         MOLEKÜLER   BİYOLOJİ  LAB.2.

BİR ANTİBİYOTİK DİRENÇ ENZİMİNİN İNCELENMESİ
Hücre Duvarı Sentezini Engelleyen Antibiyotikler: Hücre duvarı sentezini engelleyen antibiyotikler, kimyasal yapıları içinde bir beta laktam halkası içerdiklerinden genel olarak "beta laktamlar" olarak adlandırılırlar. Beta laktam halkası,3 karbon atomu ve bir nitrojen atomundan oluşan bir yapıdır. Beta laktamlar, hücre duvarındaki belli proteinlere bağlanarak, hücre duvarının devamlılığı için süregelen sentezi durdururlar. Bunun sonucunda bakteri şeklini kaybederek ölür. Bu yüzden beta laktamlar, hücre duvarı olmayan bakterilere etkisizdir. Penicillium chrysogenum adı verilen bir mantar türü tarafından üretilen penisilin bu tür antibiyotiklerdendir. Ayrıca, Ampisilin, amolsisilin ve bakampisilin gibi doğal penisilinden laboratuarda elde edilen yarı sentetik antibiyotikler de beta laktam antibiyotiklerindendir.
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β-laktamaz (penisilinaz): Beta laktam halkasını parçalayarak, beta laktam antibiyotiklerine direnç gelişiminde önemli rol oynayan bir enzimdir.
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Bu enzim penisilindeki, beta laktam halkasını açarak penisiloik asid oluşumu sağlar ve antibakteriyal etkiyi ortadan kaldırır.
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DENEY:
Moleküler biyoloji laboratuarında, antibiyotik direnç enzimi olarak β-laktamaz’ı çalışacağız. Bu enzim, kullandığımız pGEMT vektörü üzerindeki genden kodlanır ve E.coli hücresinin ampisiline direnç kazanmasını sağlar.

β-laktamaz’la çalışmak oldukça kolaydır. Bu enzim, penisilini penisiloik asite çevirdiği için ortamın pH’ı asidikleşir. Bu deneyde pH indikatörü olarak, fenol red kullanılır. Bu indikatör, ortam bazik ise yani pH >7.0 ise, fenol red solusyonunun rengi kırmızı-pembe olur. Ortam asidikleştikce pH< 7.0 ilk olarak portakal rengine ve sonunda sarı rengine döner.
β-laktamaz,  sentezlendiği bakteri hücre duvarından sızıp dış ortama yani besiyerine aktarıldığı için, E.coli/pGEMT’nin gece kültürlerinden elde edilen supernatanat β-laktamaz içermektedir.
Deney I: β-laktamaz aktivitesini belirlemek
· Bu amaç için ilk önce, E.coli ve E.coli/pGEMT’nin gece kültürleri hazırlanır. 

· 15 ml’lik iki falkon tüpü hazırlanır. Tüplerden birinin üzerine ”kontrol” yazılır ve bu tüpün içerisine 5ml E.coli gece kültüründen konulur. Diğer falkon tüpünün üzerine “pGEMT” yazılır ve içerisine E.coli/pGEMT’nin gece kültüründen 5 ml konulur ve tüpler 4000 rpm’de 15 dak. santrifüj edilir. 

· Santrifüj devam ederken, yeni temiz 15 ml’lik iki falkon tüpü hazırlanır ve birinin üzerine “kontrol supernatant” diğerinin üzerine “pGEMT supernatant” yazılır. Santrifüj bitiminde, supernatantlar üzeri yazılı tüplere aktarılır (Bu supernatantlar aynı zamanda Deney 2 ve 3’de de kullanılacaklardır). Pelletin bulunduğu tüpler Deney 4’de kullanılmak üzere buzda saklanır.

· 1.5 ml’lik iki ependorflar hazırlanır ve birinin üzerine “kontrol supernatant” ve diğerninde üzerine “pGEMT supernatant” yazılır. Aşağıdaki tablo kullanılarak, tüplerin içerisine gerekli solusyonlar konulur.
        Kontrol supernatant       pGEMT supernatant
Ependorf tüp                Penisilin       Fenol red                       (15 ml’lik falkonda)   (15 ml’lik falkonda)

Kontrol supernatant
 700 μl              100 μl                 200 μl                                 -

pGEMT supernatant      700 μl               100 μl                   -                                     200 μl

· Kısaca tabloyu açıklarsak; öncelikle her iki ependorfun içerisine ilk olarak penisilin solusyonundan 700 μl konulur.
· Daha sonra her bir tüpe 100 μl fenol red  solusyonundan ilave edilir.

· Kontrol supernatant yazan ependorfun içerisine kontrol supernatantından 200 μl ilave edilirken, üzerine pGEMT supernatant yazan ependorfun içerisine pGEMT supernatantından 200 pGEMT supernatant konulur ve pGEMT supernatant solusyonu konulur konulmaz süre tutulmaya başlanır. Üzerinde pGEMT supernatant yazan ependorfun rengi, sarıya dönünceye kadar gecen süreyi belirleyip, not ediniz.

Deney II.  β-laktamaz’ın sıcaklıkla muamelesi
Deney 1’den elde ettiğiniz pGEMT supernatantından (15 ml’lik falkondan) 1ml’yi yeni bir ependorfa aktarınız ve ependorfu 70 oC’de 10 dak. bekletiniz. Yenibir ependorf hazırlayıp, aşağıdaki tablodaki gibi deneyinizi oluşturunuz. Renk değişimi olup olmadığını kontrol ediniz.
Ependorf tüp                Penisilin       Fenol red      pGEMT supernatant (70 oC’de ısıtılmış)


pGEMT supernatant      700 μl               100 μl                    200 μl

Deney III. β-laktamaz aktivitasini kullanarak, amp. LB agar besiyerindeki ampisilini bozmak
· Deney 1’den elde ettiğiniz pGEMT supernatantından (15 ml’lik falkonda) kalan miktarı filtreden geçirerek, steril ediniz. 
· Steril edilmiş svapları (pamuğa sarılı cubuklar) kullanarak,  hazırladığınız bu steril pGEMT supernatantını amp.LB agar besiyerinin üzerine yayınız ve birkaç dakika bekleyiniz.
· Daha sonra bu petrinin üzerine steril svap kullanılarak E.coli gece kültürünü ekiniz ve 1 gece 37 oC’de inkübe ediniz. Büyüme olup olmadığını kontrol ediniz.

Deney IV.  Lizozimle müdahele etmek
β-laktamaz, hücre duvarı ile hücre membranı arasındaki periplazmik aralığa salgılanır. Normald, β-laktamaz hücre duvarından sızıp dış ortama yani besiyerine sızmasına rağmen, bazen periplazmik aralıkta kalabiliyor. Lizozim hücre duvarını parçaladığı için, periplazmik aralıktaki β-laktamazın da besiyerine geçmesini sağlar. Periplamazdaki β-laktamaz’ı serbest bırakmak için, bakteriler lizozimle muameler edilir.  

Bu amaçla; Deney 1’de elde ettiğin pelletleri kullan.
· Pelletleri içeren her iki falkon tüpün içerisine üzerine 5ml LB ilave et, pelletler tatamiyle çözülünceye kadar iyicene vorteksle. 

· Hazırlanan lizozim solusyonundan her bir tüpe 500 μl   ilave et, tüpleri birkaç kez alt-üst et ve 37 oC’de 10 dak. beklet. Süre sonunda 4000 rpm’de 10 dak. santrifüj et.

· Santrifüj devam ederken iki yeni falkon tüp hazırla ve birinin üzerine “kontrol + lizis.” diğerinin üzerine de “pGEMT + lizis” yazınız. Santrifüj sonunda, süpernatantları, hazırladığınız yeni falkon tüplerine aktarınız. 
· İki yani 1.5 ml’lik ependorf hazırlayınız ve birinin üzerlerine “kontrol + lizis.” diğerinin üzerine de “pGEMT + lizis” yazıp, aşağıdaki tabloyu uygulayınız.

Ependorf tüp                Penisilin       Fenol red           kontrol + lizis pGEMT + lizis


kontrol + lizis
 700 μl              100 μl                 200 μl                                 -


pGEMT + lizis                700 μl               100 μl                   -                                     200 μl

“pGEMT + lizis” yazı ependorftaki renk döşümünün süresinin not ediniz ve deney 1 den elde ettiğiniz süreyle karşılaştırınız.

Kullanılan solusyonlar:

Penisilin: 4 mg /ml

Fenol red: % 0.04’lük fenol red, 10 mM Tris-HCI (pH:7.9)’ de hazırlandı. 

Lizozim: 20 mg / ml

Antimikrobiyal 

Antibiyotik: DOĞAL;   mikroorganizmalar tarafından üretilen antimikrobiyal ajanlar.

Antibakteriyal, Antifungal, Antiviral

Mokeküler Yapısı:  Sentetik  - Doğal

Etki Mekanizmaları:  peptidoglukan sentezi, ribozom, sitoplazmik membran, DNA replikasyonu, lipid biyosentezi enzimleri
Mitokindri ribozomu etkilenmez mi?
Antimikrobiyal etki spektrumu

Bakteriyosidal,   fungusidal
Bakteriyostatik, , fungustatik
Bakteriyosin-Antibiyotik farklılıkları
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