lerinin biiyime ortaminda diger bakteri tiirlerini 6ldiiren toksinler igerdigi
gosterilmistir (Caruana ve Walper, 2020). EV’lerin hiicrelere giris yollar1 farklilik
gostermektedir (O’Donoghue ve Krachler, 2016; Cai vd., 2018).

EV’lerin hiicrelere giris yollarindan biri makropinositozdur. Makropinositoz, aktin
kaynakli ¢ikintt olusumuyla karakterizedir. Pseudomonas aeruginosa EV’lerinin epitel
hiicrelerine girisinde aktin polimerizasyonu inhibe edilmis ve hiicrelere girisin azaldig
gozlemlenmistir (O’Donoghue ve Krachler, 2016). Hiicrelere giriste farkli bir yol olarak
hiicre ylizey reseptorlerinin yer aldigi klatrin aracili endositozdur. Yapilan ¢aligmalar ile
klatrin aracili endositozun EV’lerin hiicre girisinde kullanilabilirligi gosterilmistir (Parker
vd., 2010). Ayrica lipit salinim1 aracili endositoz yolu da EV’lerin hiicrelere girisinde yer
almaktadir. Bu yolun kullanildigina dair Haemophilus influenza EV’leri tlizerinde ¢aligma

yapilmistir (Sharpe vd., 2011).
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Membran fiizyonu da EV’lerin hiicrelere girisinde var olan diger bir mekanizmadir.
Membran fiizyonunun genellikle yogun lipit sal bdlgelerinde gergeklestigi gosterilmistir.
Calismalarda boya etiketleme teknigi kullanilarak hiicre membrani {izerine EV membranin
flizyonuyla hiicre membrani alaninda artis tespit edilmistir (Rompikuntal vd., 2012; Jager

vd., 2015).

2.2.8. Patogenezde ekstraselliiler vezikiiller

Mikrobiyal ekstraselliiler vezikiiller toksinler ve viriilans faktorleri tasiyarak
patogenezde yer alabilmektedir. EV’ler birden fazla toksin ve viriilans faktorlerini ayn1 anda
tagiyabildiklerinden ve de tasidiklar1 bilesenleri konake1 bagisiklik sisteminden koruduklar
icin patogenezde avantajlidir (Haurat vd., 2015). Bordetella pertussis EV’lerinde adenilat
siklaz toksini tespit edilmistir ve konak hiicrede cAMP seviyesinin artisina neden oldugu
gosterilmistir (Crowley vd., 2013). Listeria monocytogenes EV’lerinde viriilans faktorii olan
listeriolysin O; Streptococcus pneumonia EV’lerinde ise pnomolozin varligi bildirilmistir
(Olaya-Abril vd., 2014; Bose vd., 2020). EV’ler konakg¢iya viriilans faktorleri ve toksinler
tasimanin yaninda bu bilesenleri konak¢r bagisikligindan kagirarak da patogeneze katki
saglarlar (Kuipers vd., 2018). Neisseria gonorrhoeae EV’lerinin patojeni konakg1
bagisikligindan korunmast i¢in konak¢i mitokondriyal membrana yapisini bozan porin
proteini (PorB) i¢erdigi bildirilmistir (Kunsmann vd., 2015). Ayni sekilde Porphyromonas
gingivalis EV’lerinde de konak¢i bagisiklik yapisini etkileyen peptidil arginin deiminaz
(PPAD) enzimini igerdigi bildirilmistir (Bielecka vd., 2014).
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Host cell Immunomodulation
or genotoxicity ®]

Sekil 2.5. Bakteri patogenezinde vezikiillerin kullanim1 (Schwechheimer ve Kuehn, 2015)

2.2.9. immiin modiilasyonunda ekstraselliiler vezikiiller

Mikrobiyal ekstraselliiler vezikiiller sinyal yollarini hedefleyen, bagisiklik tepkisi
olusturabilecek molekiilleri tagiyabilmektedir. EV’ler konake1 hiicre yiizeyine yapistiginda
hiicre zar1 reseptorleri, hiicre i¢i sinyallesmeyi baslatir. EV’lerin tiiretildikleri bakteri tiiriine
gore igerdikleri molekiiller ve yapisal 6zellikleri farkli oldugundan olusturacaklar1 immiin
modiilator etkileri de farkli olabilmektedir (Cheng vd., 2020; Mancini vd., 2020; Munhoz da
Rocha vd., 2020).

Ekstraselliiler mukozal kisimda immiinoglobulin iiretimini tetikler ve EV antijenleri,
antijen tasima hiicreleri tarafindan aktarilarak antijen hiicre yanitlar1 olusturur. Ornek bir
calismada Neisseria meningitidis EV’leri nétrofil ve makrofajlart uyararak interlokin (IL)

tiretimini saglamigtir (Tavano vd., 2009).
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Benzer sekilde Moraxella catarrhalis EV’lerinin IL-6; Salmonella sp. EV’lerinin
TNF ve IL-12; Streptococcus suis EV’lerinin proinflamatuar sitokinleri; Clostridium
perfringens EV’lerinin inflamatuar sitokinleri ve TNF-a ve Staphylococcus aureus
EV’lerinin ise IL-6 ve IL-8 iiretimini tetikledigi bildirilmistir (Alaniz vd., 2007; Vidakovics
vd., 2010; Jiang vd., 2014; Qin vd., 2020; Wang vd., 2020). Ayrica in vivo model {izerinde
de Helicobacter pylori EV’lerinin CXCL2 ekpresyonunda artis sagladigi gosterilmistir
(Kaparakis vd., 2010).

2.3. Mikrobiyal Ekstraselliiler Vezikiillerin Biyoteknolojik Uygulamalarda Kullanim

Mikrobiyal ekstraselliiler vezikiillerin yer aldiklar1 fonksiyonel siirecler ve igerdikleri
biyomolekiillerin tespit edilmesiyle birlikte EV’lerin biyoteknolojik uygulamalardaki
kullanimina dair ¢alismalar hiz kazanmigtir. Bu ¢alismalar saglik alaninda kanser tedavisi,
as1 gelistirilmesi ve ilag tasima sistemi gelistirilmesi seklinde olup, gida alan1 kapsaminda

da calismalar mevcuttur.

2.3.1. As1 platformu olarak ekstraselliiler vezikiillerin kullanim

Ekstraselliiler vezikiillerin as1 olarak kullanimi ilk kez Neisseria meningitidis
vezikiillerinde ¢alisilmistir (Acevedo vd., 2014). Neisseria meningitidis serogrup B tipine
kars1 gelistirilen as1 {riinleri Cizelge 2.3’ de verilmistir. EV’ler bakteri dis zarlarinda
tiiretildiklerinden dogal olarak bakteriyel yiizey antijenlerine sahiptirler. immiin sistemdeki
etkilerinden dolayr EV’lerin as1 malzemesi olarak kullanimini giiclendirmektedir. Ayni
zamanda farkli bakterilere ait EV’lerin biiylime kosullar1 gibi ¢evresel faktorlere gore farkli

iceriklere sahip olmasi kullanilacak olan EV’lerin tasarlanabilir bir ajan olmasini

saglayabilir (Qin vd., 2020).
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Cizelge 2.2. Vezikiillerin kullanildigi N.meningitidis serogrup B’ye kars1 gelistirilen agilar

As1 ismi

Aciklama

Referans

VA-MENGOC-BC®

Kiiba — Finlay Enstitiisi
tarafindan salgina kars1 B4
(B:4:P1.19,15) sus tipi
kullanilarak gelistirilmistir.
1987-1989 yillar1 arasinda
test edilmistir.

(Sierravd., 1991)

MenBvac®

Norveg  Halk Saglig
Entitiisii tarafindan salgina
karsi B15 (B:15:P1.7,16
44/76-SL) sus tipi
kullanilarak gelistirilmistir.
1988-1991 yillar1 arasinda
test edilmistir.

(Rosengvist vd., 1995)

MeNZB®

Yeni Zelanda — Auckland
Universitesi ve  Diinya
Saglik Orgiitii ortak projesi
olarak B4 (B:4:P1.7-2) sus
tipi kullanilarak
gelistirilmistir.  2004-2008
yillari arasinda test
edilmistir.

(Arnold vd., 2011)

Bexsero®

Novartis  tarafindan B4
(B:4:P1.7-2,4:ST-42

(ccal/a4d)) sus tipi
kullanilarak gelistirilmistir.
Avrupa llag Ajans1 (EMA)
tarafindan lisans alinmistir.

(Bai vd., 2011)

As1 olarak EV’lerin kullanilmasindaki giivenlik sorunu gram negatif bakterilerden

izole edilmis EV’lerde LPS’lerin varligidir (van de Waterbeemd vd., 2010). Buna ¢6ziim

olarak da LPS uzaklastirilmas1 ve EV izolasyonunda deterjan kullanimi yer almaktadir.

Serogrup B’nin meningokok hastaliginin tedavisinde yabanil tip EV asilar1 kullanilmis ve

basarili etki gozlenmistir (Holst vd., 2009). Sonraki yapilan ¢aligmalarla LPS varlig1 bakteri

tizerinde yapilan mutasyonlar ile azaltilmis ve vezikiil icerikli agilarin gelistirilmesi igin

genetik mithendisliginin kullanimini tesvik etmistir (van der Pol vd., 2015). LPS varliginin

giderilmesine ek olarak farkli antijenleri vezikiil i¢inde bir birarada kullanilarak ve de ek

antijenlerin OMV yiizeyine ekleyerek vezikiil icerikli konjuge asilar olusturmak i¢in 6nemli

bir strateji olusturmaktadir (Gerritzen vd., 2017).
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2.3.2. Tlac tasiyica sistem olarak ekstraselliiler vezikiillerin kullanim

Mikrobiyal ekstraselliiler vezikiillerin farkli islevlerde ve tiirde biyomolekiilleri
tasimasi, EV’lerin biyoteknolojik uygulamalarda tasiyici nanosistemler olarak kullanimina
dikkat ¢ekmistir. EV’lerin tasima sistemi olarak kullanilmasinin belirli avantajlar1 vardir. ilk
avantaj olarak polimerik ve lipozomal tasiyicilarda goriilen dolagim sirasindaki bozunma
durumuna karsin EV’ler stabil formdadir (Zhang vd., 2019). Baslik 2.2.8’de 6zetlendigi
tizere EV’ler konake¢1 bagisiklik sisteminden igerdigi molekiilleri koruyabilmektedir. Ayni
zamanda immiin modiilasyonundaki islevi sayesinde patojen iligkili antijenlerin salgilanmasi
icin bagisiklik sistemini uyarir. Son olarak da EV’ler genetik miihendisligi ile amaca gore

modifiye edilebilir (Chen vd., 2020; Huang vd., 2020).

Avantajlariin yani sira tipki as1 olarak kullanilmasinda karsilagilan dezavantajlar
gibi EV’lerin tiiretildikleri bakterilerin toksik bilesenlerini igerebilir. Bu sorunlar igin
patojenik olmayan bir bakteri EV’si kullanilabilir veya genetik miihendisligi stratejileri
uygulanarak toksik bilesiklerin giderilmesidir. Yapilan bir caligmada toksik bilesiklerin
giderilmesi saglanip EV’lerin fare modellerine uygulanmasiyla bu yontemlerin gecerliligi
gosterilmistir (Li vd., 2020a). EV’ler ile ilag tasimasina 6rnek olarak, Klebsiella pneumoniae
endotoksin icermeyen EV’leri Doksorubisin yiiklenerek akciger kanser hiicrelerine
uygulanmasi incelenmistir ve EV’lerin ilact hiicrelere verimli sekilde ilettigi bildirilmistir

(Kuerban vd., 2020).

2.3.3. Kanser terapisinde ekstraselliiler vezikiillerin kullanimi

Mikrobiyal ekstraselliiler vezikiiller lokal bagisikligi tetiklemek iizere tiimor dokulari
etrafinda birikme ozelligi tasiyan yapilardir (Gujrati vd., 2019). EV’ler kullanilarak
immiinoterapi ¢alisildiginda, EV’lerin timor gevresinde IFN-y iireterek anti-timor etkiye
katki sagladigi gosterilmistir (Kim vd., 2017). Anti-timor immiin aktivitelerinin yaninda
tiimorlerin metastazin1 onlemede terapétiklerin arttirma amaciyla EV’ler ile caligmalar

yapilmistir.
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Bir ¢alisgmada Salmonella typhimurium EV’lerinin kemoterapétik ilaglara gore
yiiksek anti-timor aktivite gostermistir ve ilaglarla EV’lerin birlikte kullaniminda ise timdr

hacminde azalma ve tiimor biiylimesinde engellenme oldugu gosterilmistir (Go vd., 2019).

Genetik miihendisligi ile EV’lerde yapilan modifikasyonlar ile kanser terapisi
lizerine stratejiler ¢alisilmistir. Yapilan bir ¢alismada tiimor hiicrelerine karst bagisiklik
tepkisini modiile eden PD-1 molekiiliiniin EV’lere eklenmesi saglanmistir. In vivo model
tizerinde bagisiklik sistemi indiiklenmistir ve tiimor hacminde azalma gozlenmistir (Li vd.,
2020). Benzer strateji ile tiimor anjiyogenezinde rol alan temel fibroblast biiyiime (BFGF)
faktoriine karsi anti-biiyiime faktorlerinin liretiminin EV’ler ile saglanmasi amaglanmaistir.
Bunun igin rekombinant teknolojosi kullanilarak E.coli EV’lerinde BFGF {iretilmistir.
BFGF tastyan EV’ler farelere uygulandiginda anti-BFGF {iretimini uyarmistir ve timor

baskilayici etki bildirilmistir (Huang vd., 2020).

2.3.4. Farkl sektorlerde ekstraselliiler vezikiillerin kullanimi

Saglik sektorii disinda farkl sektorlerde EV’lerin uygulamalarina yonelik calismalar
yapilmistir. Gida sektoriinde vezikiil kullanimina dair bir caligma konserve gida tizerinedir.
Ton baligi iirlinlerinde kontaminasyona sebep olan Shewanella putrefaciens Kkarsi
bakteriyosin salgilayan Lactobacillus plantarum’dan EV’ler izole edilmistir ve ton balig
numuneleri EV’lerle kaplanmistir. Saklama siiresi sonunda kalite ve antimikrobiyal testleri
yapilmistir ve sonu¢ olarak EV’lerin antibakteriyel etki gosterdigi gida depolanmasinda

kullanilabilecegi gosterilmistir (Lee vd., 2020).

Tarim sektoriinde de EV’lerin uygulanmasi arastirilmistir. Bitkiler iizerinde patojen
etkisi olan Pseudomonas syringae ve Pseudomonas fluorescens’den izole edilen EV’ler,
Arabidopsis thaliana yapraklari ile inkiibe edilmistir ve inkiibasyon siiresince de patojenik
bakteri uygulanmistir. Boylece patojen bakteri antijenleri tasiyan EV’lerin bitkide
bagisiklig1 indiiklemesi amaglanmistir. Calisma sonucunda EV’lerin bitkilerde koruyucu

etkisi gosterilmistir (McMillan vd., 2021).



19

2.4. Halofilik Mikroorganizmalar

Yiiksek sicaklik, yliksek pH, yiiksek asidik ve yiiksek tuz gibi ekstrem kosullarda
yasayabilen canlilara ‘ekstremofiller’ olarak adlandirilmaktadir (Cowan vd., 2015). Yiiksek
tuz miktar1 iceren cevrelerde yasayabilen canlilar ‘halofiller’ olarak tanimlanmaktadir
(Horikoshi ve Grat, 1998). Halofil mikroorganizmalar tolere edebildikleri tuz
konsantrasyonlarina gore gruplara ayrilmaktadirlar; NaCl konsantrasyonu 0,2 ila 0,5 molar
arasinda biiyliyebilenlere ‘hafif halofiller’, 0,5 ila 2 molar arasinda biiyiiyebilenlere ‘orta
halofiller’, 2 ila 5 molar arasinda biiyliyebilenlere ‘asir1 halofiller’ ve tuzlu ortam varliginda
veya yoklugunda biiyliyebilen mikroorganizmalara da  ‘halotolerant’  olarak

tamimlanmaktadir (Kushner, 1985; Ventosa, 1998).

Halofilik mikroorganizmalarin ilk kesfi milattan 6nce 2700’lere kadar uzanmaktadir
(Bass-Becking, 1931). 1920-1940 yillar1 arasinda hayvan postu ve balik yiizeylerinden
halofilik mikroorganizmalar kesfedilmistir (Baumgartner, 1937). 1983°te Biiyiik Tuz goli
cevresinden halofilik bakteri olan Halanaerobium praevalens izole edilip tanimlanmistir
(Zeikus vd., 1983). 1984 yilinda ise Olii Deniz sedimentlerinden Halobacteriodies halobius

izolasyonu ve tanimlanmasi gerceklestirilmistir (Oren vd., 1984).

2.4.1. Halofilik mikroorganizmalarin adaptasyon stratejileri

Yiiksek tuzlu ortamlarda dis ortam ile hiicrelerin i¢i arasindaki yiik konsantrasyon
farkindan dolay1 hiicrelerin patlamasi (0zmoz) gerceklesir. Halofilik mikroorganizmalarin
yiiksek tuz konsantrasyonlarinda hiicre i¢inin izotonik olarak kalmasini saglayabilmek icin
kullandig1 adaptasyon stratejileri mevcuttur. Ik strateji, yiiksek tuz stratejisidir. Bu strateji,
hiicre icinde potasyum iyonlarinin birikimi ile dis ortama goére iyon yiikii dengesi
icermektedir. Potasyum iyonlar1 dis ¢evreden hiicre i¢ine pompalanarak, hiicre i¢i tuz
konsantrasyonu hiicre dis1 tuz konsantrasyonundan yiiksek olmasi saglanmaktadir (Edbeib
vd., 2016). ikinci adaptasyon stratejisi ise uyumlu organik ¢dziinen (ozmolit) birikimidir.
Ozmolitlerin hiicre i¢inde birikmesiyle mikroorganizmanin tuzlu ortamlara gore hiicre ici
konsantrasyonunun yiiksek kalmasi saglanmaktadir. Ozmolitlerin birikim seviyesi
molekiiler diizeyde incelenmis ve ozmolit konsantrasyonlarinin, hiicre dist tuz

konsantrasyonuna gore belirlendigi bildirilmistir (Canovas, 1996).
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Tuzlu ortamlara adaptasyonda halofilik mikroorganizmalarin bazilar1 yiiksek tuz
stratejisini, bazilar1 uyumlu organik ¢oziinen birikim stratejisini, bazilari ise ikisini birden
kullanmaktadir. Bu stratejilerin yaninda protein modifikasyonu da tuzlu ortama
adaptasyonda 6nemli bir faktordiir. Halofilik ve halofilik olmayan mikroorganizmalardan
izole edilen proteinler karsilastirildiginda, halofilik mikroorganizmalara ait proteinlerinin
yiizeylerinde yiiksek oranda glutamat ve aspartat bulunmustur ( Zhang ve Yi, 2013 ; Edbeib
vd., 2016).

2.4.2. Halofilik mikroorganizmalarda ekstraselliiler vezikiil cahsmalar:

Birgok mikroorganizma tiirliniin ekstraselliiler vezikiiller trettigi ve iiretilen
vezikiillerin de mikroorganizma fonksiyonlarinda yer aldig:i bildirilmistir. Ekstraselliiler
vezikiiller iirettigi bildirilen mikroorganizmalar icerisinde halofilik mikroorganizmalarda
mevcuttur ancak ¢alismalar ¢ok az sayidadir. Halofil mikroorganizmalarda EV {iretimine

dair ¢calismalar asagida 6zetlenmistir;

Halofilik mikroorganizmalar arasinda yer alan Vibrio vulnificus tarafindan EV’ler
tiretildigi tespit edilmistir ve EV’lerin V.vulnificus tarafindan salgilanan sitolizin-hemolizin
sitotoksinini konakg1 epitel hiicrelerine tagidigi bildirilmistir (Kim vd., 2010). Gram negatif
halofilik bir deniz bakterisi olan Novosphingobium pentaromativorans’mm EV {irettigi
bildirilmistir. Urettikleri EV’nin karakterizasyonu sonucu ve 25-70 nm gap araliginda
oldugu ve igerdigi proteinlerin bakteri dis zar proteinlerinden kaynaklandig1 gosterilmistir
(Yun vd., 2017). Farkli bir ¢alismada da Novosphingobium sp. ‘den EV’ler izole edilmistir
ve proteomik analizleri yapilmistir. Ayrica vezikiillerin HaCaT (keratinosit hiicre hatti)
tizerine sitotoksik etkisinin olmadigi gosterilmistir (De Lise vd., 2019). Son olarak bir
Haloarcheon’dan EV izolasyonu gergeklestirilmistir. izole edilen EV’lerin PR1SE plazmiti
tasidig1 ve de plazmit icermeyen hiicrelere aktarimini saglayarak plazmit icerikli hiicre

sayisini artirdigi bildirilmistir (Erdmann vd., 2017).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Calismada kullanilan cihazlar ve Kimyasallar

Bio-Rad’ dan temin edilen ticari %30’ luk Akrilamid/bisakrilamid (29:1) soliisyonu
kullanilmistir (Bio-Rad Cat.161-0156)

Protein miktarlarinin belirlenmesi igin ticari BCA test kiti (BCA kit-Thermo
Scientific -23227) kullanilmustir.

Kiitle spektrometresinde yikama ¢Ozeltisi olarak ticari Sep-Pak (Waters)
kullanilmistir.

Cizelge 3.1. Calisma sirasinda kullanilan laboratuvar cihazlar

Kullanilan Cihazlar

Marka-Model

Etiv

Binder — ED 23

Calkamali Inkiibator

Lab Companion - S| 600R

Hassas Terazi

Ohaus — Adventurer Pro AV2640

Isitmali Manyetik Karistirict

Heidolph - MR 3001

Santrifiij

Beckman-Coulter - Allegra X-30

Ultrasantrifiij

Hitachi - CP100WX

Elektron Mikroskobu

Joel, USA - JEM 2100-F

Saf Su Cihazi

Mes Mp Multipure

Kiitle Spektrometresi

Thermo Scientific - Q Exactive Orbitrap

Otoklav

Hirayama — Hiclave HG-80

Elektroforez Gii¢ Kaynagi

Cleaver Scientific
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3.1.2. Cahismada kullamilan besiyerleri

Calismada kullanilan halofilik bakterinin stok kiiltliriiniin canlandirilmasi i¢in %12 tuz
iceren MGM besiyeri, pasajlanmasi igin ise %12 tuz iceren MGM agar besiyeri
kullanilmistir ve bakterinin farkli tuz konsantrasyonlarinda ki iiretimlerini incelemek i¢in
%06 ve %18 tuz iceren MGM besiyerleri kullanilmistir. Mezofil bakterinin stok kiiltiiriiniin
pasajlanmasi i¢in Nutrient agar besiyeri, canlandirilmasi i¢in ise Nutrient broth besiyeri

kullanilmistir.

% 6 tuz iceren MGM besiveri (g/L)

%30’1luk tuz ¢ozeltisi 200 mL
Pepton 19
Maya 6ziitii 19

Saf su ile 1 litreye tamamlanip otoklavda 121 °C’de 15 dakika siireyle sterilizasyonu

saglanmustir.

%0 12 tuz iceren MGM besiveri (g/L)

%30’luk tuz ¢ozeltisi 400 mL
Pepton 19
Maya oziiti lg

Saf su ile 1 litreye tamamlanip otoklavda 121 °C’de 15 dakika siireyle sterilizasyonu

saglanmustir.

%12 tuz iceren MGM agar besiveri (g/L)

%30’luk tuz ¢ozeltisi 400 mL
Pepton 19
Maya oziiti 19
Agar 209

Saf su ile 1 litreye tamamlanip otoklavda 121 °C’de 15 dakika siireyle sterilizasyonu

saglanmistir.
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%018 tuz iceren MGM besiveri (g/L)

%30’1luk tuz ¢ozeltisi 200 mL
Pepton 19
Maya 6ziitii 19

Saf su ile 1 litreye tamamlanip otoklavda 121 °C’de 15 dakika siireyle sterilizasyonu

saglanmistir.

Nutrient broth besiyeri (g/L)

Et ekstrakti 19
Pepton 50
Sodyum kloriir 5¢
Maya 6ziitii 24

Saf su ile 1 litreye tamamlanip otoklavda 121 °C’de 15 dakika siireyle sterilizasyonu

saglanmistir.

Nutrient agar besiyeri (g/L)

Et ekstrakti 19
Pepton 59
Sodyum kloriir 50
Maya oziitii 29
Agar 15¢

Saf su ile 1 litreye tamamlanip otoklavda 121 °C’de 15 dakika siireyle sterilizasyonu

saglanmistir.

3.1.3. Cahismada kullanmilan ¢ozeltiler ve tamponlar

%30 Tuz Cozeltisi (g/L)

NaCl 240 g
MgSO4.7H20 35 g
MgCl..6H-0 30g

NaBr 08¢
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NaHCO:; 029
KCI 79
CaCl..2H.0 0,5¢g

Saf su ile 1 litreye tamamlanip otoklavda 121 °C’de 15 dakika siireyle sterilizasyonu
saglanmistir.

1.5 M Tris-HCI (pH 8.8) Tamponu

27,2 g Tris base 100 mL saf suda ¢oziilmiistiir. HCI ile pH 8.8’¢ ayarlanmig ve 150 mL saf
su ile tamamlanmastir.

1 M Tris-HCI (pH 6.8) Tamponu

12,1 g Tris base 80 mL saf suda ¢oztilmiistiir. HC1 ile pH 6.8’e ayarlanmis ve 100 mL saf su
ile tamamlanmustir.

%010 Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) cozeltisi

5 g Sodyum dodesil siilfat 50 mL saf suda ¢oziinerek hazirlanmastir.

9620 Sodyum Dodesil Suilfat (SDS) cozeltisi

10 g Sodyum dodesil siilfat 50 mL saf suda ¢6ziinerek hazirlanmistir.

%010 Amonyum persiilfat (APS) cozeltisi

0.1 g Amonyum persiilfat 1 mL saf suda ¢oziinerek hazirlanmistir.

6X Denatiirasyon Boyva Cozeltisi

0.5 M Tris HCI (pH 6.8) 1mL

Gliserol 0,8 mL
%20 SDS 0,8 mL
-Merkaptoetanol 0,4 mL

Bromfenol mavisi 0,005 g
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Saf su ile 10 mL’ye tamamlanmaigtir.

5X Yiiriitme Tamponu

Tris Base 15¢
Glisin 729
SDS 5¢g

1 litre saf suda ¢6ziinmiistiir. Kullanim igin 1X hacime seyreltilmistir.

Jel Boyama Cozeltisi

Coomassie Brillant Mavisi 0,1g
Metanol 40 mL
Glasiyal Asetik Asit 10 mL

Saf su ile 100 mL tamamlanmistir. Karanlikta ve oda sicakliginda saklanmaistir.

Bova Uzaklastirma Cozeltisi

Metanol 50 mL
Glasiyal Asetik Asit 70 mL

Saf suile 1 litreye tamamlanmustir.

Fosfat Tamponlu Salin (PBS)

NaCl 8¢
KCI 0,29
Na:HPO4 144 g
K:HPO4 02g

Saf su ile 1 litreye tamamlanmistir. pH 7 olacak sekilde ayarlanmustir.

% 4 Paraformaldehit cozeltisi

40 g paraformaldehit 800 mL PBS iginde ¢6ziilmiistiir ve 60 °C’ de homojen olana kadar
karistirilir. Homojenite saglandiktan sonra PBS ile 1 litreye tamamlanmustir.
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% 0.5 Uranil asetat cozeltisi

0,5 g tiranil asetat 100 ml saf su i¢cinde ¢oziilmiistiir ve 0,2 um’ lik filtreden gegirilmistir.

3.1.4. Cahismada kullamilan mikroorganizmalar

Bu tez ¢alismasinda mikrobiyal vezikiil izolasyonu i¢in halofilik bir bakteri olan
Halomonas caseinilytica KB2 (KF668253.1) susu kullanilmistir. Mezofilik kontrol grubu
olarak ise Escherichia coli susu kullanilmistr.

3.2. Yontem

3.2.1. Mikroorganizmalarin gelistirilmesi

Halomonas caseinilytica KB12 stok kiiltiirii %12 MGM ortaminda 37 °C’de 150
rpm’de 1 gece boyunca biiyiitiilerek canlandirilmigtir. Canlandirma sonrasi elde edilen as1
kiiltiirden, farkli tuz konsantrasyonlarinda hazirlanan (%6, %12, %18) MGM ortamlarina %
1 inokiilasyon oraninda ekim yapilmistir ve 37 °C’de 150 rpm’de 24 saaat inkiibasyona
birakilmustir. inkiibasyon sonras kiiltiirlerden vezikiil izolasyonu, izolasyon prosediirii takip

edilerek gerceklestirilmistir.

Ayni sekilde Escherichia coli stok kiiltiiri Nutrient broth besiyerinde 37 °C’de 150
rpm’de 1 gece boyunca biiyiitiilerek canlandirilmistir. Canlandirma sonrasi elde edilen as1
kiiltiirden taze Nutrient broth besiyerine % 1 inokiilasyon oraninda ekim yapilmistir ve 37
°C’de 150 rpm’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi kiiltiirlerden

vezikiil izolasyonu, izolasyon prosediirii takip edilerek gerceklestirilmistir.

3.2.2. Mikrobiyal ekstraselliiler vezikiillerin izolasyonu

Inkiibasyon sonrasi elde edilen bakteri kiiltiirleri 4 °C’de 15 dk 10.000 xg’de santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonrasi toplanan siipernatantlar 0,45 pm’lik filtreden ge¢irilmistir.

Filtreden ge¢irilmis siipernatantlardan 100 pL alinip kontaminasyon kontrolii i¢in, Nutrient
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agar besiyerine ekimi yapilmistir. Filtreden gegirilmis siipernatantlar 4 °C’de 4 saat boyunca
150.000 xg’de ultrasantrifiij edilmistir. Ultrasantrifiij islemi sonrasi toplanan, vezikiilleri

igeren peletler, 2 mL steril PBS ile ¢oziiliip kullanima kadar -80 °C’de saklanmistir.

3.2.3. Mikrobiyal ekstraselliiler vezikiillerin elektron mikroskobu ile belirlenmesi

Elde edilen vezikiillerin morfolojileri Gegirimli elektron mikroskobu (TEM)
kullanilarak analiz edilmistir. Analiz i¢in vezikiillerin %4 paraformaldehitle sabitlenmesi
saglanmistir ve formvar karbon kapli grid iizerine yerlestirilmistir. Yikama sonrasi, %1
glutaraldehit kullanilarak vezikiiller sabitlenmis ve 10 dakika % 0,5 uranil asetat ile

inkiibasyona birakilarak boyanmistir ve sonrasinda goriintiileme yapilmistir.

3.2.4. Mikrobiyal ekstraselliiler vezikiillerin proteomik analizi

3.2.4.1. Bakterilerden total protein izolasyonu

H. caseinilytica’ dan total protein izolasyonu i¢in ;

e Biiyiitiilmiis bakteri kiiltiirii 4 °C’de 9000 rpm’de 20 dakika santrifiijlenmistir.

e Santrifiij sonrasi siipernatan atilip peletler tizerine 5 mL saf su eklenmistir ve tekrar
ayni1 kosullarda santrifiijlenmistir.

e Santrifiij sonrast bu kez peletler lizerine 2 mL PBS tamponu eklenmis ve peletler
¢OzUunmustlr.

e Tampon i¢inde ¢oziinmiis peletler 10 dk sonikasyon islemine tabi tutulmustur.

e Sonikasyon sonunda 14.000 rpm’ de 15 dk santrifiij yapilmistir ve siipernatant temiz
bir tiipe aktarilip protein Ornegi olarak kullanilmak {izere SDS-poliakrilamid jel

elektroforez islemine kadar - 20 °C’ ye kaldirilmigtir.
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3.2.4.2. Sodyum dodesil siilfat—poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)

Ektsraselliiller vezikiill numunelerinin protein miktarlar1 ticari BCA testi ile
belirlenmistir. Her kiiltiir gruplarindan, 10 pg EV numunesi, 1:3 oraninda denatiirasyon boya
cozeltisi ile proteinlerin denatiirasyonunu saglamak amaciyla 100 °C’de 10 dakika

kaynatilmistir ve jel elektroforezine yiiklenmeye hazir hale getirilmistir.

Elektroforez igin oncelikle %12’°lik yiiritme jeli hazirlanmigtir. Jel hazirlandiktan
sonra elektroforez camlarina eklenmistir ve jelin diiz bir yap1 kazanmasi i¢in lizerine 1 mL
saf su eklenmigtir. Jelin donmasi icin 30 dk beklendikten sonra %4’lik yiikleme jeli
hazirlanmistir. Yiikleme jelinin igerisinde taraklar ile kuyucuklar olusturulup donmasindan
sonra camlar elektroforez tankina yerlestirilmistir. Tank 5X yiirlitme tamponundan
seyreltilerek hazirlanan 1X yiiriitme tamponu ile doldurulmustur. Kaynatilarak yiiklenmeye
hazir hale getirilen 6rneklerin her birinden 15 pL kuyucuklara eklenmistir. 60 V’ta 30 dk
120 V’ta yaklasik 3 saat yliriitiilmistiir. Yirlitme sonrasi jeller 1 saat siireyle Coomassie
mavi boyasi igeren boyama ¢ozeltisi ile boyanmistir. Boyama sonrast jeller boya

uzaklastirict soliisyon i¢inde bir gece bekletilmistir.

3.2.4.3. Kiitle spektrometri analizi (LC-MS/MS)

Analiz 6ncesi numune hazirligi yapilmistir. Bunun i¢in her numuneden 50 pug protein
mikro tiiplere aktarilmistir. Proteinler, oda sicakliginda 5 mM nihai konsantrasyonu
ayarlamak icin ditiotreitol (DTT) ile indirgenmistir ve karanlikta 1 saat boyunca oda
sicakliginda 50 mM nihai konsantrasyonu ayarlamak igin iyodoasetamid (IAA) ile
alkillenmistir. 10 mM nihai konsantrasyonu ayarlamak igin ilave DTT eklenmistir.
Proteinler metanol/kloroform ¢okeltme protokolii kullanilarak ¢okeltilmistir ve pH 8.5'te 8
M iire ve 50 mM Tris tamponu igeren ¢dzelti i¢inde ¢dziilmiistiir. Ure konsantrasyonu daha
sonra pH 8.5'te 50 mM Tris tamponu ile seyreltilmistir. Tripsin, pH 8.5te 50 mM Tris
tamponu iginde ¢ozlindiiriilmiistiir. Sonra protein ¢ozeltisine 1:100 oraninda tripsin-
LysC/protein ilave edilmistir ve gece boyu inkiibasyona birakilmistir. Trifloroasetik

konsantrasyonun nihai konsantrasyonunu %0.5'e ayarlayarak enzimatik sindirimi
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durdurmak i¢in inkiibe edilen ¢ozeltiye trifloroasetik asit ilave edilmistir. Numuneler ticari
Sep-Pak (Waters) protokoliine gore temizlenmistir. Numuneler Speed-Vac santrifiij
buharlastirici kullanilarak kurutulmustur ve sonrasinda protein konsantrasyonun 1 pg/ulL

olmasi i¢in MilliQ su i¢inde ¢oziilmiistiir.

Hazirlik sonrasi peptitler, bir Q Exactive Plus kiitle spektrometresinde bir Ultimate
3000 RSLnano sistemine bagli 50 cm'lik bir kolon iizerinde yiiriitiilmiistiir. Ornekler
kolona tampon A (su i¢inde %0,1 formik asit) ile yiikklenmistir ve 150 dakikalik bir
gradyan stiresi ile, 250 nL/dk’lik bir akis hizinda %5 ila %95 tampon B (%95 ACN, %0.1
FA) ile ayristirllmistir. Kiitle spektrumlari, veriye bagli modda bir Orbitrap Q Exactive

Plus kiitle spektrometresi ile 17.500 ¢oziiniirliikte elde edilmistir.

3.2.4.4. Biyoinformatik analizler

MS spektrum analizinden elde edilen veriler, Maxquant (versiyon 2.03.0) yazilimi
ile protein eslestirilmeleri yapilmistir (Protein verileri EK 1°de verilmistir). H.
caseinilytica ve E. coli proteomik verileri Uniport veri tabanindan elde edilmistir.
Proteinlerin hiicre alt1 lokalizasyonu Cello yazilimi (versiyon 2.0), ortolog grup kiimeleri
EggNOG yazilimi ve transmembran topolojisi ise Phobius yazilimi kullanilarak
incelenmistir. Elde edilen veriler R (versiyon 4.1) yaziliminda birlestirilmistir. Her kiiltiir

gruplarina ait vezikiil proteinlerinin korelasyon ve PCA analizleri yapilmistir
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Mikrobiyal Ekstraselliiler Vezikiilerin TEM Goriintiileri

H. caseinilytica %6, %12 ve %18 tuz igeren MGM ortaminda biiyiitiilmiistiir ve her
bir kiiltiir grubundan ekstraselliiler vezikiil izolasyonu yapilmistir. izole edilen vezikiiller
TEM’de goriintiilenmistir. Goriintiiler Sekil 4.1°de verilmistir. Vezikiillerin ortalama ¢ap1
50 - 200 nm araliginda bulunmustur. Literatiirde yer alan vezikiil boyutlar1 ile benzer oldugu
goriilmistiir (Haurat vd., 2015). Farkli tuz gruplarina ait vezikiillerde goriintiilenen alan
ortalamasi goz Oniine alindiginda vezikiil sayis1 yogunlugu olarak, en fazla %6 tuz iceren
ortamda biiyiitiilen kiiltiirlerde; en az ise %18 tuz iceren ortamda biiyiitiilen kiiltiirlerden
vezikiil salindigi belirlenmistir. %18 tuz konsantrasyonunda vezikiillerin dis zarlarinin
kalinlastig1 gézlenmistir. Halofillerin, ozmotik basingtaki degisikliklere yanit olarak hiicre
zar1 bilesimini ve akigkanligini artirabildikleri ve boylece morfolojilerini degistirebildikleri
gozlenmistir (Liu vd., 2022). H. caseinilytica vezikiillerin {iretiminin biiyiik olasilikla daha
diisiik tuz konsantrasyonundan kaynaklandigini ve zar yapilarinin, salgilandiklart bakteri
hiicresinin zar yapisini yansittigini destekler. Hiicre duvari stabilitesindeki azalma, tuz
konsantrasyonlar1 diistiikce vezikiillerin salinmasina neden olabilir. Daha yiiksek tuz
konsantrasyonlarinda, kompakt formdaki dis zar yapilari suyun hareketini kisitlayabilir,

peptidoglikana daha iyi baglanir ve dolayisiyla daha saglam bir yap1 kazanir.
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Sekil 4.1. Ekstraselliiler vezikiillerin TEM goriintiileri. A: % 6 tuzlu ortamda biiytitiilen
kiiltiirden izole edilen vezikiiller, B:% 12 tuzlu ortamda biiyiitiilen kiiltiirden izole edilen vezikiiller,
C: %18 tuzlu ortamda biiyiitiilen kiiltiirden izole edilen vezikiiller

4.2. SDS-PAGE Sonuglari

Izole edilen vezikiillerin SDS-PAGE jel elektroforezinde yiiriitiilmesinden &nce
ticari BCA Kkiti ile (BCA kit-Thermo Scientific -23227) protein miktarlart belirlenmistir.
Protein miktarlar1 Cizelge 4.1°de verilmistir. Kit prosediirii takip edilerek BCA reaktifi 6rnek
basina 2 mL olacak sekilde reaktif A ve reaktif B 50:1 oraninda karistirilarak hazirlanmistir.
Sonrasinda 96’11 mikroplaka kuyucuklarina vezikiil 6rneklerinden 25 puLL BCA reaktifinden
de 200 pL eklenip karistirilmistir. Mikroplakalar 37 °C’de 30 dakika inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda mikroplakalar oda sicakligma sogudugunda 562 nm’de absorbans
Olgiim yapilmigtir. Standart olarak 20 — 20.000 pg/mL araliginda hazirlanan BSA

konsantrasyonlar1 kullanilmistir.
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Cizelge 4.1. BCA testi ile belirlenen vezikiil protein miktarlar

Ornek ad1 Protein miktar1 (ng/mL)
%6 tuzlu ortamda biiytitiilmiis
H.caseinilytica KB12’ den izole edilmis 46133
vezikiiller '

%12 tuzlu ortamda  biiyiitiilmiis
H.caseinilytica KB12’ den izole edilmis 1654 66
vezikiiller '

%18 tuzlu ortamda  Dbiiyiitiilmiis

H.caseinilytica KB12’ den izole edilmis 278800
vezikiiller '
E.coli’ den izole edilmis vezikiiller 2981,33

Vezikiillerin protein miktarlar1 belirlendikten sonra %12’ lik yiirlitme ve %4’ lik
yikleme jelleri kullanilarak vezikiiller SDS-PAGE jel elektroforezinde yiiriitiilmiistiir.
Yiiriitme sonra protein bant yapilart Sekil 4.2°de verilmistir.

Sekil 4.2. Vezikiillerin SDS-poliakrilamid jel elektroforez goriintiisii. M:marker, 1:
H.caseinilytica total proteini 2: % 6 tuzlu ortamda biiyiitiilen kiiltiirden izole edilen
vezikiiller, 3:% 12 tuzlu ortamda biiyiitiilen kiiltiirden izole edilen vezikiiller, 4: %18 tuzlu
ortamda biiyiitiilen kiiltiirden izole edilen vezikiiller, 5: E.coli’ den izole edilmis vezikiiller
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Yiirlitme sonunda farkli tuz konsantrasyonlarinda biiyiitiilmiis kiiltiirden izole edilen
vezikiiller arasinda ve de optimal besiyeri ortaminda biiyiitiilen H. caseinilytica total bakteri
proteinleri arasinda protein bantlar1 farkliliklar: tespit edilmistir. Ayn1 zamanda mezofilik
bir tiir olan E. coli’den izole edilmis vezikiiller ile diger vezikiiller arasinda da protein bant
farkliliklari belirlenmistir. %12 ve %18 tuz oranlarindaki 6rnekler daha benzer ve %6 tuz
oranindaki orneklerden yiiksek protein igerigine sahip oldugu goézlemlenmistir. Bu, daha
yiiksek tuz seviyelerinde farkli numuneler i¢indeki protein igerigi ve dagiliminda temel bir
kayma oldugunu gostermektedir ve membran protein konsantrasyonlarinin degisen gevresel

PR

kosullarla degistigi gozlemleriyle uyumludur (Mozaheb ve Mingeot-Leclercq, 2020).

4.3. Proteomik Analiz Bulgular

4.3.1. Proteinlerin hiicre alti konum ve ortolog gruplarinin belirlenmesi

Her bir vezikill 6rneginin protein sayilar1 ve proteinlerin hiicre alti1 konumlar1 ve
oranlar1 belirlenmistir (Cizelge 4.2 ve Sekil 4.3). %12 tuz oraninda biiyiitiilmiis kiltiirden
izole edilen vezikiillerde daha fazla protein tanimlanmistir. Ayrica tiim vezikiil gruplarinda
hiicre dis1 proteinleri azken, sitoplazmik proteinlerin daha fazla sayida oldugu tespit
edilmigtir. E.coli vezikiilleri ile H.caseinilytica’ dan izole edilen vezikiiller
karsilastirildiginda E.coli vezikiillerinde dis zar proteinleri daha yiiksek oranda bulunmustur.
Ayn1 zamanda H.caseinilytica’ dan izole edilen vezikiillerin sitoplazmik proteinlerinde
belirlenen yliksek ortolog gruplar1 amino asit tasinmasi ve metabolizmasi, translasyon ve
ribozomal yapi, enerji iiretimine ait iken; hiicre dis1 proteinlerde ise hiicre zar1 biyogenezine

aittir.
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Cizelge 4.2. Vezikiillere ait protein sayilarinin hiicre alti konumlarina goére dagilma

oranlari
%06 %12 %18
Hiicre alti E coli EV H.casgclllytlca H.caseEl\n/lIytlca H.caseE|{1/|Iyt|ca
konum
Say1 | Yiizdelik | Say1 | Yiizdelik | Say1 | Yiizdelik | Say1 | Yiizdelik
oran oran oran oran

Sitoplazma 77 77,0 664 86,7 922 87,9 775 86,6
Ekstraselliler | 1 1,0 7 0,9 9 0,9 6 0,7
I¢ zar 9 9,0 32 4,2 44 4,2 41 4,6
Di1s zar 5 50 22 29 25 2,4 25 2,8
Periplazma 8 8,0 41 54 49 4,7 48 5,4
Toplam 100 %100 764 %100 | 1049 | %100 895 %100

100%

80%

60%

40%

20%

0%

E.coli KB2-6 KB2-12 KB2-18
M Cytoplasmic M Extracellular M InnerMembrane OuterMembrane Periplasmic
Sekil 4.3. Vezikiil proteinlerinin hiicre alti konum oranlarinin grafiksel gésterimi
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4.3.2. Kantitatif analiz

Etiketsiz kantitatif analizinde spektometrik sinyal yogunlugu ile protein
ekspresyonlar1  Ol¢iilmektedir. LC-MS/MS analizinde de aymi prensib ile analiz
yapilmaktadir. Analiz sonucunda elde edilen sinyal yogunluklar1 logaritmik olarak
doniistirilmistir. Sinyal yogunluk degerleri, her numune igin protein ekspresyonunu
tahminlemeyi saglamistir. Sinyal yogunluklar1 Sekil 4.4°de histogram modeli ile verilmistir.
Histogram modeli ile verilen sinyal yogunluklar1 karsilastirildiginda %6 tuz iceren kiiltiirden
izole edilen vezikiillerin yliksek carpik degere sahip oldugu ve %12 ve %18 tuz igeren
kiiltiirden izole edilen vezikiiller i¢cin dagilim modelinin daha benzer oldugu bulunmustur.
Bu sonu¢ SDS-PAGE analizi verileriyle de uyumludur. LC-MS/MS analizi elde edilen
protein ve peptit spektrumlar MaxQuant kullanilarak dogru eslesme oranlart belirlenmistir
ve bu sekilde istatiksel analizde kullanilacak ham veriler elde edilmistir. Ayrica MaxQuant
sonras1 protein sayiminda %6 tuz igeren kiiltiirden izole edilen vezikiillerde 388; %12 tuz
igeren kiiltiirden izole edilen vezikiillerde 526 ve %18 tuz igeren kiiltiirden izole edilen

vezikiillerde ise 552 protein oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.4. LFQ degerlerinin histogram modeli ile gosterimi



36

4.3.3. Korelasyon analizi

Tiim veriler i¢in Pearson korelasyon analizi yapilmistir. Veriler arasinda genel olarak
yiiksek bir korelasyon oldugu bulunmustur. Ayn1 zamanda %12 ve %18 tuz iceren
kiiltiirlerden izole edilen vezikiil protein verileri arasinda korelasyon katsayisi 0,96; %6 ve
%18 tuz igeren Kkiiltiirlerden izole edilen vezikiil protein verileri arasinda korelasyon

katsayis1 0,83 olarak tespit edilmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Protein verileri arasindaki korelasyon analizi sonuglari

Verilerin kiime analizi ile vezikiillerin protein ekspresyon ifadelerinin kiyaslanmasi da
yapilmustir (Sekil 4.6) korelasyon analizi ile ayn1 sekilde %12 ve %18 tuz igeren kiiltiirlerden
izole edilen vezikiillerin, %6 tuz igeren kiiltiirden izole edilen vezikiillere kiyasla benzer
ekspresyon ifadelerine sahip olduklari belirlenmistir. Hem korelasyon hem de kiime analizi
sonuglari, vezikiil proteomunun tuz oranlart ile beraber degisiklik gosterdigini

desteklemektedir.
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Sekil 4.6. Kiime analizi sonug histogrami

4.3.4. Temel bilesen analizi

Temel bilesen analizi (PCA), kiitle spektrometrisi verilerinde kiimeleme
gorsellestirmesi i¢in siklikla kullanilan bir istatistiksel yaklagimdir. Farkli 6rneklerden elde
edilen verilerdeki degiskenligin cogu, belirlenen ana bilesenlerle agiklanmaktadir. Sonug
olarak analiz, ana bileseni, protein alt kiimelerini tanimlamak i¢in kullanabilir ve bu da veri
boyutunu etkin bir sekilde azaltmaktadir. Temel bilesen analizi sonucunda %6 tuz
konsantrasyonunda izole edilen vezikiil proteinlerinin, %12 ve %18 tuz
konsantrasyonlarindan elde edilen vezikiil proteinlerinden daha farkli oldugu goriilmiistiir
(Sekil 4.7)
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Sekil 4.7. PCA analiz sonug grafigi

Ayn1 zamanda ayrmtili inceleme yapildiginda 4 proteinin (AOA1M6PON7,
AOAIM6ZW42, AOAIM6ETQ29 ve AOALIM6P969) diger proteinlerin olusturdugu kiimeden
cok daha uzakta oldugu tespit edilmistir. Farkli kiimelenen proteinlerin tanimlanmasi ve
halofilik mikroorganizmalardaki islevinin belirlenmesi ger¢eklestirilmistir ve Cizelge 4.3’
de verilmistir. AOAIM6PON7, OmpA-OmpF porin olarak agiklanmistir (Sugawara ve
Nikaido, 1994). Ayni zamanda halofilik bakterilerde ozmoregiile edilmis membran
proteinleri olarak da tanimlanmistir (Yun vd., 2018). AOAIM6ZW42, uzama faktori Tu
olarak agiklanmistir. Tu, G-protein siiper ailesinin EF-Tu (EF-1A)alt ailesine aittir. Protein
tiretimi sirasinda bu protein, aminoasil-tRNA'nin ribozomlarin A bdlgesine GTP’ ye bagh
baglanmasini kolaylastirir (Dilgimen vd., 2014) ve de halotoleransi kontrol eden translasyon
gozetimine katkida bulunmaktadir (Chen vd., 2017). AOALM6TQZ29, saperonin olarak
aciklanmistir. Protein yapis1 tuzluluga tepki olarak degisebilir ve bu da konformasyonunu
etkileyebilir. Bu nedenle, GroL proteinlerinin artan ifadesi, proteinlerin uygun sekilde
katlanmasin1 saglamaya yardimcr olur (Thagela vd., 2018).Tuz stresi altinda
Tetragenococcus halophilus'ta énemli 6lgiide yukari regiile edilen genlerden biri olarak
rapor edilmistir (Liu vd., 2015). AOALM6P6Y6, Tol-Pal sistem proteini TolB olarak
aciklanmistir.  TolB, Tol-Pal  (peptidoglikanla iligkili  lipoprotein)  kompleks
bilesenlerindendir (Schwechheimer ve Kuehn, 2015). Tol-Pal kompleksi, peptidoglikan ile
etkilesime girmenin yani sira membran stabilitesine yardimci olan bir hiicre boliinmesi

bilesenidir (Gerding vd., 2007; Yeh vd., 2010).



Cizelge 4.3. Farkl1 kiimelenen proteinlerin 6zellikleri
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Protein ID Hiicre alti konum Ortogonal grup Tammlama
kategorisi
AOA1IMGPON7 Ekstraselliiler Hiicre zart | OmpA ailesine ait
biyogenezi
AOAIM6ZWA42 Sitoplazma Translasyon Uzama faktori,
Aminoasil-tRNA'nin
A-bdlgesine
baglanmasini saglar.
AOALIM6TQ29 Sitoplazma Aminoasit Saperonin, yanlis
metabolizmasi katlanmay1 Onler.
AOALM6P6Y6 D1s membran Hiicre zar1 | Tol-Pal kompleksi
biyogenezi bileseni TolB
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5.SONUC VE ONERILER

Sunulan tez calismasinda farkli tuz konsantrasyonlarinda ( %6, %12 ve %18)
gelistirilen H.caseinilytica’ dan ve E.coli’den ekstraselliiler vezikiiller izole edilmistir. izole
edilen vezikiillerin morfolojileri belirlenmistir. Sonrasinda vezikiillerin proteinleri belirlenip
analizleri yapilmistir. Proteinlerin tanimlanmalari, ortolog gruplariin belirlenmesi ve hiicre
alt1 yerlesimlerinin belirlenmesi i¢in biyoinformatik analizler yapilmistir. Elde edilen veriler
ile istatiksel analizler yapilarak farkli tuz konsantrasyonlarina ait vezikiillerin protein

farkliliklar1 karsilastirilmistir.

Yapilan analizler sonucu farkli tuz konsantrasyonlarina ait vezikiil proteinleri benzer
iken, E. coli vezikiil proteinlerinin farkli oldugu bulunmustur. H. caseinilytica KB2'de
ekstraselliiler vezikiil iiretiminin, tuzluluktaki azalmayla artti§1 gézlenmistir. Ayn1 zamanda
%12 ve %18 tuz konsantrasyonlarina ait vezikiillerin daha benzer oldugu goriilmustiir.
Veriler iizerinde yapilan kiime ve temel bilesen analizleri sonucunda genel benzer
kiimelenen proteinler arasinda farkli olarak kiimelendigi belirlenen 4 proteinin
(AOALM6PON7, AOA1M6ZW42, AOAIM6TQ29 ve AO0A1IMG6P969) halofil
organizmalardaki islevleri arastirilmistir. Ozet olarak, ortolog grubu analizi ile uyumlu
olarak, bu proteinlerin ekspresyon paterni, hiicre duvart biitiinliigiinii korumanin yani sira
protein sentezini ve stabilitesini degistirmeye yonelik hiicresel ihtiyaci ortaya koymaktadir.
Bu proteinlerinin H. caseinilytica vezikiillerinin olusumunda ve vezikiillerin tuzlu ortama

adaptasyonunda yer alabilecegini belirlenmistir.

Literatlir ~arastirmamiza gore, ekstraselliller vezikiillerin tuzlu ortama
adaptasyonundaki rollerinin kesfine dair bir ¢caligma bulunmamaktadir. Bu tez calismasi
kapsaminda ekstremofil mikroorganizmalara ait vezikiillerin ortama adaptasyonunda yer
alabilecegi gosterilmistir. Hem ekstraselliiler vezikiillerde hem de bakteri hiicrelerinde
ozmoprotektanlarin, inorganik iyonlarm ve lipidlerin degisen tuz konsantrasyonundaki
dinamiklerini arastiran ¢alismalar, bu ¢alismada bildirilen bulgular1 daha fazla aydinlatabilir.
Ornegin, bunlar ekstraselliiler vezikiil igeriginin de hiicre dis1 ortami etkilemeyi amaglayip

amaglamadigini belirlemeye yardimer olabilir.
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Bu c¢alismada, H. caseinilytica KB2 ekstraselliller vezikiilleri, degisen tuz
konsantrasyonundan kaynaklanan hiicresel degisiklikleri yansitsa da, degisen tuzluluga
uyum saglama yoniinde kendi basina dogrudan bir rol oynamayabilir. Ekstremofil
mikroorganizmalarda vezikiil karakterizasyonu ve adaptasyon mekanizmalarindaki rolleri
tizerine yapilacak olan ileri c¢aligmalar ile hem literatiirde yer alan adaptasyon
mekanizmalarina hem de bilinen vezikiil fonksiyonlarina daha fazla katki saglanacagi

Ongoriilmektedir.
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