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Bakteriler, funguslar, viriisler ve parazitler halihazirda kullanilan en giiglii antibiyotiklere direng
gelistirmis ya da gelistirmektedirler. Buna paralel olarak giiniimiizde antimikrobiyal ilaglara direngli
enfeksiyonlarda artislar rapor edilmektedir. Bu nedenlerden dolay1 yeni antimikrobiyal ajanlarin kesfi,
zorunlu ve ayni zamanda da siireklilik arz etmesi gereken bir durum halini almistir. Antimikrobiyal ajanlar
olarak; ¢esitli mikroorganizmalarin sekonder metabolitleri ve baz1 bitkilerin organik ekstraktlart 6n plana
ctkmaktadir. Ancak, son yillarda aragtirmacilar, mikroorganizmalarla miicadelede; daha spesifik ve daha
etkili yeni bir antimikrobiyal grubu olan dogal polipeptitler (AMP'ler) iizerine odaklanmustir. Bu tez
caligmasinda, Aspergillus cinsine ait LC3 izolatindan ekstraseliiler proteinlerin izolasyonu yapilarak,
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) ve Metisilin direngli Staphylococcus aureus (MRSA) patojenlerine
kars1 antimikrobiyal etkinligi test edilmistir. Antimikrobiyal aktivitenin protein kaynakli oldugu
tripsin/proteinaz K testi ile belirlenmis ve bu proteinin jel kapatma testi ile 11 kDa’luk bir protein oldugu
saptanmistir. Ardindan saflastirilan bu proteinin S. aureus’a karst minimum inhibisyon konsantrasyon
(MIC) degeri 8 pg/ ul, MRSA’ya kars1 ise 32 pg/ pl olarak belirlemis ve AMP molekiilii oldugu
dogrulanmustir. LC3 izolati yapilan ITS sekans analizi sonucu Aspergillus niger olarak tanimlanmis ve
MK332597 erisim numarasi ile GenBank’a kaydedilmistir. Sonug olarak saflastirilan AMP molekdiliiniin,

S. aureus’dan kaynakl enfeksiyonlarda kullanilabilecek potansiyele sahip oldugu belirlenmistir.

2019, 56 sayfa

Anahtar Kelimeler: Aspergillus niger, antimikrobiyal polipeptit, molekiiler karakterizasyon
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MS. Thesis

ISOLATION OF ANTIBACTERIAL POLYPEPTIDE FROM ASPERGILLUS
NIGER LC3 ISOLATE
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Bacteria, fungi, viruses and parasites developed or have developed resistance to the most potent
antibiotics available used. Parallel to this, increases in against antimicrobial drug resistant infections are
now reported. Therefore, the discovery of new antimicrobial agents has become compulsory and at the
same time a situation that should be continuous. As antimicrobial agents; secondary metabolites of various
microorganisms and organic extracts of some plants come to the fore. However, in the last decade,
researchers have been in the combat against microorganisms; more specifically and more effectively
focused on natural peptides (AMPs), a new antimicrobial group. In this thesis, the extracellular proteins
were isolated from isolate LC3 beloning to Aspergillus and then tested for antimicrobial activity against
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) and Methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA).
Antimicrobial activity was determined by the trypsin / proteinase K test, which was protein-related to, and
it was determined that this protein was a protein of 11 kDa by gel overlay assay. Then minimum inhibiyory
concentration of purified AMP molecules against S. aureus and MRSA was 8 pg/ul and 32 pg/ul,
respectively and the AMP molecule was confirmed. ITS sequence analysis showed that LC3 isolate was
identified as Aspergillus niger and recorded in GenBank with access number MK332597. As a result, the

purified AMP molecule has the potential to be used in infections caused by S. aureus.

2019, 56 pages
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1. GIRIS

1. GIRIS

Cesitli organizmalar tarafindan tretilen dogal, yar1 sentetik veya sentetik olarak
elde edilmis, diisilk konsantrasyonlarda kullanildiginda diger mikroorganizmalarin

biiyiimesini engelleyen kimyasallara antibiyotik denir (Nester et al. 1978).

1929’da Alexander Fleming’in gozlemledigi ve 1940°da Chain ve Flarey’in
Penicillium notatum’dan elde ettigi penisilin adli maddenin mikroorganizmalar iizerine
oldiirticii etkisi oldugunu kesfetmesiyle antibiyotikler tedavide yer almaya baslamistir.
Penisilinin kesfiyle birlikte bir¢ok hastaligin tedavisi miimkiin olmakla beraber bundan
sonraki yillar iginde antibiyotiklere karst gelisen direncin giderek artmasi yeni

antibiyotiklerin gelistirilmesine de sebep olmustur ( Apan 2004).

AMP’ler ise, prokaryotlardan insanlara kadar bircok organizmada bulunan
evrimsel olarak korunan molekiillerdir. ilk bildirilen insan antimikrobiyal proteini olan
lizozim, 1922°’de nazal mukustan Alexander Fleming tarafindan tanimlanmistir. Bu
gozlem, 1928’de Fleming penisilini kesfettiginde ve 1940’larda diger antimikrobiyal
maddelerin kesfiyle beraber gdzardi edilmistir. 1945 Nobel Tip Odiilii penisilinin
terapotik kullanimina verilmistir. Bu nedenle, 1940’larda “Altin Antibiyotik Cag1” nin
baslangici, lizozim gibi dogal AMP’lerin terapotik potansiyelinde ilgi kaybina neden
olmustur. 1960’larda, ¢oklu ilag direnci gelistiren mikrobiyal patojenlerin sayisindaki
artisa bagli olarak AMP’ler konuk¢u savunma molekiilleri olarak aragtirmacilarin ilgisini
cekmistir (Nizet et al. 2001). Enfeksiyon ajanlari olarak kullanilacak AMP’ler ¢alisilan
tiim yagam formlarindan tanimlanmistir. 1981'de Hans Boman'in bir doniim noktasi olan
calismasi, Cecropia adli ipek giivesinin bakteriyel enfeksiyona karsi giiglii bir etkinligi
olan AMP iiretmesi olup, bu proteinin kesfi heliks yapisindaki AMP’lerin ilk dnemli
raporudur (Hoffmann et al. 1981).

1987°de Zasloff ve arkadaslari, Afrika pengeli kurbagasi Xenopus laevis'ten izole
edilen AMP’leri magaininler olarak karakterize etmislerdir (Zasloff 1987). Hoffmann’in
grubu, 1990’larin sonlarinda AMP sentezinin genetik modifikasyonunun, meyve sinegini
mantar enfeksiyonuna direncli hale getirdigini ve bdylelikle AMP’lerin bocek konak

savunmasinda kritik roliinii ortaya koymustur (Lemaitre et al. 1996). ilk AMP’lerin
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kesfinden bu yana, bu aktiviteye sahip olan molekiiller bir¢ok organizmada kapsamli bir
sekilde tanimlanmis ve kesfedilmistir (Verdu 2016). Ancak 6karyotik canlilar i¢erisinde

filament6z funguslardan bu molekiillerin ¢ok azinin kesfi yapilmistir.

1.1. Antimikrobiyal Polipeptitler ve Ozellikleri

AMP, dogal bagisiklik sisteminin dnemli iiyeleri olan ve gesitli organizmalar
tarafindan sentezlenen 12-100 aminoasit iceren, genellikle genis spektrumlu
mikrobiyosidal aktiviteye sahip olan kiigliik polipeptitlerdir. Molekiiler agirliklart
ortalama < 5 kDa’dir (Hancock and Diamond 2000).

Bakterilerde, boceklerde, bitkilerde ve omurgalilarda tiretilen AMP’ler bakteri,
viriis, mantar ve bazi parazitlere karsi koruma saglar. Son zamanlarda, AMP’lerin
endotoksin  ndtralizasyonu, immiino-modiilasyon aktiviteleri, antianjiyogenezin
indiiklenmesi ve yara onarimi gibi yeni biyolojik etkileri oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Bu
molekiiller, dogustan gelen bagisiklik sisteminin dnemli bilesenleri ve yeni terapotik

yaklasimlar i¢in ¢ekici adaylardir (Guani-Guerra et al. 2010).

AMP’ler yapilarindaki aa’lerin kompozisyonuna gore anyonik ve katyonik olarak
ikiye ayrilmaktadir. Anyonik AMP’ler insan, sigir ve koyun akcigerlerinde bulunmakla
birlikte 1992 yilinda koyun akcigerinde bulunan yiizey proteinlerinin Mannhemia
haemolitica, Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae mikroorganizmalarina karsi

oldiiriicii etkisi oldugu saptanmistir (Brogden et al. 2003).

Katyonik AMP’ler bitkiler, bocekler, omurgali canlilar, daha az sayida olmak
lizere mikroorganizmalarda da mevcut olup dogal immun yanitin anahtar bilesenleridir.
Katyonik polipeptitler %50 oraninda hidrofobik aa’e sahip olup yapilarindaki lizin ve
arjinin aa’lerinden dolay1 pozitif yiikliidiirler. Pozitif yiikleri genellikle +2 degerinde
olmakla birlikte +3,+4 ve +5 de olabilmektedir (Tzeng et al. 2005).

Ik izole edilen AMP’ler olan nisin ve lizozimden sonra 1939 yilinda René

Dubos‘un Bacillus brevis’den elde ettigi Gramicidin’in antimikrobiyal aktivite
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gostermesi ile tanimlanan bilesikler bu konuda yapilan 6ncii galismalar olmustur (Dubos

1939).

Glinimiize kadar ¢ok sayirda AMP molekiilii tanimlanmis olmakla birlikte, bu
polipeptitler sentez sekillerine gore ribozomal ve non-ribozomal olarak iki gruba ayrilirlar
(Bondaryk et al. 2017).

1.1.1. Ribozomal Olarak Sentez Edilen Polipeptitler

Ribozomal yollarla sentezlenen AMP molekiillerinin yapilar1 bir¢cok arastirmaci
tarafindan calisilmis olup, bu dogal AMP’lerin yapilar1 net olarak ortaya konulmamastir.
AMP’lerin yapilart primer ve sekonder yapilar olarak da incelenebilir. Primer yapi
AMP’lerin aa dizisi olup, sekonder yapisi ise icerdikleri disiilfit baglarindan ya da bakteri
membrantyla etkilesimlerinden dolay1 kendi iizerlerine katlanarak {i¢ boyutlu amfipatik
yapilarin olusmasiyla meydana gelmektedir. AMP’ler pozitif yiiklerinin etkisiyle,
hidrofobik bir i¢ kisim ve negatif yiiklii hidrofilik dig gruplart bulunan bakteri hiicre
duvariyla ¢ok iyi etkilesim kurabilmektedir (Koczulla and Bals 2003).

1.1.2. Non-ribozomal Olarak Sentez Edilen Polipeptitler

Non-ribozomal AMP’ler peptit sentetaz enzimleri yoluyla enzimatik sekilde
sentezlenirler ve genellikle kisa aa dizilerine sahiptirler. Bu polipeptitler ¢ogunlukla
bakteriler ve funguslar tarafindan bol miktarda iretilirler. Bunlara o6rnek olarak
gramisidinler, polimiksinler, basitrasinler, glikopeptitler verilebilir. Ayrica bu
polipeptitler modifikasyon yoluyla yari sentetik olarak da iretilebilmektediler (Toke
2005).
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1.2. AMP’lerin Sekonder Yapilari

Katyonik AMP’lerin konformasyonel yapilari, dagilimlari tiirden tiire degismekle
birlikte yapilarina gore o-heliks polipeptitler, B tabaka iceren polipeptitler, halka

yapisindaki polipeptitler ve uzun zincirli polipeptitler olmak tizere 4’e ayrilir (Koczulla
and Bals 2003).

1.2.1. a-heliks Polipeptitler

Bu polipeptitler, 20-40 aa uzunlugunda, sistein igermeyen lineer ve a-heliks
yapisinda olup, genellikle molekiiliin merkezinde zayif bir kivrima sahiptirler (Sekil 1.1
A). a-heliks polipeptitler arasinda mellitin, magainin, sekropin, katelisidin, buforin Il ve
LL-37 bulunur. Ayrica insan, s1gir, domuz, fare, tavsan ve koyun kan hiicrelerinde 23-38
aa kalintis1 igeren kateline bagli a-heliks polipeptitler bulunur (Brogden et al. 2003).
Antimikrobiyal ozelliklerine ek olarak, bu polipeptitlerin bazilari, bakteriyel

lipopolisakaritlere (endotoksin) de baglanir (Zanetti et al. 1995).

1.2.2. B Tabaka Iceren Polipeptitler

[ tabaka igeren polipeptitler, 16-40 aa uzunlugunda olup yapilarinda bolca sistein
icerirler. Bu [ tabakalar1 iki ya da daha fazla distilfit kopriisii ile birbirine baglanmis olup
(Sekil 1.1 E) bazen bu yapiya ek olarak kii¢iik bir heliks kisim da igerebilirler (Sekil 1.1
C). B tabaka igeren AMP’ler bir¢ok hayvan ve bitkide iiretilir. Ayrica bunlarin bazilart
antifungal, antibakteriyel etki gostermekle birlikte protegrinler ve takiplesinler kan ve
doku sivilari gibi yiiksek tuzlu ortamlarda etkinligini korurlar (Harwig et al. 1996). Bu
gruptaki polipeptitler arasinda a ve B defensinler, protegrinler ve takiplesinler sayilabilir
(Brogden et al. 2003).
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1.2.3. Halka Yapisindaki Polipeptitler

Halka yapisindaki polipeptitler yapilarinda tek bir disiilfit, amid ya da izopeptit
bagi ile olusmus bir halka icerirler (Sekil 1.1 D). Halka yapisindaki polipeptitlere 6rnek
olarak baktenesin ve tanatin verilebilir (Hancock and Lehrer 1998; Powers and Hancock
2003).

1.2.4. Uzun Zincirli Polipeptitler

Uzun zincirli polipeptitler yiiksek oranda pirolin ya da glisin igerir ve yaklagik 40-
100 aminoaside sahiptirler. Bu peptitler sekonder yapisina membran lipidleri ile
aralarinda gerceklesen etkilesim sonucu hidrojen ya da Van der Waals baglariyla ulasir

(Sekil 1.1 B).

Uzun zincirli polipeptitlere 6rnek olarak indolisidin, PR 39 ve profeninler
verilebilir (Brogden et al. 2003). AMP’lerin sekonder yapilarindan dogada en g¢ok
bulunanlar B tabaka ve a-heliks igeren AMP’lerdir. Bununla beraber bu bahsedilen
gruplarin disinda da bazi AMP’ler bulunmaktadir. Bunlar laktoferrin, bakterisidal
permeabilite arttiric1 protein (BPI) ve tavuk ovatransferrindir (Hancock and Lehrer 1998).

A B indolisidin ¢
magainin ) O baktenesin ) )
« ) > & ;-- )

« = 4 N
J,
) E
protegrin-1 < X defensin
LW L
A

TN
4

Sekil 1.1. Antimikrobiyal Polipeptitlerin Sekonder Yapilari: A.a heliks yapisindaki
polipeptit, B. uzun zincirli polipeptit, C. a heliks-  tabaka yapilarinin karisimi polipeptit,
D. halka yapisindaki polipeptit, E. B tabaka iceren polipeptit (D Fjell et al. 2010°dan
uyarlanmistir).
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1.3. Antimikrobiyal Polipeptitlerin Etki Mekanizmalar:

[lk olarak arastirmacilar tarafindan antibakteriyel polipeptitlerin sadece bakteriyel
hiicre zarinin gecirgenligini azaltarak etki ettigi tespit edilmistir. Ancak son yapilan
caligmalara gore aslinda bu polipeptitlerin birden ¢ok bakteriyel hiicre hedefi {izerinde

etkili oldugu tespit edilmistir (Yazici et al. 2018).

Genellikle katyonik yapida olan AMP’ler hidrofobik yapilarmin da etkisiyle
bakteri zariyla etkilesebildiginden herhangi araci bir molekiile ihtiya¢ duymadan
aktivitelerini gosterebilirler. Uzerinde en ¢ok calisma yapilan AMP’ler bakterilerin cift
tabakali membranini pargalayan katyonik polipeptitlerdir. Bu polipeptitler amfipatik
karakterde oldugundan hiicre zarinin hidrofilik ve hidrofobik kisimlarina baglanma

yetenegine sahiptirler (Jenssen et al. 2006).

AMP’lerin diisiik konsantrasyonlarda membran yapisina zarar vermeden de
mikroorganizmalara etki edebildigi saptanmistir. Bu da AMP’lerin tek bir antimikrobiyal
hedefinin olmadigin1 gostermistir. Bu tiirdeki AMP’ler hiicre zar1 ile iliski kurmadan
direk DNA replikasyonuna ya da protein sentezine etki ederler (Brogden 2005). Bu
polipeptitlere 6rnek olarak hiicre zarmndan difiizyon yoluyla ge¢ip DNA ve RNA ya
baglanan Buforin II verilebilir (Park et al. 1998).

Genel olarak AMP’lerin etki mekanizmalari, hiicrenin membran biitiinliigiinii
bozmalar1 ve belirli hiicre i¢i hedeflerle etkilesime girmeleri olarak ikiye ayrilmaktadir

(Macfarlane et al. 2000).

1.3.1. Membran Aktif AMP’ler

AMP’ler bircogunun pozitif yiilke sahip olmasindan dolayr direk bakteri
membranina baglanarak etki edebilirler. AMP molekiilleri hem gram negatif bakterilerin
zarinda bulunan lipopolisakkarit (LPS) hem de gram pozitif bakterilerde bulunan
lipoteikoik asit varligt AMP lerin baglanmasi igin gerekli yiike sahiptir. Buna ek olarak
bakterilerin fosfolipit membraninin da negatif yiiklii olmasindan kaynakli antimikrobiyal
etki daha kolay olmaktadir (Hancock 1997). Yaygin kullanilan birkag AMP’nin insan
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hiicrelerine olan toksititeleri incelenmis ve genel olarak AMP’lerin 6karyotik hiicre
membranlarina karsi zararli etkileri olmadiklar tespit edilmistir (Forde et al. 2016).

AMP’lerin membran etkilesim modelleri Cizelge 1.1 ve Sekil 1.2 ‘de gosterilmistir.

Cizelge 1.1. Membran Aktif AMP’lerin Etki Mekanizmalar1 (Ataman 2016)
Etkilesim modeli Mekanizmasi Referans
Kilim modeli AMP molekiilleri ¢ift katmana paralel (Bechinger

olarak adsorbe olur ve bir deterjan 2005)
gorevi gorerek membranin

parcalanmasina sebep olur.

Membran incelmesi AMP’ler bakteri membraninin bir (Mecke et al.
tarafina yerleserek bu bdlgede bulunan 2005)
lipid molekiilleri arasinda bir bosluk
olustururlar. Olusan bu bosluk, bir
kuvvet olusturur ve bu kuvvet boslugu
doldurmak icin komsu lipit
molekiillerini kendilerine yonelterek

membran tabakasinda incelmeye sebep

olur.
Misel agregat Farkli yapilardaki polipeptit (Wu et al.
modeli molekiilleri tarafindan olusturulan bu 1999)

modelde, polipeptitlerin  bulunma
miktarlarindan ve sitoplazma zarmin
mevcut elektrik potansiyelinden dolay1
membran bozulur. Bu polipeptitler
stoplazma zarinda misellere benzeyen
bolgesel  agregasyonlar  meydana
getirirler. Bu agregasyonlar, iyonlarin
gecisi  icin  normalde membranda
bulunmayan kanallarin  agilmasina
sebep olarak membran yapisina zarar

Verir.
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Cizelge 1.1. Membran Aktif AMP’lerin Etki Mekanizmalar1 (Devami)

Toroidal model Toroidal modelde AMP’ler lipit (Brogden
membran  iginde  dikey  olarak 2005)
bulunurlar.  Hidrofobik  bdlgeleri
membranin polar gruplarnt ile yer

degistirirerek membranin hidrofobik

bolgelerinde yariklar meydana
getirirler.
Fi¢1 tahtas1 modeli Polipeptitler ¢ift katmana dik olarak (Zhang et al.

yerleserek ~ gozenekler  olusturur. 2001)
Polipeptitler, gozenek liimenini, g¢ift
tabakali diizleme dik duran fosfolipid
zincirlerine gore paralel bir dogrultuda

hizalar.

L e 3000040 00083028 080,
''''''

Sekil 1.2. AMP’lerin membran etkilesim modelleri A. Fi¢1 Tahtas1 Modeli B.Kilim
Modeli C. Toroidal Model D. Misel Agregat Modeli (Melo et al. 2009’ dan
uyarlanmistir).
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1.3.2. Hiicre I¢inde Etkili AMP'ler

AMP’ler direk hiicre membranina etki ettigi gibi hiicre membranini hi¢ bozmadan

direk hiicre igine girerek hiicresel faaliyetleri etkileyebilirler (Otvos Jr 2005).

Bir bakteri hiicresindeki proteinlerin tigte birlik kismi1 gorev olarak hiicre zar1 ile
ilgilidir. Bu proteinler, besin maddelerinin aligverisi, hiicresel solunum, ATP {iretimi ve
hiicre i¢i sinyal gibi hiicre i¢in ¢ok 6nemli olan bazi islevlere sahiptir (Zhang and Rock
2009). Hiicrenin AMP’lere maruz kalmasiyla birlikte hiicresel islevlerde bozulmalar
meydana gelir (Bondaryk et al. 2017). AMP’lerin hiicre igindeki etki mekanizmalar1 Sekil

1.3’de gosterilmistir.

DNA/RNA ‘ia (£s
etkilesim ' 7

enzim aktivitesi DNA.RNA vada
inhibisvonu protein sentezinin
inhibisyonu

Sekil 1.3. AMP’lerin Hiicre I¢indeki Etki Mekanizmalar1 (Li et al. 2018°den
uyarlanmigtir.)

1.4. Antimikrobiyal Polipeptitlere Diren¢ Mekanizmalari

AMP’lerin antibiyotiklere kiyasla hiicre zarina 6zgii olmasindan ve spesifik
protein hedeflerine etkilerinden dolayi, yaygin bir dirence neden olamayacagi
diisiiniilmektedir. Var olan diren¢ de genetik modifikasyonlar sonucu bakteriler

tarafindan kazanilmaktadir (Zasloff 2002).
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Konak hiicrenin mevcut bakteriyel savunma mekanizmalar da terapotik AMP'lere
kars1 koruyabilir (Koprivnjak and Peschel 2011; Cole and Nizet 2016). Bakterilerin
olusturdugu bu savunma mekanizmalarinin daha iyi anlasilmasit AMP'lerin terapotik
antimikrobiyaller olarak daha fazla gelistirilmesi igin kritik nem tasimaktadir (J Afacan
et al. 2012).

AMP’lerin spesifik etkilerine ragmen yine de bazi mikroorganizmalar dogal
olarak direncglidirler. Bunlara oOrnek olarak Serratia, Proteus, Providencia ve
Burkholderia tiirleri verilebilir. AMP’lerin potansiyel klinik kullanimlarin1 ve etki
mekanizmalarin siirlayabilecek en 6nemli faktdr, bunlarin viicutta bulunan proteinazlar
tarafindan parcalanma durumu sonucu diren¢li mutantlarin meydana gelmesidir
(Macfarlane et al. 2000). Genel olarak bakteriyel diren¢ mekanizmalart Cizelge 1.2° de
belirtilmistir.

10
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Cizelge 1.2. Bakteriyel Direng Mekanizmalari

Direng
mekanizmasi
Hiicre icine
girisin

engellenmesi

Polipeptitlerin

proteolizi

Polipeptitlerin
hiicre disina

pompalanmasi

Hiicre ic¢indeki
hedeflerin
degisiklige

ugramasi

Etki sekli

Katyonik polipeptitlerin LPS’ye baglanmasi ve onu
tanimasi engellenerek, LPS varlig1 ortadan kaldirilarak
saglanabilir. Buna 6rnek olarak baktenesine direncli
Borrelia burgdorferi verilebilir.

AMP’lerin proteolitik islenmesi, bakteriler tarafindan
salgilanan  bir¢ok  proteaz tarafindan kolayca
gerceklestirilir. Bir AMP i¢indeki bazi veya biitiin
amino asitlerin D-amino asitlerle ikame edilmesi, DJK-
5, DJK-6, M33 ve GL13K dahil olmak {izere AMP'lerin
proteolitik bozulmasina karsi direnci arttirmak igin
kullanilmastir.

Antimikrobiyal etkili katyonik polipeptitlerin hiicre
icinde aktivitesini gosteremeden direk hiicre disina

pompalanmasini saglayan sistemler mevcuttur.

AMP’lerin hedefe spesifik etki mekanizmalarin
engelleyerek oldiiriicii 6zellikleri ortadan kaldirilabilir.
Ornegin, E. coli’deki gyrB geninde meydana gelen bir
mutasyon, mikrosin B17’nin hedef aldigi DNA giraz
enziminde degisiklik yaparak bakterinin bu maddeye

kars1 duyarlilifinin azalmasina sebep olur.

1.5. Antimikrobiyal Polipeptitlerin Klinik Kullanimlar:

Referans

(Scocchi
et al.
1993)

(Olsen
and
Potempa
2014)

(Olsen
and
Potempa
2014)

(del
Castillo
et al.
2001)

AMP’ler genel olarak bakteriler, mantarlar, baz1 parazitler ve viriisleri de igine

alan mikroorganizmalara karsi ¢ok genis bir etki araligmma sahiptir. Ayrica bu

mikroorganizmalarin AMP’lere kars1 direng gelisme potansiyeli diisiik olmakla birlikte,

AMP’ler, hem dogal hem de kazanilmis bagisikligi diizenleyici etkileri bulunan

11
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maddelerdir. Tiim bu 6zellikleri sayesinde 6zellikle antibiyotik direnciyle savasin ¢ok zor

oldugu bu donemlerde, AMP’lerin terapdtik etkisinden yararlanmak icin ¢esitli stratejiler

denenmektedir (J Afacan et al. 2012).

Enfeksiyon hastaliklarinin tedavisi i¢in yeni antimikrobiyal madde arayisinda

olan birgok ilag sirketi, kesfedilen AMP’leri bir an dnce piyasaya siirmek istemektedir.

Son aragtirmalarda, dogal AMP'lerin biyolojik olarak etkili olan kisimlarini igeren, kiigiik

molekiil agirligina sahip ve ayni zamanda uygun maliyetli yar1 sentetik molekiiller

tizerinde durulmaktadir (Ortucu et al. 2018). Cizelge 1.3’ de klinik ¢alisma asamasindaki

AMP’ler ve kullanim amaglar1 6zetlenmistir.

Cizelge 1.3. Klinik Calisma Asamasindaki AMP’ler (Yoneyama and Katsumata 2006)

Polipeptit

adi

Omiganan

Pexiganan

Iseganan

LTX-109

Tanim

Indolisidin’in
sentetik

analogu

Maganin 2’nin
sentetik
analogu
Protegrin 1
tiirevi

Peptidomimetik

Kullanim amaci

Kateter
enfeksiyonlarinin,
siddetli akne ve
cesitli cilt
hastaliklarinin
onlenmesinde
topikal antiseptik
Topikal
antibiyotik /
diabetik iilserlerde

Oral

korunmada

mukozitten

Topikal
antibiyotik
Kolonize  olmus

nazal MRSA
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Faz

calismasi

/11

I/11

Sirketi

Migenix/BioWest
theropeutics
Cutanea Life

Sciences

MacroChem

Ardea
Biosciences
Lytic Biofarma
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Cizelge 1.3. Klinik Calisma Asamasindaki AMP’ler (Devami)

hLF1-11

OP-145

Novexatin
- NP213

NVB302

MU1140

Arenicin

Avidocin

ve purocin

IMX 924

Lactoferrin

tiirevi

LL-37 tiirevi

Siklik arginin

bazli heptamer

B sinifi
lantibiotik
Lantibiyotik

21 aa arjinin ve
hidrofobik
aa’lerce zengin
Pseudomonas
aeruginosa’dan
modifiye
edilmis  R-tipi
bakteriyosinler
Sentetik  5-aa

peptidi

Bakteriyemi  ve
mantar
enfeksiyonlarinda
Kronik orta kulak
tedavisinde

Fungusidal

Clostridium
difficile
Gram pozitif
bakteriler
(Clostridium
difficile, MRSA)
Coklu

Gram

direncli
pozitif

bakteriler

Dar

antibiyotik

spektrumlu

Gram pozitif ve

negatif bakteriler
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Klinik 6ncesi

Klinik 6ncesi

Klinik 6ncesi

Klinik 6ncesi

AM

Pharma

Octoplus

Novabiotics

Novacta

Oragenics

Adenium
Biotech

AvidBiotics

Iminex
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1.6. Terapotik Funguslarin Tarihcesi

Tarihte ilk uygarliklardan beri basta Asyalilar ve Misirlilar olmak {izere

funguslarin iyilestirici 6zelliklerine ithafen onlar1 yasamin iksiri olarak tanimliyorlardi

(Mizuno et al. 1995).

Bilim ilerledik¢e funguslarin iyilestirici Ozellikleri tespit edilmis ve yeni
kesfedilen tiirlerle birlikte onlarin biyoaktif bir¢ok bilesigin de kaynagi oldugu goriilmeye
baslanmustir (Schultes et al. 2001; Hobbs 1995). Medikal anlamda yapilan arastirmalar
funguslar tarafindan iiretilen bilesiklerin yaklasik 126 farkli tedavi amagli fonksiyonunun
oldugunu gostermistir (Wasser 2011). Basidiomisetler ve askomisetler bu fungus
gesitliliginin  biiyilk ¢ogunlugunu olusturmakla beraber anti-bakteriyel, antiviral,
antioksidan, anti-inflamatuar, antitiimor ve immiin modiilasyon etkiye sahip olduklari

saptanmustir (Blackwell 2011).

Ikincil (sekonder) metabolitler canlinin normal biiyiime, gelisme ve iiremesinde
dogrudan iliskisi olmayan organik bilesik tiirleri olup funguslarda sekonder metabolit
acisindan zengindir (Mizuno et al. 1995a; Zjawiony 2004). Kesiflerinden bu yana, ikincil
metabolitler, antitiimor aktivite de olmak tizere bakteriler, mantarlar, protozoa, parazitler
ve virlislere kargi antimikrobiyal aktivite de dahil bir biyolojik aktivite sergilemistir
(Zjawiony 2004).

1.7. Filament6z Fungus Kaynakh Antimikrobiyal Polipeptitler

Filamentdz funguslarin dis ortama salgiladiklar1 antimikrobiyal 06zellikteki
polipeptitler, asidik izoelektrik noktali proteinlerdir. Bu polipeptitlerin arasinda, serin
proteazlart siklikla bulunur. Genler tarafindan kodlanan bu polipeptitlerin primer dizileri
glisin, sistein, histidin, prolin, tirozin, arjinin, lizin ve serin amino asitlerini yiiksek oranda

tasirlar. Genellikle kiiglik molekiil agirliklidirlar ( 5-8 kDa) ( De Oliveira et al. 2011).

AMP’ler 6zellikle immun sistem hiicreleri tarafindan patojen mikroorganizmalara

kars1 iiretilmektedir. Bu nedenle enfeksiyonlarin tedavisinde etkin kullanim potansiyeline

14
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sahiptir. Bu yaklagim yeni tedavi stratejilerinin Oniinii agmakta ve antibiyotik kullanimina

alternatif bir yol sunmaktadir (Di Luca et al. 2012).

Yukarida da bahsedildigi gibi dogada bulunan filamentdz fungus tiirleri, toksin ve
antibiyotikler gibi endiistriyel ve tibbi dneme sahip sekonder metabolitlerin iiretimini
yapmaktadir. Fungal sekonder metabolitlerden olan antimikrobiyal ajanlar bakteriyel
enfeksiyonlarin kontrol altina alinmasini saglamakta ve cesitli farmasdtik siireclerde

kullanilmaktadir (Turner 1971).

Giinlimiizde, bakteriler arasinda meydana gelen horizontal gen transferleri ve
mutasyonlar sonucu, antibiyotiklere karst direngli mikroorganizmalarin (siiper
mikroorganizma) gelisimi enfeksiyonlar da biiyilk bir problem olarak karsimiza
cikmaktadir. Bu nedenle yeni antimikrobiyal ajanlarin kesfi, zorunlu ve ayni1 zamanda da
stireklilik arz etmesi gereken bir durum halini almigtir (Shen et al. 2018). Son yillarda
arastirmacilar, mikroorganizmalarla miicalede; daha spesifik ve daha etkili yeni bir

antimikrobiyal grubu olan dogal polipeptitler (AMP'ler) iizerine odaklanmustir.

1.8. Aspergillus niger’ in Biyoteknolojik Onemi

A. niger, endiistriyel amacli kullanilan ve olduk¢a zengin bir metabolizmaya sahip
fungus tiiriidiir (Schuster et al. 2002). 1923'ten beri A. niger, ticari olarak sitrik asit
iretimi ve cogunlukla gida, kozmetik, farmasotik preparatlar i¢in kullanilmigtir
(Blumenthal 2004). Ayrica bu fungus, 1960’lardan bu yana gida endiistrisinde kullanim
amaciyla a-amilaz, seliilaz ve pektinaz {retimleri i¢gin muazzam bir enzim kaynagi
olmustur (Schuster et al. 2002). Bunlara ek olarak A. niger, geleneksel konak
organizmalarda eksprese edilmesi zor olan proteinleri dogru sekilde isleyebilen post-
translasyonel mekanizmalara da sahiptir. Sonug olarak, proteinlerin rekombinant tiretimi

amaciyla da potansiyel bir kaynak olusturmaktadir (Blumenthal 2004).

A. niger’in gelisimi boyunca koloniler zamanla soluk sariya biirinmeye baslar
ancak sonrasinda siyah konidi yapilar1 olustururlar. Biseriat, agir sartlarda genellikle

metula ve fiyalidlerini gizler. Konidiler kiiresel ve piiriizlii yiizeye sahiptir. (Samson et

15



1. GIRIS

al. 2002). Sekil 1.4 A’da A. niger’in koloni goriintiisii Sekil 1.4 B’de 151k mikroskobu

altindaki goriintiisii verilmistir.

Sekil 1.4. A. A.niger’in Petri Goriintiisti, B. Koniyofor ve Konidiler (Svanstrom 2013)

1.9. Tez Calismasinin Amaci ve Onemi

Son yillarda arastirmacilar, antibiyotiklere karsi artan direngten dolay1 bakteriyel
enfeksiyonlara karsi yeni ajanlarin kesfine yonelmislerdir. Bu yeni ajanlar igin
antibiyotiklerden dnce kesfedilen ve antibiyotikler kadar direng gelistirilemeyen AMP’ler
tizerine odaklanmislardir. Antimikrobiyal Polipeptit Veritabani’'nda (ADP3) bugiine
kadar toplam 3051 adet antimikrobiyal protein tanimlanmistir. 2000’nin iizerinde
polipeptit memeliler ve bitkilere ait olup bunu bakteriler takip etmektedir. Ancak
funguslara ait toplamda 18 kayit bulunmaktadir (Wang et al. 2015). Bunlardan yalnizca
iki tanesinin Aspergillus cinsine ait olmasi, bu filament6z fungusun antibakteriyel
polipeptit treticisi tiirleri kapsadigini; ancak ¢alismalarin yetersizliginden dolay: heniiz

tamaminin ortaya ¢ikarilamadigini gostermektedir.

1999°da Gun Lee ve arkadaslar1 tarafindan A. niger’in kiiltiir siipernatanindan
antifungal bir polipeptit izole edilmistir. Anafp olarak adlandirilan bu polipeptit 'in biitiin
amino asit dizisi belirlenmis ve peptidin, alt1 sistein kalintis1 dahil 58 amino asit i¢eren
tek bir polipeptit zincirinden olustugu bulunmustur. Ayrica anafp, maya suslarina ve

filamentli funguslara kars1 4 ila 15 mM araliginda gii¢lii inhibitor aktiviteler sergilemistir.
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Buna karsilik, Anafp, 50 mM'de bile E. coli ve Bacillus subtilis'e kars1 antibakteriyel
aktivite gostermemistir (Lee, Shin et al. 1999).

Yazic1 tarafindan 2018 de yapilan calismada filamentéz funguslardan
antibiyofilm aktivitesine sahip ekstraselliiler polipeptitlerin izolasyonu amaglanmis olup
Aspergillus tubingensis olarak tanilanan tiirin S. aureus ve MRSA suslarina karsi
antimikrobiyal ve antibiyofilm aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Yazic1 2018). Tim bu
bulgular sonucunda Aspergillus cinsi funguslarin antimikrobiyal 6zellikleri mevcut
olmakla birlikte bu konuda yapilan ¢alismalar olduk¢a azdir. ADP3’ye kayitli veriler
Aspergillus cinsi funguslarin antibakteriyel polipeptit kesfi icin potansiyel bir kaynak
oldugunu gostermektedir. Bu nedenlerden dolay1 AMP kesfi i¢in, 0karyotik organizmalar
grubundan Aspergillus cinsine ait LC3 izolatt AMP iireticisi fungus olarak secilmistir.
Ayrica bu cinse ait funguslar biyoteknolojik iiretim proseslerine olan yatkinliklarindan

dolay1 da ekstra bir avantaj saglamaktadir.
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Gun Lee ve arkadaglarinin yaptigi ¢alismada (1999) antifungal bir polipeptit olan
anafp, A. niger’in kiiltiir siipernatanindan izole edilmistir. Anafp’in biitiin aa dizisi
belirlenmis ve peptidin, alt1 sistein kalintis1 dahil 58 aa igeren tek bir polipeptit
zincirinden olustugu bulunmustur. Ayrica anafp, maya suslarina ve filamentli funguslara
kars1 4 ila 15 mM araliginda giiclii inhibitor aktiviteler sergilemistir. Buna karsilik,
Anafp, 50 mM'de bile E. coli ve Bacillus subtilis'e karsi antibakteriyel aktivite
gostermemistir (Gun Lee et al. 1999).

Mygind ve arkadaglar1 (2005) tarafindan saprofit bir canli olan Pseudoplectania
nigrella’ dan ilk kez defensin protein grubuna ait olan plektasin tanimlanmistir. Tanilanan
bu protein defensin grubu proteinlerdeki gibi birincil, ikincil ve {igiinciil yapilara sahiptir.
Rekombinant olarak iiretilen bu protein ¢ok yiiksek verim ve saflikla iiretilmistir. Ayrica
plektasinin Streptococcus pneumoniae’a karsi 6ldiiriicti etkisi olmakla birlikte farelere
kars1 yapilan in vivo testlerle ¢ok diisiik toksititesi oldugu bulunmustur (Mygind et al.
2005).

Park ve arkadaslar1 (2008) Aspergillus oryzae tiiriinden 17 kDa'lik olan bir exAP-
AO17 proteinini izole etmislerdir. Bu AMP Fusarium moniliform ve Colletotrichum
coccodes gibi patojenik funguslara, E. coli O157 ve S. aureus bakterilerine karsi
antimikrobiyal Ozellik gosterdigi saptanmigtir. Bunun yanisira exXAP-AOI17’nin
tretiminin fizyolojik kosullar tarafindan ¢ok fazla degiskenlik gosterdigini rapor

etmislerdir (Park et al. 2008).

Sheikh ve arkadaslar1 (2016) WR12 ve D-IK8 adli sentetik AMP molekiillerinin
S. aureus’ a kars1 olan antimikrobiyal etkilerini saptamislardir. Buna ek olarak MRSA
(metisilin direngli S. aureus) ve VRSA (vankomisin direngli S. aureus) suslarmin klinik
izolatlarina kars1 antimikrobiyal etkili olan bu polipeptitler, ayrica biyofilm iizerine de
etkili sonuglar vermistir. Son olarak arastirmacilar, klinik ¢caligmalarda kullanmak i¢in

bu polipeptitlerin karakterizasyonunu yapmislardir (Sheikh 2010).
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Hajji ve arkadaslarinin (2010) yaptiklar1 ¢alismada ACAMP olarak adlandirilan
Aspergillus clavatus ES1 susundan 6 kDa’luk bir AMP izole edilmistir. AcAMP,
antimikrobiyal aktivitesi olan kii¢iik, sistein agisindan zengin, temel proteinler grubuna
ait proteolitik enzimlere duyarli, pH 5,0 ve 10,0 arasinda stabil ve 1siya dayaniklidir. Bu
calismada ACAMP’nin rekombinant olarak elde edilmesi amaglanmistir. Ortaya ¢ikarilan
amino asit dizisi ise diger askomiset antifungal polipeptitlerle yiiksek bir benzerlik
gOstermistir. Antifungal aktivitesine ek olarak, AcAMP, Gram-pozitif ve Gram-negatif
bakterilere kars1 antibakteriyel aktivite sergileyen ilk fungal peptiddir. Bu 6zelliklerine
dayanarak AcAMP’nin bitki hastaliklarinin biyolojik kontroliinde ve gidalarin
korunmasinda potansiyel uygulamalarda kullanilabilecegi saptanmistir (Hajji et al.

2010).

Boon Lim ve arkadaslar1 (2016) AMP iireten bakteri taramasi igin topraktan
izolasyon yapmuslar ve izole ettikleri Basillus amyloliquefaciens’ten genis spektruma
sahip yeni bir bakteriyosin tanimlamislardir. Ozellikle gida patojeni olan Listeria
monocytogenes’e karsi bakterisidal aktivitesinden dolayi, izole ettikleri bakteriyosinin

gida endiistrisinde kullanilabilecegini gostermislerdir (Lim et al. 2016).

Sun ve arkadaslarinin (2016) yaptigi ¢calismada antibakteriyel bir polipeptit olan
SP-1, Sephadex G-25 ve Superdex 7510 kolonlariyla kromatografik olarak ayrilmis ve
ters fazli yiikksek performansli sivi kromatografisi (RP-HPLC) ile de karakterize
edilmistir. Bu polipeptit, bir dizi kromatografik yontemle Spirulina platensis'in alkalin
proteazi ve papain hidrolizatindan izole edilmistir. aa dizisi, sivi kromatografisi-tandem
kiitle spektrometresi (LC-MS / MS) ile belirlenerek 1878.97 Da molekiiler kiitlesi ile 18
amino asit kalintisi (KLVDASHRLATGDVAVRA) igerdigi bulunmustur. SP-1'in
minimum inhibit6r konsantrasyonu, E. coli i¢in 8 mg/mL ve S. aureus i¢in 16 mg/mL
oldugu bulunmustur. Hemoliz testi sonucu peptidin toksik olmadigi belirlenmis olup bu
polipeptitlerin bu 6zelliklerinden dolay1 antimikrobiyal ajanlar olarak {imit vadettigi
vurgulanmistir (Sun et al. 2016).

Regmi ve arkadaslarmin (2017) yaptiklan ¢alismaya gore antimikrobiyal bir
polipeptit olan CSpK14’nin antibakteriyel aktivitesi VRSA ve vankomisine direngli
Enterococci (VRE)’ye karsi, antibiyotiklerle olan sinerjik etkileri ise p-laktamlarla
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degerlendirme yapilmistir. Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum fermente
gidalardan (kimchi) izole edilmistir. CSpK 14, amonyum siilfat ¢oktlirmesi ve diyaliz
yoluyla saflastirilmistir. Ardindan Sepharose Cl-6B ve Sephadex G-25 kolonlari
kullanilarak kromatografik yontemle ayrilmiglardir. CSpK14 ve Tricine SDS-PAGE ile
yaklasik 4,6 kDa'lik bir protein oldugu saptanmistir. CSpK14, B-laktamlarin minimum
inhibitor konsantrasyonlarin1 (MIC) 6nemli dl¢iide azaltmistir. VRSA ve VRE'ye karsi
non-laktamlar lizerinde hicbir etki gostermemistir. Ayrica VRSA ve VRE tarafindan
olusturulan biyofilmlerin tamamen azaltildigi saptanmistir. Calismanmn sonucunda
CSpK14'in saflastirilmasi basit, molekiiler kiitlesi diisiik, genis bir pH araliginda stabil,
genis spektrumlu ve antibiyofilm 6zelliklerine sahip oldugu tespit edilmistir. CSpK14, B-
laktamlarin etkinligini sinerjitik olarak artirdigi ig¢in sonu¢ olarak kombine tedaviye

uygun oldugu tespit edilmistir (Regmi et al. 2017).

Zheng ve arkadaslarinin (2017) yaptig1 calismaya gore Aedes aegypti cecropin
A'dan tiiretilen 36 aa kalintisina sahip katyonik bir polipeptit olan cecropin A2'nin
antimikrobiyal etkinligi ve bakterisidal mekanizmas1 P. aeruginosa patojenine karsi
calisilmustir. Bu polipeptit, memeli hiicrelerine karsi ¢ok az hemolitik aktivite ve toksisite
gostermistir. MIC degerleri, klinik P. aeruginosa izolatlarinin ¢oguna kars1 32 ila 64
ug/ml ve diger Gram-negatif bakterilere karsi 2 ila 32 pg/ml olarak bulunmustur. Onemli
olarak, cecropin A2, tetrasiklin ile kombine edildiginde P. aeruginosa'ya karsi sinerjik
aktivite gostermis olup her iki ajanin MIC degerlerini 8 kat azaltmistir. Kombinasyon
ayrica P. aeruginosa / Galleria mellonella modelinde in vivo olarak etkili olmustur (P
<0.001). Bu calismada, cepropin A2'nin P. aeruginosa lipopolisakkaritlerine
baglandigini, membran1 permeabilize ettigini ve bakteriyel genomik DNA ile
etkilestigini, boylelikle tetrasiklinin sitoplazmaya translokasyonunu kolaylastiracagi
bulunmustur. Sonug olarak, cecropin A2 ve tetrasiklin kombinasyonu, P. aeruginosa'ya
kars1 in vitro ve in vivo olarak sinerjik antibakteriyel aktivite gostermistir. Bu bulgular,
P. aeruginosa enfeksiyonlarinin tedavisi i¢in alternatif bir yaklasim sunmaktadir (Zheng
et al. 2017).

Mishra ve arkadaslarinin yaptigr ¢alismada (2018), Ganoderma lucidum'un
govdesinden (GLF) ve miselyum (GLM) 'den antibakteriyel polipeptit izolasyonu ve
karakterizasyonu yapilmistir. Peptit kiitle parmak izi ve HPLC, AMP’lerin ana yapisal
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ozellikleri oldugu bilinen peptit fraksiyonlarinda katyonik ve hidrofobik aa’lerin varligin
dogrulanmistir. Elde edilen fraksiyonlar kayda deger antioksidan potansiyeli
sergilemistir. Bunlar ayrica, E. coli ve Salmonella typhi'ye kars1 6nemli bir antibakteriyel
aktiviteye sahiptirler; burada, reaktif oksijen tiirlerinin olugsmasinin ve hiicre i¢i protein
sizitisinin  indiiksiyonunun, inhibitdr etkinin olast mekanizmalar1  oldugu

gozlemlenmistir (Mishra et al. 2018).

Dogal katyonik bir AMP olan Cecropin A (CeA), Gram-pozitif ve Gram-negatif
bakterilere karsi giiclii antimikrobiyal aktivitesi olmasi onu antimikrobiyal ajanlar
acisindan cekici hale getirmektedir. Wang ve arkadaslarinin (2018) yaptigi ¢alismada,
afinite etiketi (His-tag) -fiizyon protein ekspresyon sistemi (AT-HIS sistemi), hiicresiz bir
protein ekspresyon sistemi (CF sistemi) ve kendiliginden toplanan polipeptit (ELK16) -
fiizyonu protein ekspresyon sistemi (SA-ELK 16 sistemi) olmak tizere ii¢ farkli yontemle
peptit iiretilmistir. Sonug olarak bu ¢alismada, antibakteriyel polipeptit CeA'nin tiretimi
icin uygun bir ekspresyon sistemi (SA-ELK16 sistemi) tasarlanmis ve diger iki protein
ekspresyon sistemi ile karsilastirilmistir. SA-ELK16 sistemi ile yiiksek saflikta yliksek
bir CeA peptidi verimi elde edilmekle birlikte zaman ve maliyeti biiyiik 6l¢iide azaltmistir

(Wang et al. 2018).

AMP’ler gelecekteki antibiyotiklerin gelisimi i¢in umut verici adaylardir.
Irazazabal ve arkadaglarinin (2018) yaptigi ¢alismaya goére tedavi amagli kullanilan
AMP’lerin etkinligini artirmak amaciyla PaDBS1R1 adinda yeni bir polipeptit
tasarlanmistir. PaDBS1R1, karbapenem direngli Klebsiella pneumoniae (6.25 mM MIC)
ve metisiline direngli olmak {izere Gram-negatif (1.5 mM MIC) ve Gram-pozitif (3 mM
MIC) bakterilere kargt diisiik mikromolar derecede genis spektrumlu antimikrobiyal
aktivite gostermistir. Bu ¢alisma, PaDBSIR1'in antibiyotik tedavisinde potansiyel

uygulamaya sahip oldugunu ortaya koymustur (Irazazabal et al. 2018).

Candida tiirleri, 6zellikle immiin sistemi baskilanmis hastalarda yiiksek G6liim
oranina sahip kutandz ve sistemik enfeksiyonlara neden olan canlilardir. En yaygin
antifungal ilaclara kars1 direncin ortaya ¢ikmasi, ayrica biyofilm olusumu nedeniyle,
alternatif antifungal ajanlarin gelismesini gerektirir. Roscetto ve arkadaslarmin (2018)

yaptig1 ¢alismada bir arkeden izole edilen AMP VLL-28, 10 klinik Candida spp. izolatina
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kars1 benzer antifungal aktivite gostermektedir. Bu peptidin florese edilmis bir tiirevini
kullanarak, VLL-28'in planktonik hiicrelerin yiizeyine baglandigi bulunmustur. Bu
gbzlem, hiicre duvarma zarar vererek antifungal aktivite gosterebilecegini ileri
siirmektedir. Ek olarak, konfokal mikroskopi ile biyofilmler iizerinde yapilan analizler,
VLL-28'in test edilen tiim suslardan, C. albicans ve C. Parapsilosis’e karsi daha fazla

aktivite gosterdigi saptanmistir (Roscetto et al. 2018).
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3.1. Materyaller

3.1.1. Cihazlar

Bu tez ¢alismasi Erzurum Teknik Universitesi, Yiiksek Teknoloji ve Arastirma
Merkezi Laboratuvarlarinda (YUTAM) yapilmustir. Kullanilan cihazlarin listesi Cizelge

3.1’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Tez Calismasinda Kullanilan Cihazlar ve Modelleri

Cihaz Ad1
Sogutmal1 Santrifiij
Jel Gortuntuleme Sistemi

Elektroforez Sistemi

Statik Inkiibator
Calkalamali Inkiibator
Vorteks

Ultra Saf Su Cihazi
Elisa Plak Okuyucu
Mikrobiyolojik Steril Kabin
PZR Cihazi

Isik Mikroskobu
Otoklav

pH Metre

Magnetik Isitict

+4 Sogutucu

-20 Sogutucu

Hassas Terazi

Fermentor

Model
Hettich Zentrifugen Universal 320R
BioRad ChemiDoc™ MP
BioRad Mini ReadySub-Cell™ ve Mini
Protean Tetra Cell
Memmert IN110
Zhicheng-ZHWY-2102C
Wisd Wisemix VM-10
Millipore, Q-3W
Biotek EPOCH
ESCO NordicSafe™
SensoQuest Thermocycler
ZEISS, Primo Star
JSR, JSAC-60
OHAUS ST 3100F
Daihan, shr
J.P. Selecta
J.P. Selecta
Shimadzu ATX 224
Fermac 320
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3.1.2. Sarf Malzemeler

Tez calismasinda kullanilan kimyasal maddeler Sigma Aldrich (USA) ve Merck
A.S. (USA) firmalarindan temin edilmistir. Besiyerleri, Oxoid A.S. (UK) firmasindan

temin edilmistir.

3.2. YONTEMLER

3.2.1. Referans Suslarmmin Gelistirilmesi

Referans suslar olan S.aureus ve MRSA bakterileri asagidaki sartlara uygun

olarak yetistirilmistir. Mikroorganizmalarin gelisim sartlar1 Cizelge 3.2°de gosterilmistir.

Cizelge 3.2. Kullanilan Mikroorganizmalarin Gelisim Sartlari
Sicakhik Kati besiyeri ~ Sivi besiyeri Siire
S.aureus 37 °C LB (Luria- MHB 16-24 sa
Bertani) agar  (Mueller-
Hinton S1V1
besiyeri)
MRSA 37°C LB (Luria- MHB 16-24 sa
Bertani) agar  (Mueller-
Hinton S1v1

besiyeri)
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3.2.2. Fungusun Kiiltiire Edilmesi

LC3 kodlu filamentdz fungus yedi giin boyunca PDA (Patates dekstroz agar)
besiyerinde 25 °C’de gelistirildikten sonra 100 ml’lik 1:2:1 oraninda hazirlanan YPG
(yeast-pepton-glikoz) besiyerine 6 mm’lik mantar deliciler ile toplam 10 disk atilarak siv1
kiiltiir baslatilmistir. Bu sivi kiiltiirde 25 °C, 150 rpm’ de 7 giin boyunca calkamali
inkiibatorde fungus gelistirilmistir.

3.2.3. Kiiltiir Filtratlarimn Hazirlanmasi ve LC3 Izolatinin Antibakteriyel Protein

Uretiminin Dogrulanmasi

Antibakteriyel oOzelligi test edilecek LC3 izolatinin agar difiizyon, tripsin/
proteinaz K parcalama ve protein izolasyonu deneylerinde kullanilmak iizere kiiltiir
filtratlar1 elde edilmistir. YPG besiyerinde yetistirilen filamentéz fungus, hiicresel
kisimlarindan ayrilarak siizme ve 10 dakika 9000 rpm’de yapilan santrifiijleme ile kiiltiir

filtratlar1 elde edilmistir. Stipernatant 0,22 um’lik filtreden gegirilmistir.

3.2.3.1. Agar Difiizyon Testi

Filamentdz fungusun antimikrobiyal aktivitesini belirlemek igin agar difiizyon
testi kullanilmistir. Agar diflizyon testinde, %0,8 agar katilarak hazirlanan soft MHB
besiyeri ile dokme plak yontemi uygulanir. Bu petriler iginde, 6 mm mantar delici ile
kuyular agilarak, bu kuyulara kiiltiir filtratlar1 eklenmistir. Sonra petriler diiz bir sekilde
30°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Siirenin sonunda inhibisyon zon caplari

belirlenmistir (Wiegand et al. 2008). Bu deney 3 kez tekrar edilmistir.
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3.2.3.2. Tripsin/ Proteinaz K Parcalama Yontemi

Antimikrobiyal aktivitenin protein kaynakli olup olmadiginin belirlenmesi
amaciyla kullanilan bu yontemde, hiicresiz kiiltiir filtratlarinin pH’s1 7’ye ayarlanarak
proteazlarin ¢alismasina uygun hale getirilmistir. Hiicresiz kiiltiir filtrat1 10 mg/ml tripsin
ve 10 mg/ml proteinaz K ile 37 °C’de 6 saat muamele edilmistir. Siire sonunda 100 °C’de
5 dakika bekletilerek, proteazlar inaktive edilmistir. Ardindan tripsin/proteinaz K ile
muamele edilmis, 100 °C’de bekletilmis ve hi¢bir miidahale yapilmamis kiiltiir filtrati
olmak ftizere 3 deney grubu dokme plak yontemiyle hazirlanan soft MHB besiyerine
yerlestirilen disklerin {izerine son konsantrasyon 1 mg/ml olacak sekilde emdirilmistir

(Dusane et al. 2013). Bu deney 3 kez tekrarlanmistir.

3.2.3.3. Capraz Ekim Testi

7 giinliik kati PDA besiyerinde gelistirilen filament6z fungusdan 6 mm mantar
delici ile disk alinip, bu diskler 6nce 25°C’de 7 giin siireyle YPG agar besiyerinde
gelistirilmistir. 7. giin referans bakteri suslari fungus gelisim bolgesine 1 cm kalacak
sekilde ¢izgi ekim yoOntemi ile ekilmistir. 8. glinde bakterilerin gelisimleri
degerlendirilmistir (Lertcanawanichakul and Sawangnop 2011). Bu deney 3 kez

tekrarlanmistir.

3.2.3.4. Radyal inhibisyon Testi

Filament6z funguslardan 6 mm mantar delici ile disk alinarak, ters bir sekilde
25°C’de 7 giin boyunca YPG agar besiyerinde gelistirilmistir. Siire sonunda referans
bakteri suslar1 dokme plak yontemiyle fungus kiiltiirliniin iizerine inokule edilmistir. 1
giin sonra, inhibisyon zon miktarlar1 degerlendirilmistir (Lee et al. 2004). Bu deney 3 kez

tekrarlanmistir.

3.2.4. Ultrafiltrasyon

Filamentéz fungusun sivi kiiltiirinden elde edilen kiiltiir filtratlarinin
yogunlagtirilmasi i¢in ultrafiltrasyon yontemi uygulanmistir. Filamentéz fungusun

hiicresiz kiiltiir filtratlarindan 60 ml alinip, ultrafiltrasyon tiiplerine (3 kDa MWCO )
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eklenmis ve 6000 rpm’de 1 saat santrifiij edilmistir. Santrifiijiin ardindan kolonun {ist
kisminda kalan yogunlasmis kiiltiir filtrat1 protein izolasyonu ve antimikrobiyal testler
igin yeni tiiplere alinmistir (Dusane et al. 2013). Filtrasyon islemi protein izolasyonu ve
antimikrobiyal test i¢in 7 giin boyunca her giin tekrarlanmis olup ayni islemler erlen

skalasinda gelistirilen kiiltiir i¢in de tekrarlanmistir.

3.2.5. Protein Izolasyonu

Kiiltlr filtratlarindan alinip filtrasyon islemine tabi tutulan 6rneklerden protein
izolasyonu yapilmistir. Bunun igin esit hacimde %20 TCA (trikloro asetik asit) ile pipetaj
yardimi ile karistirilip, -20 °C’de 2 saat inkiibe edilmistir. Siire sonunda, 13500 rpm’de
10 dakika santrifiij edilerek, proteinlerin ¢okmesi saglanmustir. 3 kez %70’lik etanol ile
yikanarak 13500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Son olarak, aseton ile yapilan
yikama sonucunda, oda sicakliginda pellet kurutularak -20 °C’de saklanmistir (Chen
2005).

3.2.6. Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Protein konsantrasyonu Bradford yontemi ile belirlenmistir. Bu ydntemde
onceden hazirlanan 1X BradFord soliisyonundan 96 kuyulu plaklara 90 pl alinmistir ve
tizerine 10 pl protein 6rneginden eklenmistir. 10 dakikalik inkiibasyon sonucu, 590 nm’de
Olctim alinarak sigir serum albiimini (BSA) ile hazirlanan standart grafigin formiiliiyle

protein konsantrasyonu belirlenmistir (Bradford 1976).

3.2.7. SDS-PAGE

SDS-PAGE yiiklii molekiillerin elektriksel alanda ayrilmalari temeline dayanan
elektroforez teknigi ile proteinlerin analizinde ve ayrilmasinda genis ¢apta kullanilmistir.

1-100 kDa proteinleri goriiniir hale getirmek i¢in %15°lik akrilamid jel hazirlanmistir.
Protein 6rnekleri, 4X yiikleme boyasi ile karigtirilarak 1X konsantrasyonu halinde

95 °C’de 5 dakika kaynatilmistir. Siire sonunda yeniden olusabilecek sekonder yapilarin

olusmasini engellemek i¢in buza alinmistir. Ornekler hazirlanmis olan SDS-PAGE jeline
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yiiklenmistir. Protein drnekleri 80 V’da 3 saat yiiritiilmiistiir. Yiirtitme tamamlandiginda
jel kasetten alinarak, Coommasie R-250 boyasi ile 20 dakika boyunca boyanmuistir.
Proteinlerin  goriintiilenmesi i¢in yikama sollisyonunda 1 saat birakilmistir.
Gorlintilenmeye hazir hale getirilen jel, Bio-Rad jel goriintiilleme sistemi ile

fotograflanmistir (Schéigger 2006).

3.2.8. Jel Kapatma Testi

Bu yontem proteinlerin kromatografik yontemlerle ayristirmadan once yapilan ve
hangi proteinlerin antimikrobiyal etki tasidigini gosteren bir ¢alismadir. Antibakteriyel
aktivite tasiyan proteinlerin karigimi SDS-PAGE ile birbirinden ayrilmistir. Jel kapatma
testi yapilacak olan jele boyama yapilmamis olup dnce 1X PBS soliisyonuyla sonra saf
suyla 20 dakika boyunca yikanmistir. Ardindan SDS-PAGE jeli kesilerek, soft MHB
besiyeriyle dokme plak yapilan bakteriler tizerine yerlestirilmistir. 1 gecelik inkiibasyon
sonucu gelismenin olmadigi zon bolgesine denk gelen proteinin antibakteriyel aktiviteden

sorumlu oldugu bulunmustur (Liu et al. 2012). Bu deney 3 kez tekrarlanmistir.

3.2.9. AMP’nin Saflastirilmasi

Jel kapatma deneyinin sonuclarma gore antimikrobiyal aktivitesi belirlenen
banttaki protein, uygun filtrasyon tiipleri (30 kDa’luk) kullanilarak 13500 rpm’de 10-15
dakika santrifiij edilmistir. Ardindan filtrasyon tiiplerindeki kolonlardan alinan protein
ornegi, MIC belirleme ve sinerjik etkinin belirlenmesi deneylerinde kullanilmak tizere -

20 °C’de muhafaza edilmistir.
3.2.10. AMP’nin Giinlere Gore Uretiminin Degerlendirilmesi

Antibakteriyel aktiviteden sorumlu oldugu belirlenen proteinin giinlere gore
iiretim grafiginin belirlenmesi i¢in erlen skalasindan sonra fermentdrde {iretim
gerceklestirilmistir. Bu amagla 7 glin boyunca hergiin kiiltiir filtrat1 6rnekleri alinarak
protein izolasyonu yapilmistir. 7 giinliik YPG besiyerinde biiyiitiilen referans kiiltiirden
10 ml kadar inokiilasyon yapilarak 3 litrelik hazirlanan fermentorde (Sekil 3.1) funguslar

asagidaki parametrelere gore gelistirilmistir.
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Sekil 3.1. Filament6z Fungusun Gelistirildigi Fermentor Sistemi

Cizelge 3.3. Fermentor Parametreleri

PH 6,2
SICAKLIK 25°C
KARISTIRMA HIZI 300 rpm
COZUNMUS OKSIJEN SEVIYESI %10+2

7 giinliik fermantasyon boyunca her giin antibakteriyel 6zellikteki peptitlerin 6n
seleksiyonu i¢in YPG besiyerinde yetistirilen filamentéz funguslar hiicresel
kisimlarindan ayrilarak siizme ve 10 dakika 9000 rpm’de yapilan santrifiijleme ile kiiltiir

filtratlar1 elde edilmistir. Stipernatant 0,22 pm’lik filtreden gecirilmistir.

3.2.11. Minimum Inhibitér Konsantrasyonunun (MIC) Belirlenmesi

Filament6z fungustan izole edilen polipeptidin MIC degerinin belirlenmesi i¢in,
“European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing” (EUCAST)’dan alinan

protokoller uygulanmistir (http://www.eucast.org/). MIC mikroorganizmalarin gelisimini
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engelleyen en kiigiik madde konsantrasyon miktaridir. Bu miktar1 tespit etmek igin sivi
diliisyon metodu uygulanmistir. Ozetle, 96 kuyulu plaklara 0,5 McFarland
konsantrasyonunda bakteri hiicrelerinden 100 pl ve belirli konsantrasyonlarda
(0,25;0,5;1;2;4:8;16;32;64;128 ng/ul) izole edilen protein eklenmistir. Total hacim 200
ul’ye tamamlanmigtir. Negatif kontrol olarak i¢inde sadece besiyeri igeren grup, pozitif
kontrol olarak da i¢inde bakteri hiicresi ve besiyeri olan grup kullanilmistir. 30 °C’de, 24
saatlik inkiibasyon sonucunda kuyulardan 100 pl 6rnek alinarak MHA besiyerine yayma
plak olarak ekim yapilmistir. Bu petrilerin, 30 °C’de, 24 saatlik inkiibasyon sonucu koloni
gelisimi gdzlenmeyen kuyudaki konsantrasyon degeri MIC degeri olarak tespit edilmistir.

Bu deney 3 kez tekrar edilmistir.

3.2.12. Antimikrobiyal Peptidin Sinerjik Etkilerinin Degerlendirilmesi

Filamentdz fungusdan izole edilen polipeptidin antibiyotiklerle ortak etkisini
belirlemek i¢in, disk difiizyon yontemi kullanilmistir. Bu ¢alismada antibiyotik olarak
kloramfenikol ve ampisilin kullanilmistir. Tiim 6rneklerden 1 pg/ml konsantrasyon
olacak sekilde steril disklere emdirilmistir. 30°C’de 24 saat inkiibasyon sonucunda zon

miktarlar1 belirlenmistir (Balke et al. 2006). Bu deney 3 kez tekrar edilmistir.

3.2.13. Filamentoz Fungusun Tamsi

3.2.13.1. Klasik Tam

Fungus i1zolatindan alinan kesitler laktofenol pamuk mavisi damlatilarak
boyanmigtir. Daha sonra boyanin iyice dagilmasi i¢in bir miktar alkol damlatilmistir.
Kesitin hazirlandig1 lamin lizerine lamel kapatilarak besiyerinin erimesi amaciyla hafifce
alevden gegirilmistir. Elde edilen preparat 1s1tk mikroskobu altinda incelenmistir.
Incelenen preparatlar, koloni morfolojileri ve mikroskobik ozellikleri bakimindan

degerlendirilerek cins bazinda tanimlanmistir (Samson 2010).
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3.2.13.2. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu 7 giinliik PDA kiiltiirinden manuel olarak yapilmistir. 2 ml’lik
ependorf tiiplerine alinan bir 6ze dolusu miselyum 6rnegi tizerine 1 ml liziz tamponu
eklenmistir. 30 dakika, maksimum hizda homojenizatorde par¢alanmigtir. 12000 rpm’de
10 dakika santrifiijiin ardindan, {ist kisim yeni tiipe alinmig ve 2 pl RNase A eklenmistir.
15 dakika 37°C’de inkiibe edilmistir. Uzerine 1 hacim fenol: kloroform: izoamil alkol
(25:24:1) eklenmistir. Vorteks yapilarak, 12000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Ust
kisim yeni tiipe alinmistir ve -20 °C’de 1 saat %100 alkol ile DNA’nin ¢ékmesi
saglanmistir. 12000 rpm’de 10 dakika santrifiij sonrasi olusan pellet % 70’lik etanol ile
ti¢ kez yikanarak havada kurutulmus ve 50 pl TE tamponunda ¢oziilmiistiir (Ausubel et
al. 1995).

3.2.13.3. ITS Bolgesinin PZR ile Cogaltim

PZR, fungus DNA’sinda korunmus bolgeleri ¢ogaltmak ve molekiiler tani
yapmak amaciyla gerceklestirilmistir. Cizelge 3.5°de PZR reaksiyonu ve Cizelge 3.6’da
PZR cihazinda kullanilan program verilmistir. 18S-1TS1-5.8S-1TS2-28S boélgesinin
cogaltilmasi i¢in ITS 1 primeri (5' TCC GTT GGT GAA CCA GCG G 3") ve ITS 4 primeri
(5" TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3’) kullanilmistir.
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Cizelge 3.5. PZR Reaksiyonu

PZR Reaksiyonu Miktar
dH20 37,2 ul
10X PZR Tamponu S5ul
MgCI2 3l
dNTP 0,7 ul
Forward Primer 0,8 pl
Reverse Primer 0,8 ul
DNA 2l
Taqg polimeraz (250 U) 0,5 pl
Toplam =50 pl

Cizelge 3.6. PZR Dongiisu

95°C 2 dakika 1 dongii
94 °C 45 saniye

55°C 45 saniye 35 dongii
72 °C 1 dakika

72°C 10 dakika 1 dongii
4 °C a

3.2.13.4. Agaroz Jel Elektroforezi

PZR iiriinleri % 1°lik agaroz jel hazirlanarak goriintiilenmistir. 1 g agaroz, 100 ml
TAE(Tris-asetat-EDTA) tamponu ile karigtirilarak agaroz tamamen ¢oziiniinceye kadar
kaynatilip, iizerine 4 pl etidyum bromiir (10 mg/ml) eklenmistir. Ardindan donan jele
PZR fdirlinlerinin yiiklemesi yapilmis ve 90V’da 50 dakika yiirlitme islemi
gerceklestirilmistir.

3.2.13.5. PZR Uriinlerinin Saflastirilmasi ve DNA Dizi Analizi

PZR fiirlinlerinden tuzlarin, primerlerin ve polimeraz enziminin uzaklastirilmasi

icin ticari olarak satilan PZR piirifikasyon kiti (Invitrogen) ile saflagtirilma yapilmigtir.

32



3. MATERYAL ve YONTEM

Saflastirilan 6rnek ticari bir firma araciligiyla (Oligomer Biyoteknoloji, Tiirkiye) her iki
primer ile DNA dizi analizi yaptirilmistir. Elde edilen sekans verileri Bioedit software

programinda birlestirilerek, BLASTN 2.8.1+ kullanilarak analiz edilmistir (Zhang et al.
2000).
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. LC3 Izolatinin Kiiltiir Filtratlarimin Toplanmasi

LC3 izolatinin 25°C’de gelisen 7 giinliik kat1 kiiltiirlinden alinan diskler, YPG
besiyerinde gelistirilmistir. 7 giinliik gelisimin ardindan YPG besiyerinden alinan 10 ml
kadar s1v1 kiiltiir, fermentor sisteminin i¢ine inokiile edilmistir. Bu 6rnekler, 25°C’de 300
rpm’de 7 giin inkiibasyona tabi tutulmustur ve kiiltiir filtratlar1 7 glin boyunca elde
edilmistir. Sekil 4.1°de kiiltiir filtrat1 elde etme asamalarinin goriintiisii verilmistir. Ayni

islemler 7 giinliik erlende gelistirilen kiiltiire de uygulanmustir.

Sekil 4.1. LC3 izolatindan kiiltiir filtratinin elde edilmesi

4.2. Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

4.2.1. Agar Difiizyon Testi

Elde edilen kiiltiir filtratlari, patojen tiirlerin dokme plak yontemleri ile hazirlanan
soft MHB besiyeri i¢eren petrilerde 4 mm’lik mantar delici ile agilan kuyulara 100 pl, 6
mm’lik agilan kuyulara ise 200 pl olacak sekilde eklenmistir. Petriler, 24 saat 30°C’de
inkiibasyona birakilmigtir. Inkiibasyon siiresi sonunda inhibisyon zonlar1 &lgiiliip,
ardindan zon olusturan kiiltiir filtratlar1 belirlenmistir. LC3 izolat1 S. aureus (ATCC
25923) ve MRSA (Klinik izolat) ya kars1 pozitif sonu¢ vermistir. Erlen kiiltiirlinden ve

fermentor kiiltlirlinden alinan kiiltiir filtratlarinin agar difiizyon test sonuclart sirasiyla
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Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2°de gosterilmigtir. Erlen kiiltiiriinde gelistirilen fungus 4.
giinden itibaren antimikrobiyal aktivite gosterirken; fermentor sisteminde gelistirilen
fungus 6. giinden itibaren aktivite gostermeye baglamistir. Deney gruplari arasindaki bu
farklar muhtemelen tiretim kosullarindaki pH, sicaklik ve ¢6ziinmiis oksijen seviyesi gibi

degiskenlerden kaynaklanmaktadir.

Cizelge 4.1. Agar Difiizyon Testi Sonuglar1 (fermentdr kiiltiirii)*

Indikator sus 6.giin 7.giin
S. aureus (ATCC 25923) ++ ++
MRSA (Klinik izolat) ++ ++

*+; 10 mm’den kii¢lik zon, ++; 10-20 mm arasi zon , +++; 20 mm’den biiylik zon

caplarini temsil etmektedir.

Cizelge 4.2. Zon Caplarinin Degerlendirilmesi (erlen kiiltiirii)*

Indikator sus  4.giin 5.giin 6.giin 7.giin 8.giin
Staphylococcus +++ +++ +++ +++ 4+
aureus (ATCC

25923)

MRSA (Klinik = +++ +++ +++ o+ +++
izolat)

*+; 10 mm’den kiiciik zon, ++; 10-20 mm aras1 zon , +++; 20 mm’den biiyiik zon

caplarini temsil etmektedir.

Elde edilen sonuglara gore filament6z fungus hem S. aureus’a hem de MRSA’ a
kars1 antibakteriyel aktivite gostermistir. Yazict (2018)’nin yaptig1 calismaya gore A.
tubingensis olarak tanilanan fungus, S.aureus ve MRSA’ya kars1 20 mm’den biiyiik zon
gostermistir (Yazict 2018). Erlen kiiltlirlinde yaptigimiz ¢alismaya gore degerler
benzerlik gostermektedir. Kalyani ve Hemalatha (2017)’nin yaptig1 ¢alismaya gore A.
niger’in kiiltiir filtratinin gesitli bakteri ve mantar tiirlerine kars1 antimikrobiyal etkinligi

saptanmis ve S.aureus i¢in inhibisyon zon degeri 12 mm bulunmustur. Agar difiizyon
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testimizde bu deger fermentorde gelistirilen filamentdz fungusun verdigi zon degerlerine
benzemekte olup erlende gelistirilen kiiltiiriin verdigi inhibisyon zon degerinden ¢ok daha
diisiiktiir (Kalyani and Hemalatha 2017). Bu ¢alismaya dayanarak gerekli fizyolojik
kosullar1 optimum tuttugumuz takdirde LC3 izolat1 daha stabil ve etkili bir antimikrobiyal

etki gosterecektir.

4.2.2. Capraz Ekim Testi

Capraz ekim yontemi mikroorganizmalarin antagonistik etkisinin tespit icin
kullanilan oldukga iyi bir yontemdir (Lertcanawanichakul and Sawangnop 2011). LC3
izolat1 ile S. aureus ve MRSA bakterilerinin YPG agar besiyerinde ikili kiiltiirleri
yapilarak 7 giinlilk LC3 izolatinin yanina bakteriler ¢izgi ekim yontemi ile ekilmistir. 1
giinliik inkiibasyonun ardindan S. aureus ve MRSA’da iiremenin engellendigi

goriilmistiir. Sekil 4.2°de gapraz ekim testine ait petri goriintiisii verilmistir.

Sekil 4.2. Capraz Ekim Testi Petri Goriintiisii
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4.2.3. Radyal Inhibisyon Testi

Radyal inhibisyon yonteminde, filamentoz fungusun S. aureus ve MRSA
bakterilerine kars1 antimikrobiyal etkisini tespit etmek i¢cin dokme plak ile hazirlanan
kiiltiirler YPG agar besiyerinde gelisen 7 giinliik LC3 izolatinin {izerine eklenmistir. 1
giinliik inkiibasyon sonucunda patojen bakterilerin gelisimleri degerlendirilmistir. S.
aureus ve MRSA, LC3 izolatinin gevresinde sirasiyla 45 ve 48 mm’lik zon olusturmustur.

Sekil 4.3’te radyal inhibisyon testine ait petri goriintiileri verilmistir.

-

Sekil 4.3. Radyal Inhibisyon Testi. A. S. aureus B. MRSA’ a kars1 Olusan Inhibisyon
Zonlan

Yazic1 (2018)’in yaptigi ¢aligmada A. tubingensis olarak belirlenen tiiriin S.
aureus’a ve MRSA’ya karsi verdigi zonlar sirasiyla 35 ve 30 mm’dir (Yazic1 2018). Bu
degerlerle karsilastirma yaptigimiz zaman Aspergillus cinsine ait LC3 kodlu fungus ¢ok

daha yiiksek antimikrobiyal aktivite sergilemistir.

4.3. Tripsin/ Proteinaz K Parcalama Yontemi

Agar difilizyon testinde olusan zonlarin protein kaynakli olup olmadiklarinm
anlamak i¢in LC3 izolatinin kiiltiir filtrat1 37°C’de 6 saat tripsin/proteinaz K enzimleri ile
inkiibasyona maruz birakilmistir. inkiibasyon sonunda bu kiiltiir filtratlarmin olusturdugu

zonlar agar difilizyon testi ile belirlenmistir.

Bu ¢alisma sonucunda, kiiltiir filtratinin pozitif zon vermesi, proteazlarla muamele

edilen kiiltiir filtratlarinin ise negatif zon vermesi, aktivitenin protein kaynakli oldugu
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sonucunu dogrulamaktadir (Dusane et al. 2013). Proteaz muamelesine ek olarak,
100°C’de yapilan kaynatma isleminin de proteinlerin yapisini bozacagindan kiltiir
filtratlar1 100°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir. Bu Orneklerde de zon olusumu
gozlenmemistir. Sekil 4.4’te Aspergillus cinsine ait LC3 izolatinin agar difiizyon testine

ait petri gorlintlisli verilmistir.

Sekil 4.4. LC3 Izolatinin Agar Difiizyon Testi Goriintiisii. A. Kiiltiir Filtrati B.
Proteazlarla Muamele Edilmis Kiiltiir Filtrat: C. 100°C’de Inkiibasyona Birakilmus Kiiltiir
Filtrat1.

4.4. Protein Izolasyonu ve SDS-PAGE

LC3 izolatinin kiiltiir filtrat1 protein izolasyonu yapilmadan énce 3 kDa MWCO
ultrafitrasyon kolonlariyla yogunlagtirma yapilmig olup TCA (triklorasetik asit ) yontemi
ile fungusun total proteinleri izole edilmistir. Bu yontemde proteinlerin, TCA anyonlari
ile baglanarak suda ¢oziinmeyen tuzlar olusturmalar1 sonucu proteinlerin ¢okme yontemi
ile eldesini saglar. TCA, metil karbonun {i¢ hidrojen atomunun klorin atomlar ile
degistirildigi bir asetik asit analogudur. TCA zayif bir asit olmakla birlikte, aa’ler
arasindaki polipeptit baglarini hidrolize edemez ve suyu asidik bir pH’da tutar. TCA'nin
cozelti igindeki proteinlere eklenmesi, proteini ¢evreleyen hidrojen bagli su molekiillerini
uzaklastirir. Bu protein molekiilleri ¢oziiniirliikklerini kaybeder ve santrifiijleme ile
¢oktiiriilebilir. Bununla birlikte, TCA hidrojen bagin1 bozdugundan, proteinler ikincil
yapilarini da kaybedecek ve denatiire olacaktir (Jiang et al. 2004).

Medina ve arkadaslar1 (2008) ile Lankshman ve arkadaslar1 (2008)’nin yaptiklar

calismalara gore filament6z funguslardan ekstraselliiler proteinlerin izolasyonu i¢in en
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Iyi yontemin TCA ¢oktiirmesi oldugundan bu tez ¢alismasinda bu yontem kullanilmigtir

(Medina et al. 2008 and Lakshman et al. 2008).

Elde edilen total proteinlerin miktar tayini Bradford yontemi ile belirlenmistir.
Protein miktar tayini i¢in genellikle tercih edilen bu test, protein konsantrasyonunun
belirlenmesi i¢in Lowry yontemiyle karsilastirildiginda ¢ok daha hassas ve giivenilirdir
(Kruger 2002). Bradford testi i¢in standart grafik BSA proteini ile hazirlanmistir. Sekil
4.5°de Bradford standart grafigi verilmistir.
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Sekil 4.5. BSA ile Hazirlanan Standart Grafik
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Sekil 4.6. LC3 izolatnin Ekstraselliiler Proteinlerinin SDS-PAGE Profili
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Sekil 4.6’da verilen sonuglara gore erlen kiiltiiriinde gelistirilen fungusun total

proteinleri, yaklasik 11 kDa’luk bélgede en yogun band1 vermistir.

4.4.1. Jel Kapatma Testi

Jel kapatma testinde Sekil 4.7’teki bant profillerine gére 11 kDa’luk bolgeden
baglamak iizere S. aureus ve MRSA’ya karsi inhibisyon zonlar1 gériilmekte olup daha
asagilarda olan bantlarin daha az yogun olan protein bantlarindan kaynaklandigi
saptanmigtir. Bu sonuglara gore antibakteriyel aktivite gosteren bandin 11 kDa’ luk bir
protein oldugu goriilmektedir. Bu tek bant Sekil 4.6” deki erlen kiiltiiriinden izole edilen

total proteinlerden 30 kDa’luk filtre kullanilarak saflastirilmistir.

Sekil 4.7. A. Total Proteinlerin S. aureus’a Karsi Jel Kapatma Sonuglart B. MRSA’ ya
Kars1 Jel Kapatma Sonuglari
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4.4.2. Polipeptidin Saflastirilmasi

11 kda

Sekil 4.8. Antimikrobiyal Aktivite Gosteren Saf Protein Bandi

SDS-PAGE ve jel kapatma deneylerine dayanarak belirlenen antimikrobiyal
polipeptit 30 kDa’lik MWCO membran filtre ile saflagtirilmistir. Sekil 4.8”de saflastirilan
proteinin SDS-PAGE goriintiisii verilmistir. Goriintideki 1. kuyular marker proteine ait
olup 2. kuyudaki tek bant ise antimikrobiyal aktivite gosteren saf protein bandidir.
Saflagtirilan bu polipeptit MIC degerinin  belirlenmesi  ve sinerjik etkilesim

degerlendirmesi i¢in kullanilmustir.

4.5. AMP’nin Giinlere Gére Uretiminin Degerlendirilmesi
Fermentor kiiltiiriinde gelistirilen fungusun gilinlere gore total protein {iiretimi,

kiiltiir filtratlarinin antimikrobiyal aktivitesi ve hangi proteinin bu aktiviteden sorumlu

oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.9. A. Fermentor Kiiltiirinde Gelistirilen Izolatin Total Proteinleri B. Agar
Difiizyon Sonuglari

Sekil 4.9 A’daki protein bant profiline gore filamentéz fungusun total
proteinlerinin SDS-PAGE goriintiisiinde 5. giinden itibaren bant yogunluklarinin arttigi
saptanmistir. Fermentor kiiltiiriiniin giinlere gore antimikrobiyal etkinligi Sekil 4.9 B’de
gosterilmistir. Yaklasik 11 kDa olan, Sekil 4.7 A’da belirlendigi gibi antimikrobiyal
aktiviteden sorumlu olan protein bandi 5. giinden itibaren ortaya ¢ikmaya baslamis ancak
agar difilizyon testinde antimikrobiyal etkinlik Sekil 4.9 B’de gosterildigi gibi 6. giinde
ortaya ¢ikmistir. 5. glinde bu aktivitenin ortaya ¢ikmamasi Sekil 4.9 A’daki sonuglara
bakildig1 zaman 5.glindeki antimikrobiyal aktiviteden sorumlu 11 kDa’luk bandin diger

giinlere gore daha az yogun olmasindan kaynakli oldugu sonucuna varilmistir.

Erlen kiiltiiriinde gelistirilen LC3 izolatinin jel kapatma sonuglarinin fermentor
kiiltiiriiyle karsilagtirilmasi i¢in bu test giinlere gore tekrarlanmustir. Sekil 4.10°daki jel
kapatma testi sonuclarina gore antimikrobiyal aktivitenin 5. Giinden itibaren ortaya
ciktig1 saptanmis olup bu aktiviteden sorumlu olan bandin Sekil 4.7°deki gibi 11 kDa’luk

protein oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.10. Fermentor Kiiltiiriiniin 5,6 ve 7. Giinlerdeki Proteinlerinin Jel Kapatma
Sonuglari

Sonug olarak hem erlen skalasinda iiretilen kiiltiirden hem de fermentorde iiretilen
kiiltiirden izole edilen proteinlerin SDS-PAGE ve jel kapatma sonuglarina gore 11 kDa

tizerinde gortilen tek bantin AMP 6zelligi tagidig1 sonucuna varilmistir.

Park ve arkadaslar1 (2008)’nin yapmis olduklar1 ¢alismada da gelistirdikleri
bakteri kiiltiiriinlin pH degisimine bagli olarak farkli 6l¢eklerde ve fizyolojik sartlarda
iretiminin antimikrobiyal aktiviteyi degistirdigini gostermislerdir (Park et al. 2008). Liu
ve arkadaglarmin (2012) yaptigi calismada Lactobacillus paracasei’den iiretilen
Laparaxin adli AMP’nin antimikrobiyal etkinligine bakilmis ve pH'in 6 olarak
sabitlendigi fermentdrden elde edilen bu polipeptidin, pH kontrolii yapilmayan
fermentorden elde edilen polipeptide kiyasla daha az antimikrobiyal aktivite gosterdigi
tespit edilmistir (Liu et al. 2012). Yapilan bu ¢aligmalara dayanarak erlende gelistirilen
kiiltiiriin SDS-bant profili ve jel kapatma deneylerinin, fermentorde gelistirilen kiiltiirdeki
sonuglardan farkli olmasinin sebebi bulunduklar1 farkli fizyolojik kosullara

dayandirilabilir.

4.6. MIC Degerinin Belirlenmesi

Minimum inhibitor konsantrasyonu (MIC) mikroorganizmalari dldiiren en kiigiik
konsantrasyon miktar1 olarak tanimlanir. MIC belirleme islemi EUCAST protokolleri
(Eucast Discussion Document E. Dis 5.1) ile yapilmistir. S1vi diliisyon metodu ile yapilan
deneylerde S. aureus ve MRSA patojenleri kullamlmistir. Izole edilen polipeptit, S.
aureus’a 8 ug/ul, MRSA’ya 32 pg/ul, MIC degerini vermistir.

43



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Bu degerler literatiirde kayitli olan bazi AMP’lerin MIC degerleri ile
karsilastirildigr zaman ceftaxidime, kloramfenikol, sub5-NH gibi antibiyotiklerle benzer
sonuglar vermislerdir. Bu bulgular LC3 izolatindan elde edilen bu polipeptidin gii¢lii bir

AMP oldugunu gosterir (Ebbensgaard et al. 2015).

Mataraci ve Dosler’in yaptig1 ¢aligmaya gore (2012) indolicidin, CAMA ve nisin
katyonik polipeptitleri MRSA’ya karsi sirasiyla 16 pg/pl, 8 pg/ul, 16pg/ul MIC
degerlerini vermistir. Saflastirdigimiz AMP, MRSA’ya kars1 32 pg/ul degerini vermis
olup bu sonuglarla karsilastirildig1 zaman diger katyonik polipeptitlerle benzer miktarda

etkileri oldugu sonucuna varilmistir (Mataraci and Dosler 2012).

Yazici (2018)’nin yaptig1 ¢aligmada A. tubingensis olarak tanilanan tiiriin tirettigi
AMP, S. aureus ve MRSA’ya kars1 sirastyla 32 pg/ul ve 128 pg/pl MIC degerlerini
vermis olmakla birlikte LC3 izolatindan saflagtirillan AMP’nin bu AMP’ye gore ¢ok daha
giiclii antimikrobiyal etkinligi oldugu saptanmustir.

4.7. Sinerjik Etkilesimin Degerlendirilmesi

LC3 izolatinin proteinleri saflastirilarak ampisilin ve kloramfenikol antibiyotikleri
ile etkilesimleri S. aureus (ATCC 25922)’a karst disk difiizyon testi yontemi ile
degerlendirilmistir. Bunun sonucunda sinerjik bir etkilesimin varligindan soz edilebilir.

Cizelge 4.1°de sinerjik etkilesime ait zon ¢aplar1 verilmistir.
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Cizelge 4.1. Sinerjik Etkilesim Zonlarinin Belirlenmesi (mm: milimetre)
LC3 Peptidi  Amfisilin  Kloramfenikol = Sinerjik Zon

Zon 11 35 32 Ampisilin+polipeptit: 40
Caplar1 (mm) Kloramfenikol+polipeptit:
30

Cizelge 4.1°deki sonuglara gore saflastirdigimiz AMP nin ampisilin ile sinerjik
bir etkiye sahip oldugu, kloramfenikol antibiyotigi ile de antagonistik calistig

saptanmistir.

Antimikrobiyal ajanlar, her iki ilacin da enfekte olmus bdlgede yeterli
konsantrasyonlarda ve yeterli bir siire boyunca mevcut olmasi halinde sinerjistik olarak
etkilesime girebilir. Genel olarak, kombinasyondaki ajanlar farkli doku dagilimlar1 ve
farmakokinetigi gosterir. Sonug olarak antibiyotiklerle etkisi artirilmis AMP’ler ilaglarin
lipozomlar gibi bir ilag tasiyicisinda birlikte kapstillenmesiyle, her iki ilacin da paralel
doku dagilimlar1 saglanabilir ve boylece ideal ilag konsantrasyonlar1 saglanabilir

(Schiffelers et al. 2002).

Yazici (2018)’in yaptig1 ¢alismada saflagtirlan AMP molekiiliniin ampisilin ve
kloramfenikol antibiyotiklerle olan sinerjik etkileri degerlendirilmis olup, ampisiline
kiyasla kloramfenikol ile daha az inhibisyon zonu olusturmustur (Yazici 2018). Bu
verilerle karsilastirildiginda kloramfenikol antibiyotiginin saflastirdigimiz polipeptitle
sinerjik etki gdstermemesi ilag kombinasyonlar1 olusturmak i¢in bu antibiyotigin uygun

olmadigin1 géstermektedir.
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4.8. LC3 Kodlu Filament6z Fungusun Tanis1

4.8.1. Klasik Tam

LC3 izolatinin tanisi i¢in hazirlanan preparatlar 151k mikroskobu ile incelenmistir.
Fungusun morfolojik yapisina goére, bu izolatin Aspergillus cinsine ait oldugu
belirlenmistir (Samson 2010). Sekil 4.11 B’ de 400 kat biiyiitmeli mikroskop goriintiisii

verilmigtir.

Sekil 4.11. LC3 Kodlu izolatin A. Koloni Gériintiisii B. Konidyafor ve Konidiler

4.8.2. Molekiiler Tam

Molekiiler tiir tayini igin LC3 izolatindan DNA izolasyonu yapilmistir. Elde
edilen DNA’daki ITS bolgesinin PZR’1 yapilmistir. Cogalan PZR f{irlinleri agaroz jel
elektroforezinde goriintiilenmistir. Sekil 4.12°de agaroz jel elektroforezinin goriintiisii

verilmistir. ITS iirlinleri yaklasik 600 baz ¢ifti uzunlugundadir.
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M LC3

600 bp

Sekil 4.12. LC3 Izolatinin ITS PZR’1nm Agaroz Jel Gériintiisii

Elde edilen PZR piirifikasyon iiriinlerine ¢ift yonlii okuma ile dizi analizi
yaptirilmistir. Hizmet alimi ile gergeklestirilen bu asama sonucunda elde edilen veriler,
Bioedit Programinda analiz edilmis ve blast algoritmasi

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) kullanilarak GenBank’ta kayitli diger tiirlerle

karsilastirilmast yapilmistir. ITS bolgesinin karsilagtirilmasi sonucu LC3 izolatinin A.
niger oldugu belirlenmistir. ITS bolgesine ait dizi, MK332597 NCBI kayit numarasi ile

veritabanina kaydedilmistir.
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5. SONUC ve ONERILER

Antimikrobiyal Polipeptit Veritabani’'nda (ADP3) bugiine kadar toplam 3051 adet
antimikrobiyal protein tanimlanmistir. 2000’nin {izerinde polipeptit memeliler ve
bitkilere ait olup bunu bakteriler takip etmektedir. Ancak funguslara ait toplamda 18 kayit
bulunmaktadir (Wang et al. 2015). Bunlardan yalnizca iki tanesinin Aspergillus cinsine
ait olmasi, bu filamentéz fungusun antibakteriyel polipeptit tireticisi tiirleri kapsadigini;
ancak calismalarin yetersizliginden dolay1 heniliz tamaminin ortaya c¢ikarilamadigini
gostermektedir. Bu amagla tez ¢alismasi kapsaminda Aspergillus cinsine ait LC3 izolati
kaynak olarak secilmistir. Bu izolat, S. aureus ’a ve MRS A’ya kars1 6nemli antimikrobiyal
aktivite gostermis ve bu antimikrobiyal aktivitenin de 11 kDa’luk banttan kaynaklandigi
jel kapatma testiyle ortaya ¢ikarilmistir. Ardindan bu 11kDa’luk protein, 3 kDa ve 30
kDA’luk filtreler kullanilarak saflastirilmis ve saf proteine ait MIC degerleri belirlenerek

jel kapatma testi sonuglar1 dogrulanmistir.

Bu tez galismasi ile Aspergillus niger tiiriinden yeni bir antibakteriyel polipeptit
literatiire kazandirilmistir. Sonug olarak A. niger’den izole edilen antibakteriyel etkili
polipeptitler, enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde ozellikle de S. aureus patojenine
karst miicadelede kullannm potansiyeli tasimaktadir. Ayrica c¢alisma sonunda
antibakteriyel etkinligi ortaya konulan dogal polipeptitler, sentetik peptitlerin iiretiminde

de kalip olarak kullanilma potansiyeline sahiptir.

Tiim bu bulgular sonucunda;

e Antibakteriyal etkiye sahip olan polipeptidin karakterizasyonu yapilmalidir.

e Aktivitesi ortaya konulan antimikrobiyal peptidin daha fazla etki gostermesi ve
kombine yaklagimla ¢alismasi ig¢in diger antimikrobiyal ajanlarla veya
antibiyotiklerle birlikte ilag tasima sistemi ¢alismalarinda kullanilmalidir.

e A.niger LC3 izolatinda, antibakteriyel polipeptidin daha verimli tiretimi i¢in

uygun ekspresyon sistemleri bulunmalidir.

e AMP molekiiliiniin ila¢ endiistrisinde kullanimi i¢in, pH degisimlerindeki
davranigi ve ¢esitli kimyasallardaki aktivite degisimleri degerlendirilmelidir.

e Tez calismamizda saflastirdigimiz polipeptidin etkinli§i in vivo deneyler ile

desteklenmeli ve toksitite testleri yapilmalidir.
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