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OZET

DOKTORA TEZi

FILAMENTOZ FUNGUSLARDAN ANTIBiYOFIiLM AKTiVIiTESINE SAHiP
EKSTRASELLULER POLIPEPTITLERIN iZOLASYONU

Aysenur YAZICI
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Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dali
Damigman: Dr. Ogr. Uyesi Serkan ORTUCU
Es Danigsman: Dog. Dr. Mesut TASKIN

Mikroorganizmalarda goriilmeye baglanan antibiyotiklere direng, yeni antibiyotik arama
calismalarin1 gerekli kilmistir. Prokaryotik ve oOkaryotik canlilarin immiin sistemlerinin bir
parcas1 olarak sentezlenen antimikrobiyal proteinler (AMP) yeni nesil antibiyotikler olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. AMP molekiilleri kisa zincirli, genellikle katyonik ve genis spektrumlu
aminoasit dizileridir. Antibiyofilm proteinler (ABP) ise AMP molekiillerinin bir alt grubu olup,
biyofilm olusumunu engelleyen polipeptit dizileridir. Bu tez ¢alismasinda, literatiirde fungal
tabanli ABP molekiili bulunmadigindan, topraktan filamentéz fungus izole edilerek, kiiltiir
filtratlarinda ABP taramas1 yapilmistir. Izole edilen toplam 120 izolat icerisinde agar difiizyon,
capraz ekim, radyal inhibisyon ve tripsin/proteinaz K parcalama yontemleri ile Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) ve metisilin direngli S. aureus’a (MRSA) etkili 2 adet AMP molekiilii
iireten fungus belirlenmis ve bu funguslardan 1 tanesinin ABP iirettigi bulunmustur. Indiikleme
sistemi ile belirlenen, trikloroasetik asit (TCA) yontemi ile izole edilen ve ultrafiltrasyon yontemi
ile saflagtirilan antibiyofilm aktiviteye sahip polipeptit, SDS-PAGE ve trisin-PAGE ile
dogrulanmistir. ABP molekiilii iireten filamentdz fungusun korunmus (Internal Transcribed
Spacer) ITS ve kalmodiilin gen bolgeleri polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile ¢ogaltilmis ve
Aspergillus tubingensis oldugu belirlenmistir. S. aureus’a karst minimum inhibisyon
konsantrasyon (MIC) degeri 32 mg/L, minimum biyofilm inhibisyon konsantrasyon (MBIC)
degeri ise 2 mg/L olarak belirlenen ABP molekiilii, Maldi-TOF/MS ile karakterize edilmistir.
Karakterizasyon sonrasinda bu proteinin UniProt veritabaninda kayitli, karakterize edilmemis,
AOQALILIMXD7_ASPTU kodlu yeni bir protein oldugu bulunmustur. Sonug olarak, filament6z
funguslarda ABP’nin varlig1 ilk kez gosterilmistir. Bu ABP molekiiliiniin, S. aureus’un biyofilm
kaynakl1 enfeksiyonlarinda kullanilabilecek potansiyele sahip oldugu belirlenmistir.

2018, 90 sayfa
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ABSTRACT

Ph.D

ISOLATION OF EXTRACELLULAR ANTIBIOFILM POLYPEPTIDES FROM
FILAMENTOUS FUNGI

Aysenur YAZICI

Erzurum Technical University
Gradute School of Natural and Applied Sciences

Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor:  Assist. Prof. Dr. Serkan ORTUCU
Co-advisor: Assoc. Prof. Dr. Mesut TASKIN

Antibiotic resistance among microorganisms poses a great threat to human health. Since,
discovery of new antibiotics is necessarily needed. Antimicrobial polypeptides (AMP), which are
synthesized as part of the immune systems of prokaryotic and eukaryotic organisms, are emerging
as new generation antibiotics. AMPs are amino acid sequences that are short chain and usually
cationic. Antibiofilm peptides (ABP) are a subset of AMPs and are polypeptide sequences that
inhibit biofilm formation. In this thesis study, the filamentous fungus was isolated from the soil,
and the presence of ABP was detected in culture filtrates of these filamentous fungi. Two AMP-
producing fungi were identified against Staphylococcus aureus (ATCC 25923) and methicillin
resistant S. aureus (MRSA) by well diffusing, cross streak, radial inhibition and trypsin /
proteinase K digestion methods. One of these fungi was ABP producer. Molecular
characterization of ABP producer filamentous fungus was made and it was determined that this
species is Aspergillus tubingensis. The proteins isolated by trichloroacetic acid (TCA) method
and are shown by SDS-PAGE and tricine-PAGE. This ABP molecule was determined by
MALDI-TOF/MS. The minimum inhibitory concentration (MIC) value for S. aureus was 32 mg
/ L, and the minimum biofilm inhibitory concentration (MIC) value was 2 mg / L. This protein is
uncharacterized protein (AOA1ILIMXD7_ASPTU) from UniProt database. In conclusion, the
presence of ABP in filamentous fungi has been demonstrated for the first time and the potential
ABP that can be used in biofilm related infections of S. aureus has been suggested.

2018, 90 pages

Keywords: Filamentous Fungi, Antibiofilm Polypeptides, Extracellular Protein, Molecular

Characterization, Aspergillus tubingensis.
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Enfeksiyon  hastaliklari, normal sartlarda organizmada bulunmayan
mikroorganizmalarin ¢ogalmasi ile olusan ve ciddi tehditlerine neden olan hastaliklardir.
Grip, ishal, zatiirre vb. gibi ¢esitli enfeksiyonlar genis hastalik grubunu olusturmaktadir.
Enfeksiyon hastaliklarin tedavisi yapilabiliyor olsa da, 6zellikle biyofilm kaynakli

hastaliklar giiniimiizde ciddi problemlere ve biiyiik ekonomik kayiplara sebep olmaktadir.

1928 yilinda Alexander Fleming’in penisilini kesfetmesi ile birlikte, enfeksiyon
hastaliklar1 ile miicadelede mikroorganizma kaynakli sekonder metabolitler kullanilmaya
baslamistir. Antibiyotiklerin kullanilmaya baslanmasinin iizerinden gegen yaklasik 100
yilda, antibiyotiklerin yanlis kullanimi, yatay gen transferleri ve mutasyonlar gibi
nedenlerle mikroorganizmalar tarafindan antibiyotiklere direng mekanizmalari
gelistirilmistir.  Yine, mikroorganizmalar tarafindan olusturulan biyofilmlerin
tedavisinde, antibiyotigin biyofilme niifuz edememesi neticesinde yetersiz kalinmaktadir.

Bu durum bilim insanlarin1 yeni antibiyotik arayisina sevk etmistir.

Biyofilm kaynakli enfeksiyon hastaliklarinda, son on yilda peptit yapili
molekiillerle tedavi denemeleri baslamigtir. Prokaryot ve dkaryot kaynakli kisa zincirli
aminoasit (aa) dizilerinin biyofilmin yok edilmesinde etkili olabildigi ortaya ¢ikarilmustir.

Bu peptit dizilerine antibiyofilm polipeptitler (ABP) denilmektedir.

Filament6z funguslar potansiyel olarak antibiyotik kaynagi olan mikroorganizma
grubudur. Literatiirde filament6z fungus kaynakli bir ABP bulunmamasindan dolayi,
mevcut tez caligmasinda, filamentéz funguslarin ABP kaynagi olup olamayacagi

degerlendirilmistir.

1.1. Biyofilm

Biyofilm, mikroorganizmalarin polisakkarit, ekstraselliler DNA (e-DNA),
protein ve lipitlerden olusan matriks igerisinde gomiilii olarak bulundugu yapidir. Biyotik
veya abiyotik yiizeylerde gelisebilen biyofilmler, mikroorganizmalarin temel yasam
formlarindan birini olusturur (Giin and Ekinci 2009). Ik kez 1978 yilinda Bill Costerton
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tarafindan medikal 6nemi gosterilen biyofilmlerin en iyi bilinen karakteristik 6zelligi

antimikrobiyal molekiillere kars1 direngli olmasidir (Ehrlich and Renata Arciola 2012).

Biyofilm olusturma kapasitesi hemen hemen tiim bakterilerde ve funguslarda
ortak olan bir ozelliktir. Biyofilm igerisinde birden fazla tiir bulunabilir. Boyle bir
biyofilm tabakasi yatay gen transferi olayna agik bir ortam olusturur. Bu bakimdan

biyofilm, evrimsel olarak da 6nemli bir siireci kapsamaktadir (Schillaci et al. 2014).

Biyofilmler, enfeksiyon hastaliklarinda biiyiik problemlere yol agar. Bakteriyel ve
fungal biyofilmlerin, 6zellikle medikal implantlarin yiizeylerinde olusmasi ¢ok ciddi
enfeksiyonlara yol agmaktadir (Dawgul et al. 2014). Insanlarda biyofilm yapisinin en
etkili oldugu bolgelerden biri de agizdir. Oral biyofilmler genellikle farkli tiirdeki
mikroorganizmalar birlikte i¢erir. Ayrica bu bolgede olusan biyofilmler kalp, endodontik

ve peridontik hastaliklara yol acar (Wang 2017).

1.2. Biyofilm Yapisi ve Olusum Mekanizmalari

Bakteri hiicreleri yasamlarin1 3 farkli formda olusturabilirler. Bunlar planktonik
hiicreler, persister hiicreler ve biyofilm tabakasi igindeki hiicrelerdir. Planktonik hiicreler
serbest halde bulunan bakteri hiicreleriyken, persister hiicreler genetik degisiklige
ugramamis ancak antibiyotiklere diren¢ gosteren planktonik hiicrelerdir. Bu iki hiicre
yapist da biyotik veya abiyotik yiizeylere tutunarak uygun sartlarda tigiincii form olan

biyofilm tabakasini olusturur.

Biyofilm olusumu, cevresel etkenler ve hiicre-hiicre etkilesimleri (quorum
sensing, QS) yoluyla meydana gelir. QS, otoindiiser adli sinyal molekiilleri yardimiyla
hiicrelerin  populasyondaki sayisinin  kontroliini ve biyofilm iligkili genlerin
aktivasyonunu saglayan mekanizmadir (Irie and Parsek 2008). Sekil 1.1°de biyofilmin

baslangic¢ asamasi ve QS iliskisi gosterilmektedir.
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Sekil 1.1. Biyofilm Olusumunun Baslangi¢c Asamasi (Irie and Parsek 2008).

Biyofilm olusumu tiirden tiire degisiklik gostermektedir. Ancak genel olarak bes
asamadan olusur. Bunlar ylizeyle temas, gen ekspresyonunun degisimi ile yiizeye
baglanma, mikrokoloni olusumu, olgun biyofilm ve dagilma asamalaridir. Dagilan
hiicreler yeni bir yiizeye temas ederek biyofilm yapisini yeniden baslatirlar (Lappin-Scott
et al. 2014). Sekil 1.2’de biyofilm olusumu ve asamalari verilmistir.

Planktonik hiicrelerin biyotik veya abiyotik yilizeye tutunmasi zayif etkili Van der
Waals etkilesimleri ile baslatilir ve hiicre ylizey yapilart yardimiyla stirdiirtliir.
Mikrokoloni olusumu ile planktonik hiicreler boliinmeye ve ¢ogalmaya baslar. Bu siireg
icerisinde ekstraselliiler polimerik matriks (EPS) molekiillerinin {iretimi gergeklesir. EPS
protein, glikoprotein, glikolipit, e-DNA ve yogun miktarda polisakkaritten olusur.
Olgunlasan biyofilm tabakasi igerisinde hiicrelerin beslenmelerini saglayan
mikrokanallar ve su kanallart mevcuttur. Biyofilm tabakasi tastyamayacagi kadar hiicreyi
icerdigi zaman dagilma siirecine girer. Bu asamada biyofilmden kopan hiicreler yeniden
planktonik hale doniisiir veya yeni bir biyofilm tabakasi olusturabilir (Schillaci et al.
2014).

EPS igerisinde bulunan hiicreler planktonik olan hiicrelere gore gevresel etkenlere
daha direnglidir. Biyofilm yapisi igerisindeki hiicreler, planktonik hiicrelerin ¢ok cabuk
etkilendigi sicaklia, soguk soklarina, pH degisikligine ve kimyasal maddelere karsi
direng gosterirler ve antibiyotiklere karsi 10 ile 1000 kat daha fazla direnglidirler (Donlan
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2001). Bu ozelliklerinden dolay: tedavisi olduk¢a zor olup, insanda olusan bakteriyel

enfeksiyonlarin yaklasik %80°’nini olustururlar (Dawgul et al. 2014).

Biyofilm tabakasi icerisinde bulunan mikroorganizmalar birbirleri ile siirekli
iletisim halindedir. Bu tabaka i¢inde bulunan hiicreler, ¢evreden gelen zararli etkenlere

karsi kendilerini koruyarak, yeni genetik 6zellikleri de konjugasyon veya yatay gen

transformasyonlar1 yoluyla genomlarina kazandirirlar.

@ Aktif Hiicreler

O Pasif Hiicreler

@ Persistent Hiicreler
¢ Amiloid
& EPS
v EDNA

Serbest
Hiicreler

Stress
Faktorleri

2
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° Cogalmasi as .£= :42".. L
-‘—M-. —_— —M ! pra— 599,666
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Degisimi
Adezyon Faktorleri Olgunlasma

Gen Ekspresyonu

Degisimi

Sekil 1.2. Biyofilm Olusumu (Reffuveille et al. 2017)

Molekiiler diizeyde biyofilm olusumu incelendiginde, bakterilerde bulunan siklik
dimerik guanozin monofosfat (c-di-GMP) sinyal molekiillerinin biyofilm olusumunda
onemli rol oynadig1 goriiliir. Bu molekiil bakterilerin yasam dongiisiinde ve hiicresel
iletisimde 6nemlidir. Biyofilm ile iliskili enfeksiyonlarda bakterilerde c-di-GMP seviyesi
yiikselir. Bu sinyal hiicrelerinin hareketliligini azaltir ve EPS bilesenlerinin sentezini

arttirir. Diisiik hiicre i¢i c-di-GMP miktar1 biyofilmin dagilmasina yol agar (Pletzer et al.

2016).
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1.3. Staphylococcus aureus’da Biyofilm Yapisi

Stafilokoklar biyofilm kaynakli enfeksiyonlarda en sik rastlanilan patojen cinsidir.
Ozellikle deri yiizeyi ve mukoza tabakasinda olusan biyofilmlerde goriiliir. Stafilokok
kaynakl1 biyofilmler ve toksinler konak organizmanin bagisiklik sistemini ¢okerterek

kronik enfeksiyonlara yol agmaktadir (Archer et al. 2011).

En iyi ¢alisilmis stafilokok tiirlerinden biri olan S. aureus, gram pozitif ve patojen
bir bakteri tiiriidiir (Muhammad et al. 2015). Heterojen protein igerigi ile glikokaliks
tabakasi icerisine gdmiilii ve ¢ok tabakali biyofilm yapisi olusturur. Amerika Birlesik
Devletleri genelinde yilda yaklasik 11.000 kisi antibiyotiklere direngli S. aureus kaynakl
enfeksiyonlar: sonucu hayatim kaybetmektedir (Archer et al. 2011). Ulkemizde de, son
yillarda S. aureus kaynakli enfeksiyonlarin sayisinda artis gézlenmektedir (Bozdogan et
al. 2013).

S. aureus’da biyofilm olusumu kompleks genetik faktorlerin etkilesimi ile
meydana gelir. S. aureus biyofilmi, polisakkarit intraselliiler antijen’e (PIA) bagimli ve
bagimsiz olmak tizere 2 farkli sekilde olusabilir (Otto 2008).

S. aureus kaynakli biyofilm enfeksiyonlarinda tutunma agamasinda, insan matriks
proteinlerine (fibrinojen ve fibronektin) baglanma 6zelligine sahip mikrobiyal yiizey
bilesen proteinleri veya mikrobiyal yapistirict matriks molekiilleri olarak da adlandirilan
(MSCRAMM) proteinler onemli rol iistlenir (Yiiksekdag and Baltact 2013). Bu
proteinler, ¢esitli korunmus bolgeler igerir ve bakteri ylizeylerine kovalent ve kovalent
olmayan etkilesimler ile tutunur. Bu etkilesimlere sortaz enzimleri yardim eder. Ayrica
serin aspartat ailesine ait Sdr proteinleri ile tutunmada gorevli Aap ve Otolizin Atl

proteinleri kovalent olmayan etkilesimlerde rol alirlar (Archer et al. 2011).

Olgunlasma asamasinda, adezyon proteinleri, polisakkaritler ve ekzopolimer
yapilar birikim gosterir. PIA, deasetillenmis b-1,6-N-asetilglukozamin kalintilarindan
olusur. PIA, teikoik asit ve proteinlerle birlikte “slime” ad1 da verilen EPS tabakasinin

olusumuna katkida bulunur. PIA’min deasetillenmesi pozitif yiikli bir karaktere
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doniismesini saglar ve bu sekilde elektrostatik etkilesimlerle negatif yiiklii bakteri

hiicrelerini bir araya getirir (Otto 2008).

Intraselliiler adezyon (icaADBC) lokusu tarafindan iiretilen PIA, elektrostatik
etkilesimlerden dolay1 biyofilm olusumu ve patojenite kazandirma 6zelligi bakimindan
onemli role sahiptir (Cramton et al. 1999). ica lokusu gevresel faktorlerin etkileri ile
diizenlenirler. Stafilokok solunumsal cevap diizenleme (SrrAB) proteini anaerobik
kosullarda, icaADBC lokusunun iist bolgesinde bulunan 100 baz ¢iftlik bir bolgeye
baglanarak PIA iiretiminden sorumludur. ica lokusu glikoz, etanol ve antibiyotik gibi
farkl faktorler tarafindan da diizenlenir (O'Gara 2007).

Bazi S. aureus suslarinda ica lokusunun delesyonu ile biyofilm olusumunun
etkilenmedigi gosterilmistir. Yapilan c¢alismalar sonucunda ica lokusunun hig
bulunmadigr S. aureus suslarinda da biyofilm olusumu gozlenmistir. Ayrica, ica
lokusunun bulundugu bazi suslarda da biyofilm olusmadigi tespit edilmistir. Bu geliskiler
sebebiyle, ica lokusu ile biyofilm arasinda kesin bir iligki ortaya konulamamaktadir (Qin
et al. 2007). Farkli bir protein olarak, protein A (SpA) biyofilm olusumunda kilit rol
istlenmis ve PIA tiretimini ve teikoplanin iligkili lokusun transkripsiyonel regiilatoriinii
(TcaR) baskilayarak biyofilm olusumunu indiiklemistir. Ayrica S. aureus’un farkl
antibiyotiklere direngli suslari farkli molekiiler mekanizmalarla biyofilm olusumunu
yonetmektedir (Schroeder et al. 2009). Sekil 1.3’te metisilin antibiyotigine hassas
(MSSA) ve direngli olan S. aureus (MRSA) suslarina ait biyofilm yapilar1 sematize

edilmistir.

MSSA

Proteinleri

Sekil 1.3. S. aureus’da Biyofilm Olusumu. MSSA ve MRSA’da farkl sekillerde
biyofilm olusumu goriilir (McCarthy et al. 2015).



1. GIRIS

PIA bagimsiz biyofilm olusumu ise ica lokusu disinda, arlRS sistemleri tarafindan
diizenlenir. arlRS bileseni biyofilm olusumunu baskilar. Bu genlerin delesyonu PIA

iretimini arttirir ve tutunmayi aktive eder (Archer et al. 2011).

1.4.  Biyofilm Kontrol Stratejileri

70 yili agkin bir siiredir bilinen biyofilmler, biyofilm iliskili enfeksiyonlarda
endokarditis, akciger gibi canli dokularda veya implant, kateter gibi cansiz yiizeylerde
mikroorganizmalarin kolonize oldugu ve yiiksek tutunma 6zelligi gosterdigi yapilardir.
Biyofilm igerisindeki hiicreler planktonik hiicrelere gore antibiyotiklere 10 ile 1000 kat
daha fazla direng gostermektedir (Donlan 2001). Bu durum tedavi edilmeyi giiglestirir.
Bu nedenle biyofilm tedavisinde yeni terapotik molekiillerin gelistirilmesine ihtiyag

duyulmaktadir (Reffuveille 2015).

Antibiyotiklerin kesfi modern tipta bir devrimdir ve glinlimiiz insaninin hayatta
kalma sebepleri arasindadir. Ancak bakteriler gesitli stratejiler gelistirerek antibiyotik ve
antimikrobiyal molekiillere kars1 direng mekanizmalari gelistirmektedir. Bu nedenle yeni
tedavi stratejileri gelistirmek medikal ve endiistriyel agidan biiyiikk 6nem tasimaktadir

(Pletzer and Hancock 2016).

Medikal alanin diginda, endiistriyel alanda da biiyiik ekonomik problemlere yol
acan biyofilmlere karsi gesitli stratejiler gelistirilmektedir. Bunlara bir 6rnek, enzim
temelli deterjandir. Bu deterjanlar gida endiistrisinde olusmus farkli tiirden

mikroorganizmalari igeren biyofilmlerin degredasyonunu saglar (Simdes et al. 2010).

Antimikrobiyal molekiiller planktonik hiicrelere etki ederler. Yani serbest halde
bulunan hiicrelerin olusturdugu semptomlarin tedavisinde kullanilirlar. Biyofilm yapisi
icerisinde bulunan hiicreler genellikle antimikrobiyal molekiillere kars1 direng
gostermektedir. Bu nedenle, biyofilm iligkili enfeksiyonlarin tedavisinde QS, antagonizm
mekanizmalar1, antikorlar, antiadezyon molekiilleri ve bakteriyofajlar son yillarda
kullanilan tedavi stratejileri arasindadir. Alternatif bir yaklagim olarak pozitif ytikli ve

amfipatik 6zellikteki peptit molekiilleri de tespit edilmistir (Pletzer et al. 2016).
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1.5. Antimikrobiyal ve Antibiyofilm Peptitler

Antimikrobiyal polipeptitler (AMP) bakterilere, funguslara ve viriislere karsi
etkili olan kiiciik, katyonik ve amfipatik polipeptit dizileridir. Genellikle 6-100 aa
uzunlugunda olup, arjinin ve lizin kalintilar1 igerirler. Kompozisyon, sekonder yapi, kiitle
ve yiik olarak da ¢ok ¢esitlilik gosterirler. AMP’ler hayvanlarda, bitkilerde ve boceklerde

savunma mekanizmasinin bir pargasi olarak sentezlenirler (Reffuveille 2015).

Lizozim (1922) ve nisin (1928) Alexander Fleming tarafindan kesfedilen ilk
antimikrobiyal polipeptitlerdir. Lactobacillus lactis tarafindan {iretilen katyonik
ozellikteki nisin, oda sicakliginda aktiftir ve pH 2-6 arasinda calisabilme 6zelligi gosterir.
En iyi calisilmis AMP ornekleri arasinda, polilizin ve gramisidin bulunur. Polilizin,
Streptomyces albulus tarafindan {iretilen antimikrobiyal polipeptittir. Bakteriler
tarafindan tretilen gramicidin A, B ve C ise klinikte tedavi amaciyla kullanilan ilk
antibiyotik peptitlerdir (Dubos 1939).

AMP molekiilleri ile ilgili calismalar penisilinin kesfinden sonra gdlgede
kalmistir. Ancak bakteriler tarafindan antibiyotiklere diren¢ mekanizmalarinin
gelistirilmesi, 1960’11 yillarda AMP molekiillerine olan ilgiyi yeniden arttirmistir.
Bakteri, stiriingen, bitki, bocek ve memelilerden AMP molekiillerinin kesfedilmesi ve
AMP molekiillerine ait korunmus gen bdlgelerinin bulunmasi ile genom diizeyinde AMP
calismalarina baslanmistir. Sekil 1.4’te AMP molekiillerine ait kesif zaman ¢izelgesi

verilmistir.
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Sekil 1.4. AMP Molekiillerinin Kesif Zamani Cizelgesi.

AMP molekiilleri ¢ok hiicreli dkaryotlarda bagisiklik sisteminin 6nemli {iyeleri
olarak bulunan ve c¢esitlilik gosteren polipeptit dizileridir. Bakteriler, funguslar,
kurbagalar, bocekler, insanin da dahil oldugu memeli hayvanlar ve deniz canlilar1t AMP
molekiillerinin izole edildigi canli gruplaridir. Bakteriyel enfeksiyonlarda savunma
sisteminin ilk miicadeleci gruplart AMP molekiilleridir. Bu nedenle, AMP molekiilleri

immiin Sistem tizerinde diizenleyici olarak gorev alirlar (Zhang and Gallo 2016).

Memelilerin epitel hiicreleri tarafindan iiretilen AMP molekiilleri genellikle
bakteri, fungus ve wvirlis saldirilar1 tarafindan indiiklenir. AMP molekiillerinin
fonksiyonlar1 sadece antimikrobiyal olmalari degildir. Yapilan aragtirmalar bu peptitlerin
immiin modiilator, apoptoz, antikanser, antibiyofilm, antiinflamator ozelliklerinin

oldugunu da gostermistir.

1998 yilinda ilk AMP veritaban1 Alex Tossi ve arkadaglar1 tarafindan
hazirlanmistir. Giiniimiizde, AMP molekiilleri ile ilgili farkli veritabanlari olmakla
birlikte bunlarin i¢inde en kapsamli hazirlanmis olan1 “Antimicrobial Peptide Database”
(APD3)’tiir (http://aps.unmc.edu/AP/main.php). Cizelge 1.1’de AMP veritabanlarinin

listesi verilmistir. Veritabanlari, genellikle AMP molekiillerinin kaynagina veya

ozelligine gore birbirinden ayr1 olarak hazirlanmistir.


http://aps.unmc.edu/AP/main.php

1. GIRIS

Cizelge 1.1. AMP Molekiillerine ait Veritabanlari

Veritaban1 Ad1 AMP Adresi Referans
Kaynag

Collection of

Anti-Microbial Genel http://www.camp.bicnirrh.res.in (Waghu et al.

Peptides (CAMP) 2015)

The Antimicrobial

Peptide Database  Genel http://aps.unmc.edu/AP/main.php (Wang et al.

2015a)

Dragon

Antimicrobial Genel http://apps.sanbi.ac.za/dampd (Seshadri

Peptide Database Sundararajan

(DAMPD) etal. 2011)

PhytAMP Bitki http://phytamp.hammamilab.org/mai  (Hammami
n.php et al. 2008)

The defensins Defensin (Seebah et al.

knowledgebase http://defensins.bii.a-star.edu.sg/ 2006)

Peptaibol Peptaibol http://peptaibol.cryst.bbk.ac.uk/hom  (Whitmore

Database e.shtml and Wallace

2004)

A database

linking Genel http://biotechlab.fudan.edu.cn/dinde  (Zhao et al.

antimicrobial x.php 2013)

peptide (LAMP)

http://bactibase.hammamilab.org/ma (Hammami
Bactibase Bakteri in.php et al. 2007)

AMP molekiilleri, 2016 yilinda revize edilen APD3 kaynaklarina gére, 7 gruba
ayrilmistir (Wang et al. 2015a). Bu gruplar, biyosentetik olusum, biyolojik kaynak,
fonksiyon, 6zellik, kovalent baglanma durumu, ii¢ boyutlu yap1 ve molekiiler hedeftir. Bu
veritabaninda, 2983 AMP molekiilii kayitlidir. Bunlarin 335 tanesi bakteri, 4 tanesi arke,
8 tanesi protist, 13 tanesi fungus, 342 tanesi bitki ve 2202 tanesi hayvan kaynakli AMP
molekdilleridir (Wang et al. 2015a).
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Dogal bagisiklik sisteminde AMP molekiilleri, bakterileri oOldiirerek veya
tiremelerini inhibe ederek etki gosterirler (Hamamoto et al. 2002). Bagisiklik sisteminde
AMP molekiillerinin fonksiyonlarini kaybetmesi sonucu, insan ve hayvanlarda c¢esitli
enfeksiyon hastaliklarinin olustugu belirlenmistir. Kistik fibroziste goériilen bakteriyel

enfeksiyon ve biyofilm olusumu bu duruma 6rnek olarak verilebilir (Goldman et al.
1997).

AMP molekiillerinin biiylik ¢ogunlugu katyonik ve amfipatiktir. Yapisal olarak
AMP molekiilleri incelendiginde, baskin olarak 4 yap1 goriiliir. Bunlar, amfipatik 2 veya
4’1 B-tabaka tagiyan zincir yapisi, amfipatik a-heliks zinciri, ilmek yapisi ve uzun zincirli
diizensiz yapidir. Basit yapili bir AMP molekiilii a-heliks veya B-doniis yapisi tagir. Her
iki yapida transmembran kanal olusturabilme 6zelligine sahiptir. a-heliks yapisi, aa
basma 1,5 A" uzunlugundayken, B-doniis yapisi ise 3,5 A" uzunlugundadir. Fosfolipit
membranin hidrokarbon merkezi ise 30 A" dur ve bu uzunluk yaklasik 20 aa uzunluguna
denk gelir. Bu yaklagima gore, ortalama 15-20 aa uzunlugunda bir AMP molekiilii teorik
olarak membran yapisini1 bozarak etki gosterebilir (Ganz and Lehrer 1999). Sekil 1.5°te

AMP molekiillerinin sekonder yapilar1 gosterilmistir.

B-doniis yapisina sahip magainin ve tachyplesin adli dogal AMP molekiilleri,
bakteri membranimin karakteristik 6zelligi olan anyonik fosfolipit tabakayr bozma
egilimindedir. Bir baska AMP molekiilii 6rnegi olan -tabakaya sahip defensin, 3 tane
korunmus disiilfit motife sahiptir. Defensin hedef membranda por yapisi olusturur (Ganz

and Lehrer 1999).
AMP molekiilleri genellikle katyonik 6zelliktedir. Ancak insan kaynakli AMP

molekiilleri arasinda, istisnai olarak dermcidin adli negatif yiiklii bir AMP molekiilii izole
edilmistir. Dermcidin, insan terinde bulunmaktadir (Schittek et al. 2001).
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(B)

(D)

Sekil 1.5. AMP Molekiillerinin Yapisal Olarak Siniflandirilmasi. A. Karisik AMP yapist
B. Ilmekli yap1 C. B-tabaka yapist D. Defensin yapist E. o-heliks yapist F. Uzun zincir
yapist (Jenssen et al. 2006).

ABP molekiilleri ise AMP molekiillerinin bir alt grubu olup, biyofilm {izerine etki
eden polipeptit dizileridir. ABP molekiillerinin minimal inhibisyon konsantrasyonu
(MIC), minimum biyofilm inhibit6r konsantrasyonu (MBIC) degerinden daha yiiksektir.
Bu polipeptitler, 12 ile 50 aa uzunlugunda, proteazlara direngli, +2 ile +9 net yiikiine sahip
olup, arjinin ve lizin aa’leri bakimindan zengin yap1 gosterirler (Pletzer and Hancock
2016).

AMP molekiillerinden ayr1 olarak, ABP molekiillerine ait bir veritabam

(http://www.baamps.it/) gelistirilmistir. Bu veri tabaninda su ana kadar 221 ABP

molekiilii listelenmistir (Di Luca et al. 2015).

ABP ve AMP molekiilleri arasinda aktivite bakimindan bir 6rtiisme goriilmez.
Ornegin, Burkholderia tiirlerinin olusturdugu biyofilmler, in vitro sartlarda, AMP
molekiilleri ile tedavi edilemezken, ABP molekiilleri ile tedavi edilebilir (de la Fuente-
Nuifiez et al. 2012).

Yasamin tiim formlarindan 2600°den fazla antimikrobiyal 6zellikte polipeptit

izole edilmistir. AMP ve ABP molekiilleri yiiksek yapili organizmalarda bagisiklik
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sisteminin  bir parcasidir. ABP molekiilleri, AMP molekiillerine benzer aa
kompozisyonuna sahip olmalarina ragmen yapisal olarak farkli aktivite gosterirler (Wang

et al. 2015a; Pletzer et al. 2016).

ABP molekiilleri ¢esitli sekillerde biyofilmlere etki ederler. ABP molekiilleri,
biyofilm igerisindeki antibiyotik direngli bakterileri oldiirerek veya antibiyotiklerle
sinerjik etki olusturarak enfeksiyonlarla miicadele ederler (Jenssen et al. 2006; Pletzer
and Hancock 2016).

Insan cathelicidin LL-37 peptiti fizyolojik kosullarda ¢ok diisiik aktiviteye sahip
bir AMP molekiiliidiir. Ancak bu peptit, Pseudomonas cinsinde planktonik hiicreleri
oldiirdiigi degerden 16 kat daha diisiik bir degerde biyofilm olusumunu inhibe etmektedir
(Overhage et al. 2008). Bu deneysel ¢alisma antimikrobiyal ve antibiyofilm aktivitenin
birbirinden bagimsiz dzellikler oldugunu gostermektedir (Pletzer and Hancock 2016).

ABP molekiilleri, fungal biyofilmlere karsi da aktivite gosterirler. Katelisidin’den
tirevlendirilmis peptit AS10, Candida albicans’in biyofilm yapisina karsi, planktonik
hiicrelere olan etkisinden 200 kat daha fazla etkilidir (De Brucker et al. 2014).

IDR-1018, antibiyofilm o6zelliginde genis spektruma sahip sentetik bir
polipeptittir. 10 pg/ml konsantrasyonunda mikroorganizmalari 6ldiirme 6zelligindeyken,
0,8 pg/ml konsantrasyonunda biyofilmlerin dagilmasina yol agar. Ayrica bu polipeptit
akis ortamindaki biyofilmlerin de dagilmasina yol agmaktadir (Mansour et al. 2015).
IDR-1018 polipeptiti farkli tiirlerden mikroorganizmalarin birlikte olusturduklar: dental
biyofilmleri de bozmaktadir (Wang et al. 2015b).

1.5.1. AMP ve ABP Molekiillerinin Genetik Sentez Mekanizmalari

AMP ve ABP molekiilleri, bitkiler, omurgalilar ve omurgasizlarda savunma
sisteminin bir pargasit olarak ribozomal veya ribozomal olmayan yolaklar yoluyla
sentezlenirler. Bircok AMP molekiili devamli olarak sentezlenir. Bununla birlikte,
yaralanmalarda, cesitli enfeksiyonlarda veya inflamasyon durumlarinda sentezlenen

AMP molekiilleri de mevcuttur (Zhang and Gallo 2016). Bu durum, cesitli sinyal
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mekanizmalarinin sentez yolaginda gorevli oldugunu gostermektedir (Pletzer et al. 2016).
Birgok AMP, biiyiik 6nciil molekiiller olarak sentezlenir ve proteolitik kesim siire¢lerine

maruz kalir.

Genellikle, AMP molekiilleri, N-terminal ucunda sinyal dizisi tasiyan onciil
biiyiik proteinler halinde sentezlenir. C-terminal bolgelerinde ise antimikrobiyal protein
domaini tagirlar. Sentez ve salgilanma asamalarinda tiretildikleri hiicreye zarar vermemek
i¢in inaktif formda kalan AMP molekiilleri, proteolitik kesimler ile aktif proteinler haline
doniisiirler. Ornegin, en iyi ¢alisilmis insan AMP molekiilii LL-37, hCAP18 o6nciil
proteininin serin proteinaz enzimi ile kesimi sonucu olusturulur (Pletzer et al. 2016;
Pletzer and Hancock 2016).

Indiiklenme sistemine 6rnek olarak P-defensin gesitlerinden biri olan tracheal
antimikrobiyal peptit (TAP) verilebilir. Bu peptit, epitel hiicrelerde bakteri enfeksiyonu
oldugu zaman sentezlenir. Lipopolisakkarit reseptorleri araciligi ile baslayan sinyal
siirecinde Niikleer Faktor kB (NF-kB) kompleksi is goriir. NF-kB baglanma motifleri
TAP geninin promotor bolgesinde bulunur ve enfeksiyon siirecinde sentezi baslatilir
(Zasloff 2002).

Ribozomal yolla sentezlenen AMP molekiillerinden baska ribozomal olmayan
yollardan da sentezlenen AMP molekiilleri mevcuttur. Bunlar, peptit sentetaz enzimleri
ile enzimatik yollarla sentezlenen, kisa aa zincirleridir. Ribozomal olmayan AMP
molekiilleri genellikle bakteri ve funguslar tarafindan sentezlenir. Bu AMP molekiillerine
ornek olarak polimiksin, vankomisin ve teiksobaktin peptit antibiyotikleri verilebilir
(Hancock and Chapple 1999).

1.6. AMP ve ABP’lerin Etki Mekanizmalari

AMP ve ABP molekiilleri genel olarak mikroorganizmalarin hiicre membrani
yapisini bozarak etki gosterirler. ABP molekiilleri AMP molekiillerinden farkli olarak,
hiicrelerin yiizeye tutunmalarini ve birbirleriyle olan iletisimlerini engelleyerek biyofilm

olusumunu 6nler (Kumar et al. 2018).
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Sekil 1.6. AMP’lerin Hiicre Membranina Etki Sekillerinin Ozeti (Camilio 2013).

Etki mekanizmasi olarak, literatiirde ¢esitli tahmini modeller bulunmaktadir. Etki
mekanizmalar1 hiicre membran yapisint bozmak seklinde olsa da bu etkiyi gdsterme
bigimleri birbirlerinden farkli olabilmektedir. Tahmin edilen bu modellere gore bir AMP
molekiili, hiicre membraninda por yapist olusturabilir. Membran gegirgenligini bozarak
hiicrenin elektrostabilitesini bozabilir. Membran yapisindaki fosfolipid tabakasinda
deterjan benzeri etki gostererek misel olusturabilir. Sekil 1.6’da AMP ve ABP
molekiillerinin hiicre membrani1 {izerinde olusturduklar1 etkilere ait tahmin edilen
modellerin 6zeti verilmistir. Sekil 1.7°de ise ABP molekiillerinin etki sekilleri

gosterilmistir.

Gram pozitif ve gram negatif bakterilerde hiicre i¢i sekonder mesajc1 molekiiller
bulunmaktadir. Bu sinyal molekiillerini, ppGpp, c-di-GMP, cCAMP ve cGMP molekiilleri
kapsar ve bakterilerde kolonizasyon, adezyon, hareket, konakei ile iletisim ve biyofilm
olusumu gibi bir ¢ok metabolik yolda gorev alirlar (Pletzer et al. 2016). ABP
molekiillerinin hiicre i¢i etki mekanizmalarinda bir hedef olarak, bu sinyal molekiilleri
gosterilebilir. Ornegin, antibiyofilm peptit IDR-1018, DJK-5 ve DJK-6 molekiilleri,
ppGpp sinyal molekiillerine baglanir ve degredasyonuna yol agar. Bu sekilde bu sinyal
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molekiiliin hiicre icerisinde birikmesi Onlenir. Bu mekanizma, gram pozitif ve gram

negatif bakterilerde biyofilm olusumunu inhibe eder (de la Fuente-Nuiiez et al. 2012).

Sentetik KT2 ve RT2 adli triptofanca zengin katyonik antimikrobiyal peptitlerin
Escherichia coli O157:H7 susuna MIC degerinden daha diisiik bir degerde antibiyofilm
aktivite gosterdigi bulunmustur. Bu peptitler negatif yiiklii lipopolisakkarit molekiillerine
baglanarak membrandan kolayca geger ve sitoplazmik fosfolipitlerle etkilesir. Bu
mekanizma sirasinda por olusumu ve agregasyon gergeklesmez (Anunthawan et al.

2015).

AMP molekiilleri stafilokoklarin hiicre yiizeyi yiiklerine, eksopolimer yapisina ve
bakteriyel pompa yapilarina etki eder (Joo and Otto 2015). Stafilokoklarda 3 tane
antimikrobiyal peptit sensor (aps) sistemi vardir. Ilk kez Staphylococcus epidermidis’te
kesfedilmis olan bu sistem ApsS (Histidin Kinaz), ApsR (Regiilator) ve ApsX
proteinlerinden olusur. ApsS, AMP duyarli membran proteinidir ve ekstraselliiler bolgede
negatif yiiklii 9 aa tagir. AMP bu bolgeyi bloklayarak etki gosterir. Stafilokoklardaki Aps
sistemi LL-37 ve indolicidin peptitleri tarafindan taninir (Li et al. 2007).

\
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Sekil 1.7. ABP Molekiillerinin Etki Sekilleri (BIOFIN, Prediction of Biofilm-Inhibiting
Peptides veritabanindan Tiirk¢e’ye uyarlanmistir.).
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Klinik agidan biyofilm igerisinde bulunan bakterilerin antibiyofilm peptitlerle
dagitilmasi tehlikeli sonuglara yol agabilir. Biyofilm yapisi igerisinde dagilan hiicreler
farkli organlar1 enfekte edebilir ve septik soklara yol agabilir. Bu nedenle antibiyofilm
peptitlerin gesitli antibiyotiklerle kombinasyon halinde canliya verilmesi 6nemli yararlar

saglar (Pletzer and Hancock 2016).

Gram pozitif ve gram negatif bakterilerde strese karsi cevap mekanizmasi
evrimsel olarak korunmustur. P. aeruginosa’nin bu mekanizmasi i¢inde bulunan RelA ve
SpoT homolog proteinleri hiicre i¢i ppGpp miktarini diizenlemekten sorumludur. S.
aureus ise farkli olarak RelA/SpoT homologu olarak Rsh proteinini sentezler. Rsh
proteini strese cevap mekanizmasinda ve biyofilm olusumunda oldukg¢a 6nemlidir. RelA
ve SpoT proteinlerinin delesyonlu oldugu hiicreler biyofilm olusturamazlar. (p)ppGpp
molekiiliiniin biyofilm iizerindeki tam rolii aydinlatilamamis olmasina ragmen, peptit
1018, DJK-5 ve DJK-6 antibiyofilm peptitleri ppGpp molekiillerine baglanarak

degredasyonunu saglarlar (Pletzer and Hancock 2016).

Yiiksek dozda kullanilan antibiyotikler biyofilm yapisini bozmaz. Aksine,
bakterilerin antibiyotige karst direng gelistirmesine yol agar. Bu nedenle diisiik
konsantrasyonlarda antibiyofilm peptit ve antibiyotiklerin birlikte kullanimi direng

mekanizmasini tetiklemeden tedavi olanagi saglar (Reffuveille 2015).

Bir baska mekanizma 6rnegi olarak, buforin II adli AMP molekiilii verilebilir.
Buforin II, membran yapisin1 bozmadan hiicre igerisine geger ve DNA’ya baglanarak
bakteri hiicrelerinin 6liimiine yol agar. Lantibiotic ve mersacidin AMP molekiilleri ise
lipit sentez yolaklarini bozarak bakteri 6limiine yol agar (Brotz et al. 1998; Brogden
2005). Indolicidin adli AMP antimikrobiyal 6zelligi disinda, antiviral 6zellikte tasir ve
HIV viriisiiniin zarf yapisini hedefler (Robinson et al. 1998).

1.7.  Antibiyofilm Aktivite ve Protein Yapisinin Iliskisi
Antibiyofilm &zelligine sahip peptit molekiillerinin aa dizilimleri anyonik,

katyonik, hidrofobik, amfipatik olma ozelliklerini degistirir. Bu bakimdan peptit
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dizilerinin primer yapilar1 olduk¢a énemlidir. ABP molekiilleri genellikle hidrofobik ve

katyonik olma 6zelligindedir (de la Fuente-Nuiez et al. 2015).

Biyofilm tabakalar1 su, polisakkarit, protein, e-DNA ve lipid i¢eren EPS yapisi
tasidigindan bu tabakalarin yikimlari olduk¢a zordur. Antibiyofilm o&zellikteki
bilesiklerin hedefleri ekstraselliiler matriks tabakas1 olmakla birlikte, katyonik 6zellikteki
ABP molekiillerinin hedefi hiicre membranidir (Sharma et al. 2016).

Dogal AMP ve ABP molekiilleri, konagin patojenlerle karsilastiklarinda
tirettikleri ve antibiyotiklere alternatif 6zellikteki katyonik peptitlerdir. Bu molekiillerden
biri olarak LL-37 ABP molekiilii 6rnek verilebilir. Bu molekiil P. aeruginosa’nin
planktonik hiicrelerine kars1 64 pg/ml’den daha biiyiikk MIC degerine sahiptir. Ancak bu
degerden 16 kat daha kiigiik MBIC degerine sahip olan bu molekiil antibiyofilm 6zellik
gosterir (Reffuveille 2015; Pletzer et al. 2016; Pletzer and Hancock 2016; Sharma et al.
2016).

Peptit molekiillerinin proteazlara karst dayanikli olmasi tercih edilir. Dogal
peptitlerin en biiyiik sinirlamasi bakteriyel proteazlar tarafindan ¢ok kisa siirede degrede
edilmesi ve uzun siire stabil kalamamasidir. Bu durumlar sentetik AMP ve ABP iiretimini

zorunlu hale getirmektedir (de la Fuente-Nufiez et al. 2015).

ABP ve AMP molekiillerinin primer dizilerinde birbirinden ayirt edilebilecek 6zel
sinyal molekiilleri bulunmamaktadir. Bu nedenle yeni nesil peptit antibiyotik tasariminda
dogal AMP ve ABP molekiillerinin ikisi de kalip olarak ana omurgayi olusturmaktadir.
Omurgay1 gelistirerek, AMP ve ABP molekiillerinin antimikrobiyal ve antibiyofilm
aktiviteleri arttirmak sentetik peptit ¢alismalarinin ana hedefini olusturmaktadir (Powell
et al. 1995; Rao and Zhong 1997; Blecha and Shi 1998).

L-peptitler, genellikle canlilarin dogal olarak iiretimini yaptiklar1 proteinlerdir. Bu
proteinler, proteazlara karsi dayanikli degildir. D-peptitler ise L-peptitlerin post
translasyonel modifikasyonlar1 sonucu olusur ve L-peptitlerin ayna goriintiisiidiir. Sekil
1.8’de L ve D-alanin aa’inin molekiiler goriintiileri verilmistir. Kurbaga derisinde

sentezlenen AMP molekiilleri bu D-peptitlere 6rnek olarak verilebilir. D-peptitler
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proteazlara karsi daha direnclidirler (Blecha and Shi 1998; de la Fuente-Nuifiez et al.
2015).

CO,H CO,H
HZN-"'(Z:"-H H"'"(f:"-NHZ
L Alanin 3 Ayna Gorintisd D-hlagin

Sekil 1.8. L-alanin ve D-alanin aa’lerinin Molekiiler Goriintiisii.

Bir bagka peptit formu da retroinverso D-peptit molekiiliidiir. Bu molekiiller L-aa
dizisinin ters dondigii D-aa dizileridir. Bu peptitler uzun siireli proteolitik

degredasyondan korunurlar.

L-Peptit D-Peptit

- 9000 - 06O®
- Q9HO® 4060

Sekil 1.9. Proteinlerin L, Inverso ve Retro ve Retroinverso Formlarinin Gosterimi. A.
Peptitin L formu, B. Peptitin inverso formu C. Peptitin retroinverso Formu D. Peptitin
Retro formu.

Dogal antibiyofilm peptitler, sentetik olan antibiyofilm peptitlerin ¢ikis noktasini
olugturmaktadir. Antibiyofilm o6zelligin gelistirilmesi i¢in aa dizisine, eklemeler veya
cikarmalar yapilmaktadir. Ayrica proteinlerin retroinverso yapilart olusturulmaktadir.
Elde edilen tim diziler MIC ve MBIC degerlendirmeleri ile aktiviteleri
karsilastirilmaktadir.  Yapilan calismalarda, proteinin konfigiirasyonu ve dizi

cevrimlerinin direk olarak aktivite degisimi ile iligkili olmadigi da gosterilmistir.
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1.8. Filamentéz Funguslar ve Biyoteknolojik Onemi

Cok eski donemlerden beri funguslar, yiyecek olarak kullanilmalarinin yani sira,
tibbi amaglar dogrultusunda da kullanilmistir. Glintimiizde, 6zellikle Cin’de yiizden fazla
fungus tiirii geleneksel tipta kullanilmaktadir. Basidiomisetler; antibakteriyel, antiviral,
antioksidant, antifungal, antiinflamator, antitiimoral ve immunomodiilator etki gibi genis
farmakolojik o6zellikler gosterirler. Askomisetler ise immunomodiilator, antitimor ve

hipoglisemik aktivite tasir (Akkara and Tosun 2014).

Diinya genelinde 5 milyon civarinda fungus tiirii oldugu tahmin edilmektedir.
Bunlardan ortalama 100.000°1 tanilanmistir. Bu funguslarin ise ¢ok azi farmakolojik
ozellikleri bakimindan incelenmistir. Mikroskobik funguslarin tibbi kullanimi igin
biyoaktif molekiil aragtirmalari {izerine olan ¢alismalar, bu baglamda biiyiik potansiyel

tagimaktadir (Asan 2010).

Funguslar, ekosistemde karbon, azot ve fosfor dongiilerinin kilit taslarini
olustururlar. Enzim, organik asit, antibiyotik, pigment, alkol, polisakkarit, protein ve
vitamin Ureten funguslar endiistriyel acidan biiyiikk potansiyele sahiptir.
Mikroorganizmalar biyosferin hemen hemen her tabakasinda bulunmaktadir. Filament6z
funguslar da toprak ekosisteminin yaklasik %20’sini olusturmaktadir ki bu oran oldukca
onemli mikrobiyal kaynagi olusturmaktadir (Kim et al. 2007; Akkara and Tosun 2014).
Ozetle, filamentdz funguslar, ekonomik degeri cok yiiksek olan iiriinler iiretirler. Cok
pahali olmayan besiyerlerinde yetistirilebiliyor olmalar1 onlarin ekonomik 6nemini daha

da arttirmaktadir.

Hayvanlar ve funguslar Okaryotik organizmalar olmalarindan dolayr ortak
ozellikler tagirlar. Ayrica, 6karyotik canlilari etkileyen E. coli ve S. aureus gibi patojen
bakterilere karsi benzer tepkiler gosterirler. Funguslarin savunma sistemlerinin
hayvanlara olan benzerligi dolayisiyla funguslar en iyi antibiyotik kaynagi olarak

belirtilmektedir (Zjawiony 2004).

20



1. GIRIS

1.9. Filamentéz Funguslarin Proteomigi

Proteomik, genom tarafindan eksprese edilen proteinlerin sistematik analizidir.
Filamentoz funguslarin proteomik c¢alismalari, 2000’li yillarda fungal genomlarin
sekanslanmasi sonucu hiz kazanmustir. Fungal proteomik, endiistriyel firiinlerin
gelistirilmesi amaciyla biyoteknolojik olarak biiyilkk potansiyele sahiptir ve
bilinmeyenlerle dolu bir alani olusturmaktadir ( Kim et al. 2007; de Oliveira and de Graaff
2011).

Fungal proteomik iki gruba ayrilmaktadir. Birincisi, sitoplazmik ve organellerin
proteinleridir. Ikincisi ise hiicre disina salgilanan proteinlerdir ki bunlara

sekreteoproteomik ad1 verilir (Kim et al. 2007).

Farkli fungus tiirleri, ¢ok sayida proteini hiicre dis1 ortama salgilar. Funguslarin
olusturdugu bu sekreteoproteom, hiicre dist sindirimin ve savunma mekanizmalarinin bir
parcasim olusturur. Ilk olarak, Lee Gun Dong ve arkadaslar1 1999 yilinda, Aspergillus
niger’den Anafp adli antifungal peptiti izole etmislerdir (Lee et al. 1999). Ancak, fungal
sekretomla ilgili oncii ¢alismalar, 2005 yilinda Martha Medina ve arkadaslari tarafindan
baglatilmigtir. Bu aragtirmacilar, Aspergillus flavus ile ¢alisarak, fungus proteomigi
caligmalar1 icin protokolleri ve hiicre disina salgilanan proteinlerin tanimlanmasina ait
metodlart gostermislerdir (Medina et al. 2005). 2006 yilinda Oda ve arkadaslari
Aspergillus oryzae fungusunda, ekstraselliiler proteinlerin profillerini belirlemislerdir
(Oda et al. 2006).

Dogada konak ve patojen arasinda gergeklesen karsilikli etkilesimde (cross-
streak) ekstraselliiler proteinlerin 6nemli bir rolii vardir. Dolayisiyla tiretilen sekretomlar,
patogeneze 6zgli olarak tretilmektedir. Buna bitki ve fungal patojenler arasindaki

karsilagtirmali proteomik analizler 6rnek olarak gosterilebilir (Kim et al. 2007).

Filamentdz funguslarin dis ortama salgiladiklar1 antimikrobiyal 6zellikteki
polipeptitler, asidik izoelektrik noktali proteinlerdir. Bu polipeptitlerin arasinda, serin
proteazlart siklikla bulunur. Genler tarafindan kodlanan bu peptitlerin primer dizileri

glisin, sistein, histidin, prolin, tirozin, arjinin, lizin ve serin aa’lerini yiiksek oranda
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tasirlar. Genellikle kiigiik molekiil agirliklidirlar (5-8 kDa) (de Oliveira and de Graaff
2011).

1.10. Filamentoz Fungus Kaynakh Antimikrobiyal Peptitler

Filamentoz funguslar, Penicillium chrysogenum’dan penisilinin kesfedilmesi ile
antibiyotik kaynagi olarak kullanilmaya baslamigtir. Filamentéz funguslar 1990’
yillarda antifungal proteinlerin (AFP) kesfi ile antibiyotik kaynagi olarak 6n plana ¢ikmis
ve 2000’li yillarda defensin benzeri proteinlerin tanimlanmasi ile potansiyel AMP

kaynag1 olmustur.

Funguslar tarafindan tiretilen AMP molekiilleri, genellikle ekstraselliiler ortama
salimir. Memeli canlilarda, AMP molekiilleri genellikle defensin ve katelisidin olmak
izere iki ana grupta toplanir. Defensin, hem omurgali hem de omurgasizlarda en fazla
bulunan AMP grubudur. Yapilan ¢alismalarda, fungus kaynakli katelisidin grubu AMP
molekiilii olmadigin1 ancak defensin proteinlerinin funguslar arasinda olduk¢a yaygin

oldugu goriilmektedir.

AFP ve defensin benzeri proteinlerin tanimlanmasinda en yaygin olarak kullanilan
yontem genom taramasidir. Bu yontemde, cDNA elde edilip, bunun ¢esitli sistemlerde
eksprese edilmesi uygulanir. Pseudoplectania nigrella saprofitik fungusundan bu
yontemle sentezlen plektasin adli protein literatiire kazandirilan ilk fungal defensindir
(Mygind et al. 2005). Cizelge 1.2’de filamentéz fungus kaynakli AMP’lerin listesi

verilmistir.

Defensin benzeri polipeptitlerin funguslardan sekanslari, in silico cDNA tarama
yontemiyle belirlenebilir. Bu, diger tarama yontemlerinden ¢ok daha basit ve daha ucuz
bir yontemdir. Son caligmalarda, genom tarama stratejileri yardimiyla filamentoz
funguslardan 100'den fazla AMP molekiilii kesfedilmistir. Ancak bu molekiillerin bir
cogu in vivo da aktif degildir.

Peptaibol, baska bir fungus AMP molekiilii grubudur. Ozellikle, Trichoderma,

Emericelopsis ve Gliocladium tiirleri sekonder metabolit olarak peptaibolleri iiretirler.
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Peptaiboller antifungal ve antimikrobiyal aktiviteye sahiptir (Chugh and Wallace 2001,
Whitmore and Wallace 2004).

1.10.1. Defensin Benzeri Proteinler

Defensin, sistein bakimindan zengin, katyonik ve evrimsel olarak korunan AMP
molekiil gruplarindan biridir. Defensinler, 2 veya 3 tane disiilfit bagi olusturabilen, 6 ile
10 adet sistein kalintis1 igerir. Genellikle antifungal 6zellik gosterirler. Defensinler, cis-

defensin ve trans-defensin olmak tizere iki gruba ayrilir.

Funguslar tarafindan sentezlenen defensin benzeri proteinler lizerinde ¢aligmalar

oldukga fazladir. Ozellikle genom tarama calismalari ile defensin genlerini tespit edebilir.

Mygind ve arkadaslar1 2005 yilinda ilk kez saprofitik bir fungus olan P.
nigrella'dan plektasin adli bir peptit antibiyotik kesfetmislerdir. Plektasin, hayvanlardaki
defensin ile yapisal olarak benzerdir. Plektasinin, Streptococcus pneumoniae
enfeksiyonlariin tedavisinde kullanilabilecegi in vitro olarak gosterilmistir. Bu peptit,
funguslardan izole edilen ilk defensin benzeri polipeptitdir. Plektasin, filament6z
funguslarin AMP kaynagi olarak kullanilmasinin yolunu agmistir. Plektasin, hiicre duvari

onciili lipid I1'ye baglanarak etki yapmaktadir (Mygind et al. 2005; Schneider et al. 2010).

Endofitik fungus Fusarium tricinctum bagka bir antimikrobiyal peptit kaynagidir.
Trtesin, F. tricinctum'dan elde edilen fungal defensindir. Bu antimikrobiyal peptit, bitki
patojenlerine ve Fusarium oxysporum'a karsi aktiftir (Tejesvi et al. 2013).

Oeemig ve arkadaslar1 2012 yilinda, askomiset iiyesi olan Eurotium
amstelodami'nin eurosin adli P-tabaka yapisinda defensin proteini irettigini
gostermislerdir. Eurosinin, gram pozitif bakterilerin {iremelerini in vivo ve in vitro olarak
inhibe ettigi tespit edilmistir. Eurosinin mekanizmasi plektasin gibi lipid II onciiliine
baglanmak seklindedir. Hiicre zar ile etkilesime girmemekle birlikte, eurosin, insan
patojeni olan Staphylococcus ve Streptococcus tiirlerinin peptidoglikan biyosentezini
inhibe eder (Oeemig et al. 2012).
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Zhu ve arkadaglart 2012 yilinda, Microsporum canis'ten 17 fungal defensin
benzeri peptitin oldugunu gostermistir. Bunlardan biri olan mikasin, hayvanlarda
defensinlere sekans bakimindan yaklasik % 60 benzerdir. Mikasin in vivo sartlarda S.
aureus (MRSA) ve P. aeruginosa'y1 inhibe etmektedir (Zhu et al. 2012).

Qi ve arkadaslar1 2001 yilinda, Rhizomucor pusillus tarafindan iiretilen sillusin
ad1 verilen antimikrobiyal peptiti kesfettiler. Bu peptitin, 30 aa ve 4 disiilfit bagina sahip
oldugunu ve RNA metabolizmalarina etki ettigini bildirilmistir (Qi et al. 2001).

Literatiirde defensin benzeri proteinler disinda, gen dizisinde korunmus bolge
bakimindan defensinlerden farkli olan fungus kaynakli antifungal proteinler (AFP)’de
bulunmaktadir. AFP grubu yaklasik 85-100 aa uzunlugunda, antifungal protein domain

iceren AMP molekiilleridir. Genellikle askomisetler tarafindan sentezlenir.

Aspergillus giganteus kaynakli afp, fusarium tiirlerine kars1 inhibitor etki gosterir.
Bu afp molekiilii, hiicre duvarinda bulunan kitin ile etkilesime girerek funguslarda strese
yol agar. Bir baska AFP oOrnegi de P. chrysogenum’dan elde edilmistir. P.
chrysogenum’un, kiiltiir ortamina 12 kDa’lik bir protein olan PAF molekiiliinii salgiladig
ve memeli hiicreleri lizerinde toksik etkisi olmadig1 bildirilmistir. Bu nedenle, iyi bir
antifungal ilag adayidir. Dizi analizleri, PAF ve afp'nin homolog proteinler oldugunu

gostermektedir ve bunlarin ekspresyonlarinin karbon kaynagina bagli olarak degistigi

bildirilmistir (Marx et al. 1995; Mygind et al. 2005).

1.10.2. Peptaiboller

Peptaiboller, funguslardan izole edilen biiyiik bir peptit grubudur. 5 ila 20 aa
kalintis1 arasinda kisa aa zincirine sahiptirler ve ribozomal olmayan yolla iiretilirler
(Rebuffat et al. 1995). Peptaiboller hem antifungal hem de antibakteriyel 6zellik gosterir.
Peptaiboller hakkinda bir veritaban1 Lee Whitmore (http://peptaibol.cryst.bbk.ac.uk)

tarafindan derlenmistir. Bu veri tabaninda 317 peptaibol listelenmistir, ancak bugiin
yaklagik 450 peptaibol tanimlanmistir. Bu peptitlerin yaklasik yaris1t Trichoderma cinsine
aittir. Peptaibollerin N-terminali ve C-terminali genellikle alkol fonksiyonel gruplara
sahiptir (Whitmore and Wallace 2004).
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Amfipatik 6zelliklerinden dolayi, peptaiboller membran iizerinde kanal
olusturabilirler. Bu sekilde, peptaiboller hiicre i¢cindeki iyonik ve ozmotik dengeyi bozar.
Peptaiboller ayrica hiicre i¢i reaktif oksijen tiirlerini (ROS) yiikseltir. ROS seviyesindeki
artig, hiicrenin apoptozuna yol acar (Chugh and Wallace 2001).

Alamethicin, Trichoderma viride'den elde edilen ve en c¢ok c¢alisilan
peptaibollerden biridir (Meyer and Reusser 1967). Bu molekiil, membran da por yapisi
olusturarak etki gosterir. Trichokonin, Trichoderma pseudokoningii‘den elde edilen bir
peptaibol 6rnegidir. Bacillus subtilis tizerinde morfolojik degisiklikler ile inhibe edici
etkilerinin oldugu bildirilmistir (Su et al. 2012).
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Cizelge 1.2. Funguslardan izole Edilen Dogal AMP’ler. *

Tiir

Defensin Benzeri
Proteinler & AFP’ler

Pseudoplectania nigrella
Fusarium tricinctum
Aspergillus nidulans
Penicillium canescens
Eurotium amstelodami
Coprinopsis cinerea (Mushroom)
Aspergillus giganteus
Aspergillus oryzae
Penicillium chrysogenum
Rhizomucor pusillus
Microsporum canis

Aspergillus clavatus

Plektasin
Trtesin
Echinocandin B
d-Phe-1-Val-d- Val-I-Tyr
Eurosin

Copsin

afp

Oryzeasin

PAF

Sillusin
Mikasin

Antifungal protein

(ACAFP)
Neosartorya fischeri Antifungal protein 2

(NFAP)

Peptaibol
Trichoderma viride Alamethicin
Trichoderma pseudokoningii Trichokonin

*Fungal AMP’ler, defensin benzeri proteinler, antifungal proteinler ve peptaiboller olarak

gruplara ayrilirlar.
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1.11. Tez Cahsmasinin Amaci ve Onemi

Giliniimiizde bakteriler tarafindan antibiyotiklere diren¢ mekanizmalar1 hizla
evrilmektedir. Coklu antibiyotik direncine sahip ve biyofilm olusturan bakteriyel
kaynakli enfeksiyonlar diinya genelinde, ciddi 6limlere ve saglik endiistrisinde biiyiik
ekonomik kayiplara yol agmaktadir. Bu nedenle yeni nesil antibiyotik arayislari hizla

devam etmektedir.

Literatiirde filament6z fungus kaynakli dogal AMP molekiilleri olmasina ragmen
ABP molekiilii ile ilgili ¢alisma bulunmamaktadir. Bu nedenle, mevcut tez ¢alismasinda,
filament6z funguslardan dogal antimikrobiyal ve antibiyofilm aktiviteye sahip polipeptit

molekiillerinin izolasyonunun ve karakterizasyonunun gerceklestirilmesi amaglanmustir.
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Nakaya ve arkadaslar1 (1990) Aspergillus giganteus adli filamentdz fungustan
antifungal protein (afp) saflastirmasi yapmislardir. Bu ¢alisma ile afp’nin aa dizilimini
ve distlfit kopriilerinin yerlerini belirlemislerdir. Ayrica bu ¢alismada afp’nin fosfolipaz

A2 proteini ile ayn1 atasal genden gelebilecegini 6ne siirmiislerdir (Nakaya et al. 1990).

Marx ve arkadaslar1 (1995) Penicillium chrysogenum adli filamentéz fungustan
12 kDa agirliginda, antifungal aktiviteye sahip bir protein’in (PAF) varliginm
gostermislerdir. Bu proteinin, laboratuvar kosullarinda sukrozun tek karbon kaynagi
olarak kullanildig1 besiyeri ortaminda iiretildigi ve %2’lik glikoz varliginda tiretilmedigi
rapor edilmistir. Protein karakterizasyonu i¢in iyon degisim kromotografisi ve HPLC
yontemleri kullanilmig, ardindan N-terminal bolgesi dizilenmistir. Elde edilen dizi,
veritaban1 Karsilastirmas1 ile daha Onceden dizilenmis A. giganteus filament6z
fungusunun afp proteini ile yiiksek derecede homoloji gésterdigi bulunmustur (Marx et
al. 1995).

Mygind ve arkadaglar1 (2005) ilk kez saprofit filamentéz funguslarindan olan
Pseudoplectania nigrella’dan defensin benzeri AMP molekiilii izole etmislerdir.
Plektasin adli bu AMP, 40 aa uzunlugunda olup 6riimcek, sinek ve akrep gibi canlilardan
izole edilen defensin proteinleri ile benzer primer yapiya sahiptir. Plektasinin
Streptococcus pneumoniae’a karsi oldiirticti etki gosterdigi ve yapilan in vivo testlerde

farelere kars1 ¢ok diisiik toksisite gosterdigi tespit edilmistir (Mygind et al. 2005).

Park ve arkadaslar1 (2008) Aspergillus oryzae tiirtinden 17 kDa agiliginda
antimikrobiyal protein (exAP-AO17) izole etmislerdir. Bu AMP, Fusarium moniliforme
ve Colletotrichum coccodes gibi patojenik funguslar ile E. coli O157 ve S. aureus
bakterilerine karsi antimikrobiyal ozellik gostermektedir. Ayrica, eXxAP-AO17’nin
tiretiminin fizyolojik kosullar tarafindan ¢ok fazla degiskenlik gosterdigini rapor
etmislerdir (Park et al. 2008).

Schneider ve arkadaslar1 (2010), 6nceki ¢alismalarinda izole edilen plektasinin

etki mekanizmasini ortaya koymuslardir. Calismalarinda plektasinin, bakterilerin hiicre
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duvari onciilii olan Lipid II’ye direk olarak baglanarak hiicre duvar1 biyosentez yolagini

bozdugunu tespit etmislerdir (Schneider et al. 2010).

Plektasinin kesfinden sonra filament6z funguslarinda AMP kaynagi olabilecegi
diistiniilerek genom boyutunda defensin taramalar1 yapilmistir. Zhu ve arkadaslar1 (2012)
dermatofit funguslardan olan Microsporum canis’te 17 adet defensin benzeri proteinin
(fFDLP) varligini rapor etmislerdir. Bunlardan ikisinin ad1 mikasin ve mikasin-1’dir. Bu
caligmada arastirmacilar diisiik konsantrasyonlardan dolayr geleneksel kiiltiir metodlari
ile mikasin adli fDLP izole edememislerdir. Izolasyonlar1 2 basamakli nested PCR ile

gergeklestirmislerdir (Zhu et al. 2012).

Tejesvi ve arkadaslar1 (2012), endofitik filament6z funguslardan olan Fusarium
tricinctum’dan Candida albicans, C. utilis ve Staphylococcus carnosus karsi
antimikrobiyal etkili AMP molekiilii izole etmislerdir. Trtesin isimli bu AMP’nin, 6 kDa
agirliginda oldugu ve bir¢ok bakteri tiirline kars1 64 pg/ul MIC degerine sahip oldugunu
bildirmislerdir (Tejesvi et al. 2013).

Oeeming ve arkadaslar1 (2012), eurosin isimli yeni bir fungal defensin
tanmimlamislardir. Eurotium amstelodami’den ¢cDNA klonlama metodu ile elde ettikleri
diziyi Aspergillus oryzae ekspresyon sistemi ile iirettirmislerdir. Eurosinin gram pozitif
bakterilere karsi gram negatif bakterilere nazaran daha fazla antimikrobiyal etki

gosterdigini belirtmislerdir (Oeemig et al. 2012).

Bacillus subtilis antimikrobiyal bilesik iireticisi bir tiirdiir. Yapilan ¢alismalarda
farkli B. subtilis izolatlar1 kullanilarak farkli 6zelliklerde AMP molekiillerinin {iretimi
gerceklestirmiglerdir. Baindara ve arkadaslart (2013) yaptiklart ¢aligmalarda, topraktan
izole ettikleri B. subtilis izolatindan bakteriyosin izolasyonu gerceklestirerek, Maldi-
TOF/MS ile karakterizasyonunu yapmuslardir (Baindara et al. 2013). Teixeira ve
arkadaglarinin (2013) yapmis olduklar1 ¢aligmada, mevcut tez ¢alismasinda kullanilan
metodlar1 kullanarak, B. subtilis (ATCC 6633) susundan Haemophilus parasuis
enfeksiyonlarma karsi kullanilabilecek antimikrobiyal peptit izole ederek, Maldi-
TOF/TOF analizi ile proteini karakterize etmislerdir (Teixeira et al. 2013).
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Muhammad ve digerleri (2015), topraktan AMP {ireticisi bakterilerin izolasyonu
icin li¢ teknik dnermislerdir. Bu teknikler, jel yatirma yontemi, ¢capraz ¢izgi yontemi, agar

difiizyon testidir (Muhammad et al. 2015).

Lim ve arkadaslar1 (2016) yapmis olduklar1 antimikrobiyal peptit karakterizasyon
calismasinda, Bacillus amyloliquefaciens’ten bakteriyosin grubundan AMP molekiiliiniin
tiretimini gergeklestirmislerdir. Bu bakteriyosinin, a-amilaz, pepsin ve lipaz enzimlerinin
varliginda aktivite kaybetmedigi rapor edilmistir. Ayrica, pH 3-8 araliginda aktivitesi
degismemistir. Sicakliktan ¢ok az etkilenen bakteriyosinin, 100°C’de 30 dakika
inklibasyonu sonucu aktivitesi % 20 oraninda azalmistir. Bu c¢alismada, B.
amyloliquefaciens’in endiistriyel dneminden dolay1, tip alaninda ve gida korumasinda
kullanilabilecek bir AMP olabilecegini dnermislerdir (Lim et al. 2016).

Mohamed ve arkadaslar1 (2016) WR12 ve D-IK8 adli kisa sentetik AMP
molekiillerinin S. aureus enfeksiyonlari iizerine olan etkilerini incelemislerdir. Ozellikle
MRSA ve VRSA suslarinin klinik izolatlarina etkili olan bu peptitler, biyofilm iizerine
de etkili sonuglar vermistir. Arastirmacilar, klinik ¢alismalarda kullanilabilecek peptitleri

gostererek karakterizasyon ¢alismalarini yapmiglardir (Mohamed et al. 2016).

Boon Lim ve arkadaslar1 (2016) topraktan antimikrobiyal protein iireticisi bakteri
taramasi yapmislar ve izole ettikleri B. amyloliquefaciens’ten genis spektruma sahip yeni
bir bakteriyosin tanimlamuslardir. Ozellikle gida patojeni olan Listeria monocytogenes’e
kars1 bakterisidal aktivitesinden dolay1 izole ettikleri bakteriyosinin gida endiistrisinde

kullanilabilecegini bildirmislerdir (Lim et al. 2016).

Dogal AMP molekiillerinin arastirma galismalar1 devam etmekle birlikte, bulunan
bu AMP’leri in vivo kosullarda daha aktif hale getirmek ve klinikte kullanimlarini
saglamak icin sentetik iiretimleri ve modifikasyonlar1 gerceklestirilmektedir. Fuente
Nuez ve arkadaslar1 (2015) proteinlerin retroinverso, L ve D formlar1 arasindaki aktivite
farklarini incelemislerdir. In vitro ¢alismalarda, L ve D formlar1 ayni etkiyi gosterdigi, in
vivoda ise D-formlar1 daha aktif olmaktadir. Istisnasi olmakla birlikte, yaptiklari
karsilastirmada D-proteinlerin proteazlara karsi daha direncli olduklarin1 gostermislerdir

(de la Fuente-Nufez et al. 2015).
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Tucker ve arkadaglar1 (2018), bakteriler tarafindan AMP molekiillerine direng
mekanizmalariin gelistirmesi sebebiyle yeni bir peptit tarama yontemi gelistirmislerdir.
Rastgele sentezlenen yaklasik 800.000 peptitin antimikrobiyal aktivitesi bu yontemle
tanimlanabildigini bildirmislerdir. Yontem kisaca, sentetik olarak olusturulan dizilerin
plazmidlere ligasyonu ve bu plazmidlerin bakterilere toplu sekilde klonlanmasidir.
Indiikleyici molekiiller yardimi ile iiretimi yaptirilan peptitlerden antimikrobiyal
aktivitesi olanlar diger bakterileri Oldiirerek selekte olurlar. Kalan plazmidlerin

cogaltilmasi ile binlerce sekans arasinda aktif sekansa sahip plazmidler elde edilir

(Tucker et al. 2018).

Haney ve arkadaglar1 (2018) antibiyofilm peptit tarama ¢alismalarinda in siliko
metodlarla (SPOT Sentezi)  sentezlenen peptitlerin antibiyofilm aktivitelerini
taramiglardir. MRSA biyofilmine etki eden peptit 1018’in varyantlar1 arasinda bu
peptitden daha yiiksek aktiviteye sahip sentetik peptitlerin oldugu bu c¢alisma ile
bulunmustur (Haney et al. 2018)

Giintimiizde dogal antimikrobiyal ve antibiyofilm polipeptit tarama calismalari
devam etmektedir. Bununla birlikte mevcut aa dizilerinin modifikasyonlar

gerceklestirilerek daha etkili polipeptitler literatiire kazandirilmaya ¢aligilmaktadir.
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3.1. Materyaller

3.1.1. Cihazlar

Tez calismasinda kullanilan cihazlar Erzurum Teknik Universitesi, Yiiksek
Teknoloji Arastirma Merkezi Laboratuvarlarinda bulunmaktadir. Cihazlarin listesi

Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Tez Calismasinda Kullanilan Cihazlar ve Modelleri

Cihaz Adi Model

+4 Sogutucu J.P. Selecta

-20 Sogutucu J.P. Selecta

Calkalamali Inkiibator Zhicheng-ZHWY-2102C

Elektroforez Sistemi BioRad Mini ReadySub-Cell™ ve Mini
Protean Tetra Cell

Elisa Plak Okuyucu Biotek EPOCH

Hassas Terazi Shimadzu ATX 224

Isik Mikroskobu ZEISS, Primo Star

Jel Goriintiileme Sistemi BioRad ChemiDoc™ MP

Magnetik Isitici Daihan, shr

Maldi TOF MS 4800 MALDI TOF/TOF Analyzer (AB Sciex)

Mikrobiyolojik Steril Kabin ESCO NordicSafe™

Otoklav JSR, JSAC-60

pH Metre OHAUS ST 3100F

PZR Cihaz1 SensoQuest Thermocycler

Sogutmalr Santrifiij Hettich Zentrifugen Universal 320R

Statik Inkiibator Memmert IN110

Taramali elektron Mikroskobu FEI Quanta 250

Ultra Saf Su Cihazi Millipore, Q-3W

Vorteks Wisd Wisemix VM-10
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3.1.2. Sarf Malzemeler

Tez hazirlama siirecinde kullanilan kimyasal maddeler Sigma Aldrich (USA) ve
Merck A.S. (USA) firmalarindan temin edilmistir. Besiyerleri ise Oxoid A.S. (UK)

firmasindan temin edilmistir.

3.1.3. Kullanilan Besiyerleri ve Hazirlanislar:

3.1.3.1. Patates Dekstroz Agar

Patates dekstroz agar (PDA), 1 L’sinde 20 g dekstroz, 15 g agar ve 4 g patates
inflizyonu bulunan bir besiyeridir. Ticari olarak satin alinmis toz besiyerinden 39 g
tartilarak, 1 L saf suya eklenmistir. Otoklav ile 121 °C’de 15 dakika steril hale
getirilmistir. 50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra, 90 mm petri kaplarina dokiilerek

kullanilmastir.

3.1.3.2. Kloramfenikol ve Rose Bengal Agar

Kloramfenikol ve rose bengal agar (RBCA) dekstroz, magnezyum siilfat, pepton,
rose bengal, kloramfenikol ve agardan olusan bir besiyeridir. Ticari olarak satin alinmig
toz besiyerinden 31 g tartilmis ve saf su ile 1 L’ye tamamlanmistir. Otoklav ile 121 °C’de
15 dakika steril hale getirilmistir. 50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra, 90 mm petri

kaplarina dokiilerek kullanilmistir.
3.1.3.3. Yeast Pepton Glikoz Besiyeri

Yeast pepton glikoz (YPG) besiyeri filament6z funguslardan antimikrobiyal aktif
polipeptit iiretimi i¢in kullanilan besiyeridir (Park et al. 2008). Besiyeri icerigi Cizelge

3.2’de gosterilmistir. pH’1 % 37°lik HCl ile 6,2 olacak sekilde ayarlanip, otoklav ile 121
°C’de 15 dakika steril hale getirilmistir.
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Cizelge 3.2. YPG Besiyeri

Icerik Miktar
Maya Oziitii 10 g/L
Pepton 20 g/L
Glikoz 20 g/L
Mineral Tuz Solisyonu | 1 ml/L

3.1.3.4. Luria-Bertani Agar

Luria-Bertani (LB) agar besiyeri 1 L’sinde, 10 g tripton, 15 g agar, 5 g maya 6ziitii
ve 10 g NaCl olan standart bakteri besiyeridir. Ticari olarak alinan toz besiyerinden 40 g
tartilarak 1 L’de ¢ozlilmistiir. Otoklav ile 121 °C’de 15 dakika steril hale getirilmistir. 50

°C’ye kadar sogutulduktan sonra, 90 mm petri kaplarina dokiilerek kullanilmustir.

3.1.3.5. Luria-Bertani Broth

LB broth besiyeri, LB agar besiyerinin agar eklenmemis halidir. Ticari olarak
satin alinan toz bilesenden 25 g alinarak 1 L suda ¢ozlilmiistiir. Otoklav ile 121 °C’de 15

dakika steril hale getirilmistir.

3.1.3.6. Mueller-Hinton Agar

Muller Hiltone Agar (MHA), 1 L’sinde 17,5 g kazein, 2 g et 6ziitii, 1,5 g nisasta
ve 15 g agar bulunan, antimikrobiyal testlerde tercih edilen besiyeri tiirtidiir. 36 g ticari
formiilasyon tartilarak, 1 L’de ¢oziilmiistiir. Otoklav ile 121 °C’de 15 dakika steril hale
getirilmistir. 50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra, 90 mm petri kaplarina dokiilerek

kullanilmastir.
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3.1.3.7. Mueller-Hilton Broth

MHA besiyerinin agar eklenmemis halidir. Bu besiyeri Minimum inhibitor
konsantrasyonunun  (MIC) belirlenmesininde “The European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing” (EUCAST) tarafindan 6nerilen besiyeridir. Ticari
formiilasyondan 26,5 g MHB tartilarak 1 L’de ¢oziilmiis ve otoklav ile 121 °C’de 15
dakika steril hale getirilmistir.

3.1.3.8. Soft Besiyerleri

Soft besiyerleri, MHB besiyerlerinin igerisine % 0,8 agar eklenerek

hazirlanmistir. Bu besiyeri agar difiizyon testinde kullanilmigtir.

3.1.3.9. Mineral Tuz Soliisyonu

Mineral tuz soliisyonu (MTS) ¢esitli eser elementleri igeren soliisyondur (Park et
al. 2008). YPG besiyerinin igeriginde kullanilmistir. Cizelge 3.3’te MTS’nin igerigi

verilmigtir.

Cizelge 3.3. MTS icerigi

Icerik Miktar
KH2PO,4 1,4 g/L
(NH4)SO4 6 g/L
MgSQO, 750 mg/L
NaCl 750 mg/L
CuCl,.H,0 15 mg/L
ZnS04.7H0 75 ng/L
FeS04.7H,0 75 ng/L
MnSQ.4.7H:0 75 ng/L
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3.1.4. Biyofilm Testi Soliisyonlari

3.1.4.1. %71’lik Kristal Viyole Boyasi

Graniil halindeki kristal viyole (CV) boyasindan 0,5 g olarak tartilmis ve 35 ml
%96’lik etil alkolde ¢oziilmiistiir. Uzerine 15 ml saf su eklenmis ve 24 saat inkiibasyona

birakilmustir. Inkiibasyon sonunda 0,22 um’lik filtreden gegirilerek kullanilmistir.

3.1.4.2. % 30’luk Asetik Asit

35 ml saf suyun lizerine yavas yavas olacak sekilde %99,9’1uk asetik asitten 15

ml ilave edilmistir.

3.1.5. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Malzemeleri

Sodyum dodesil siilfat poli akrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) proteinleri
yiiklerinden bagimsiz olarak, molekiiler agirliklarina gére ayirmak amaciyla kullanilir.
SDS-PAGE jeli, ayirma ve yiikleme jeli olmak iizere iki kistmdan olugmustur. Cizelge

3.4’te jel igerikleri verilmistir.

Cizelge 3.4. Ayirma ve Yiikleme Jeli Icerikleri

% 15’lik Ayirma Jeli % 15’lik Yiikleme Jeli

dH.0 - 2,8 ml dH.0 - 3,6 ml

2 M Tris (pH:8.8) > 1,95 ml 1 M Tris (pH:6.8) > 625 ul

% 30 Akrilamid Karigimi = 5 ml % 30 Akrilamid Karigimi = 670 pl
% 10 SDS - 100 pl % 10 SDS = 50 pl

% 10 APS > 100 pl % 10 APS > 50 pl

TEMED - 10 ul TEMED > 5 ul

Cizelge 3.5’de SDS-PAGE yiiriitme, boyama, yikama soliisyonlarin igerigi

verilmistir. Verilen miktarlar 1 L i¢indir.
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Cizelge 3.5. Yiiriitme, Boyama ve Yikama Tamponlarmin igerikleri.

Yiiriitme Tamponu  Boyama Tamponu Yikama Tamponu
39 Tris 1 g Coomasie Brilliant Blue R 100 ml Asetik asit
14,4 g Glisin 100 ml Asetik asit 300 ml Etanol
1gSDS 300 ml Etanol 600 ml dHO

600 ml dH.0O

3.1.6. Trisin Poli Akrilamid Jel Elektroforezi (Trisin-PAGE) Malzemeleri

Trisin-PAGE, 1-100 kDa araligindaki proteinlerin goriintiillenmesinde kullanilan
bir jel sistemidir (Schiagger 2006). Tez galismasinda kullanilan Trisin-PAGE jeli (Mini-
PROTEAN® Tris/Tricine Precast Gels), BioRad firmasindan temin edilmistir. Yiriitme

ve Ornek ylikleme tamponlari formiilleri Cizelge 3.6°da verilmistir.

Cizelge 3.6. Trisin-PAGE tampon ¢ozeltileri

Yiiriitme Tamponu (10X, 1L)  Yiikleme Tamponu

100 mM Tris 200 mM Tris-HCI (pH:6,8)
100 mM Trisin % 40 Gliserol

% 0,1 SDS % 2 SDS

pH:8,3 % 0,04 Coomasie G-250

3.1.7. Hiicre Fiksasyon Malzemeleri

Taramali Elektron Mikroskobisi (SEM) analizi 6ncesi hiicre fiksasyonu, % 5’lik
glutaraldehid ile yapilmistir. Yikama soliisyonlar: olarak % 100, % 90, % 50, %30 etil
alkol kullanilmustir (Liu et al. 2016).

3.1.8. DNA izolasyon Malzemeleri

DNA izolasyonu, fenol-kloroform-izoamilalkol (25:24:1) ekstraksiyonu ile
yapilir. Liziz tamponu igeriginde, 50 mM 2,2',2",2™'-(Ethane-1,2-diyldinitrilo)tetraasetik
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asit (EDTA), % 3 SDS, 100 mM Tris-HCI (pH:8.0) bulunur. DNA ¢oktiirme asamasinda,
% 100 etil alkol kullanilmustur.

3.1.9. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Malzemeleri

PZR i¢in taq polimeraz enzimi kiti (Sigma) kullanilmistir. PZR goériintiileme i¢in
% 1’lik agaroz jel, ticari olarak satin alinmig 1X tris-asetat-EDTA (TAE) tampon ile

hazirlanarak yapilmistir.
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3.2. Yontem

3.2.1.Filamentoz Funguslarin izolasyonu

Bu tez calismasinda, filament6z fungus izolasyonlar1 topraktan yapilmistir.

Toprak ornekleri, Erzurum ilinde bulunan, 1800 m ve daha {izeri

bolgelerden alinmistir.

Topraktan funguslarin izolasyonu igin toprak diliizyon metodu

Kisaca, 1 g toprak alinmis ve 10 ml distile dH20’ya eklenmistir. 1 dakika vorteks
yapilarak, 1 ml 6rnek alinmis ve 9 ml distile dH20 ile diliie edilmistir. 10°
alinan 100 pl 6rnek, RBCA ve PDA besiyerlerine yayma plak yontemi ile ekilmistir.
Petriler, 1 hafta 25°C’de inkiibasyona birakilmistir. Bu siire i¢erisinde giinliik olarak takip

edilerek, olusan fungus kolonileri PDA besiyerine alinmistir (Pepper et al. 2011; Souza-

Motta et al. 2003). Sekil 3.1’de deneyin sematik goriintiisii verilmistir.

rakima sahip

kullanilmastir.

® seyreltmeden

Seri Dilisyonlar
/\ NNN Y

1 gram toprak
1000

S =

YayméuEﬁrﬁ Yéntemi

1:10  1:100 1:1000 1:10000 1:100000

Sekil 3.1. Topraktan Fungus izolasyonu.

3.2.2. Filament6z Fungus Kiiltiirleri

Saflagtirilan filament6z funguslar, PDA besiyerinde 25 °C’de inkiibasyona
birakilarak gelistirilmistir. Stok besiyeri ise yatik agarda yapilmis ve 3 haftaya kadar +4

°C’de saklanmigtir Ekstraselliiler ortama salgilanan AMP ve ABP molekiilii iireticisi
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izolatlarin 6n seleksiyonu, PDA besiyerinde yetisen 7 giinliik filamentdz funguslardan 6
mm mantar delici ile alinan 10 adet diskin, 100 mI’lik YPG besiyerine inokule edilmesi

ile yapilmistir. Inokulasyon 25°C, 150 rpm kosullarinda 7 giin siirdiiriilmiistiir.

3.2.3.Patojen Bakteri Kiiltiirleri

Tez calismasinda kullanilan patojenik suslar, Staphylococcus aureus (ATCC
25923), metisilin direngli S. aureus (MRSA), Escherichia coli (ATCC 25922),
Enterococcus faecalis (ATCC 29212) ve Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) ‘dur.
Tim bakteri suslari, MHA besiyerinde 37°C’de 1 giinliik inkiibasyonlar ile

gelistirilmistir.

3.2.4.Kiiltiir Filtratlarinin Hazirlanmasi ve AMP Ureticisi Filament6z Funguslarin

Seleksiyonu

Antimikrobiyal o6zellikte polipeptitlerin 6n seleksiyonu amaciyla, YPG
besiyerinde gelistirilen filamentdz funguslarin hiicresel kisimlari ve kiiltiir filtratlar
birbirlerinden siizme ve 10 dakika 9000 rpm’de yapilan santrifiijleme ile ayrilmigtir. Elde

edilen siipernatant 0,22 pm’lik filtreden gegirilerek kullanilmistir.

3.2.4.1. Agar Difiizyon Testi

Antimikrobiyal aktivite belirleme amaciyla agar difiizyon testi kullanilmigtir. Bu
amagcla hazirlanan, soft MHA besiyeri ile dokme plak yontemi yapilmistir. Bu petriler
icine, 6 mm mantar delici ile kuyular agilarak, 200 pl kiiltiir filtrat1 eklenmis ve petriler
diiz pozisyonda 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda
inhibisyon zon c¢aplar1 Olglilmistiir. Sekil 3.2°de deneyin sematik olarak gosterimi

verilmistir (Wiegand et al. 2008).
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=

24 saat Inkiibasyon

Sekil 3.2. Agar Difiizyon Testinin Sematik Gosterimi.

3.2.4.2. Tripsin/ Proteinaz K Parcalama Yontemi

Antimikrobiyal aktivitenin protein kaynakli olup olmadigimin belirlenmesi
amaciyla kullanilan bu yontemde, hiicresiz kiiltiir filtratlarinin pH’s1 7’ye ayarlanarak
proteazlarin ¢aligmasina uygun hale getirilmistir. 10 mg/ml tripsin ve 10 mg/ml proteinaz
K ile 37 °C’de 6 saat muamele edilmis Ve siire sonunda 100 °C’de 5 dakika bekletilerek,

proteazlar inaktif edilmistir (Dusane et al. 2013).

3.2.4.3. Capraz Ekim Yontemi

Filamentoz funguslardan 6 mm mantar delici ile disk alinmig ve 25°C’de 7 giin
sireyle YPG agar besiyerinde gelistirilmistir. 7. giin referans bakteri suslar1 fungus
gelisim bolgesine 1 cm kalacak sekilde ¢izgi ekim ile ekilmistir. 8. giinde ise bakterilerin
gelisimleri degerlendirilmistir. Sekil 3.3’te deneyin sematik olarak gosterimi verilmistir.
Bu sekilde A bakterisinin petrinin ortasina disk alinarak yerlestirilen filament6z fungus
varhiginda gelismedigi, B bakterisinin ise gelistigi gosterilmistir (Muhammad et al.
2015).

7 giin inkiibasyon 1 giin inkiibasyon

Sekil 3.3. Capraz Ekim Yonteminin Sematik Gosterimi.
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3.2.4.4. Radyal Inhibisyon Testi

Filament6z funguslardan 6 mm mantar delici ile disk alinarak, 25°C’de 7 giin
YPG agar besiyerinde gelistirilmistir. Siire sonuda referans bakteri suslar1 dokme plak
seklinde fungus kiiltiiriiniin tizerine inokule edilmistir. 24 saat sonra, inhibisyon zonu

degerlendirilmistir. Sekil 3.4’te deneyin sematik olarak gdsterimi verilmistir.

<\

:‘/:Q;@
( ) L

- —

1 gilin inkiibasyon

Sekil 3.4. Radyal Inhibisyon Testinin Sematik Gosterimi.

3.2.45. CV Testi

Antibiyofilm aktivite belirleme amaciyla, CV testi yapilmistir. Bu test, biyofilm
olusumunun inhibisyonunu gostermektedir. Polistren 6zellikteki 96 kuyulu plaklara
antimikrobiyal aktivite gosteren kiiltiir filtrat1 eklenmis 100 ul MHB besiyeri ve 100 pul
0,5 McFarland’a ayarlannmig bakteri hiicreleri eklenerek 37°C’de 48 saat statik
inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda tiim besiyeri icerigi atilarak, 3 kez PBS ile tiim
kuyular yikanmistir. Yiizeye tutunan hiicreler, % 0,5’1ik CV ile 20 dakika boyanmis ve
siire sonunda boyanin fazlast musluk suyu ile temizlenmistir. %30°luk asetik asit ile
fiksasyonun ardindan, 590 nm’de 6lgiim alinmistir. Sekil 3.5’te deneyin sematik olarak

gosterimi verilmistir.
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Kultir  Plantonik CV Boyamasi Asetik asit  Olgim

Hiicrelerin Fiksasyonu
Uzaklastinlmasi

Sekil 3.5. CV Testinin Sematik GOsterimi.

3.2.5. Ultrafiltrasyon

Kiiltiir filtratlarinin ~ yogunlastirilmas:  amaciyla ultrafiltrasyon yontemi
kullanilmigtir. AMP ve ABP iireticisi fungusun seleksiyonu g¢aligmalarinda kullanilan
hiicresiz kiiltiir filtratlarinin 12 ml’si alinip, ultrafiltrasyon tiiplerine eklenmis ve 6000
rpm’de 1 saat santrifiij edilmistir. Santrifiijiin ardindan kolonun iist kisminda kalan

yogunlagmus kiiltiir filtrati yeni tiiplere alinmistir (Dusane et al. 2013).

3.2.6. Protein izolasyonu

Konsantre kiiltiir filtrat1 6rnegi, esit hacimde %20 TCA ile pipetaj yardimi ile
karistirilmis ve -20 °C’de 2 saat inkiibe edilmistir. Siire sonunda, 13.500 rpm’de 10
dakika santrifiij edilerek, proteinlerin ¢okmesi saglanmistir. 3 kez %70’lik etanol ile
yikanarak 13.500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmis ve son olarak, aseton ile yikama
yapilmistir. Oda sicakliginda kurutulan pellet, ileriki ¢alismalarda kullanilmak iizere -20

°C’de saklanmustir.

3.2.7. Diyaliz

Proteinleri asitlerden, tuzdan ve kimyasallardan arindirmak i¢in 3 kDa molekiiler
agirhk cut-off (MWCO) o6zelligindeki ultrafiltrasyon kolonlar1 ile diyaliz islemi
yapilmistir.
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LIS,

Sekil 3.6. Tez Calismasinda Kullanilan Ultrafiltrasyon Kolonlari.

3.2.8. Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Protein konsantrasyonu, Bradford yontemi ile belirlenmistir. Hazirlanan 1X
Bradford soliisyonundan 96 kuyulu plaklara 90 ul alinmis ve tizerine 10 pl protein 6rnegi
eklenmistir. 10 dakika inkiibasyonun ardindan, 590 nm’de 6l¢iim alinmistir. S1gir serum
alblimini (BSA) ile hazirlanan standart grafigin formilii kullanilarak protein

konsantrasyonu belirlenmistir (Bradford 1976).

3.2.9. SDS-PAGE

SDS-PAGE, proteinleri molekiiler agirliklarina gore birbirinden ayirmak igin
kullanan elektroforez sistemidir. Bu sistem kullanilarak, 1-100 kDa proteinleri goriiniir
hale getirmek igin yiiksek akrilamid oranma sahip %15°lik poliakrilamid jel

hazirlanmstir.

Protein ornekleri, 4X yiikleme boyasi ile pipetaj yapilarak karistirilmis ve 1X
konsantrasyonu halinde 95 °C’de 5 dakika kaynatilmistir. Siire sonunda oOrnekler,
sekonder yapilarin olusmasimni engellemek amaciyla buza alinmistir. Hazirlanan jele
yiiklenen 6rnekler, 70 V’da 3 saat yiiriitiilmiistiir. Yiiriitme tamamlandiginda jel kasetten
alinarak, coommasie R-250 boyasi ile 20 dakika boyanmis ve proteinlerin goriintiilenmesi
amaciyla yikama soliisyonunda 2 saat birakilmistir. Goriiniir hale getirilen jelin, Bio-Rad

jel goriintiileme sistemi ile fotografi ¢ekilmistir.
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3.2.10. Trisin-PAGE

Trisin-PAGE, 1-100 kDa proteinlerin  goriintilenmesinde  kullanilan,
elektroforetik jel sistemidir. Akrilamid oraninin diisiik olmas1 hidrofobik proteinler igin
uygunlugunu géstermekte ve bu nedenle SDS-PAGE yontemine gore daha iyi bir ayrim
saglamaktadir. Tampon sistemleri farkli olmasina ragmen uygulamasi SDS-PAGE ile
aynidir. SDS-PAGE uygulamasindan farki ise go¢ hizi ve siiresinin diisiik olmasidir.
Trisin-PAGE uygulamasinda hazirlanan proteinler, 125 V, 140-150 mA/jel ve 2saat siire
ile yiirtitilmistiir (Schagger 2006).

3.2.11. AMP Molekiiliiniin Belirlenmesi ve Saflastirilmasi

AMP ve ABP iireticisi filament6z fungusun belirlenmesinin aksine, AMP ve ABP
molekiillerinin belirlenmesi deneyleri, bu tez ¢alismasinda daha 6nceden kullanilmamis
bir yaklasim ile yapilmistir. indiikleme sistemi olarak adlandirdigimiz bu yontemde,
patojenik bakteri tiirleri MHB besiyerinde 37°C ve 150 rpm’de 2 giin gelistirilmistir. A
grubu olarak, bu kiiltiirlerin hiicresiz kiiltir filtratlar1 alinmis, B grubu olarak ise bu
kiiltiirlerin otoklavlanmus halleri alinmistir. 25°C ve 150 rpm kosullarinda, 100 m1’lik s1v1
kiiltiirlerde gelistirilen ti¢ glinlik filamentéz funguslara A ve B gruplarindan 1 ml
eklenmis ve inkiibasyona devam ettirilmistir. Inkiibasyonun dérdiincii, besinci, altinci ve
yedinci giinlerinde alinan kiiltiir filtratlar1 ile SDS-PAGE yapilmistir. Sonuglar agar
difiizyon testi ile karsilagtirilmisgtir.

Saflagtirma islemlerinde farkli MWCO degerlerine sahip ultrafiltrasyon kolonlar

kullanilmistir.

3.2.12. Minimum Inhibisyon Konsantrasyonunun (MIC) Belirlenmesi

MIC degerinin belirlenmesi amaciyla, “European Committee for Antimicrobial

Susceptibility Testing” (EUCAST) protokolleri uygulanmistir (http://www.eucast.org/).

MIC degeri mikroorganizmanin gelisimini inhibe eden en kiicik madde
konsantrasyonudur. Bu miktar1 bulmak i¢in siv1 diliisyon metodu kullanilmistir. Kisaca,

96 kuyulu plaklara 0,5 McFarland konsantrasyonunda bakteri hiicrelerinden 100 ul ve
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belirli konsantrasyonlarda (0; 0,125; 0,25; 0,5; 1; 2; 4; 8; 16; 32; 64; 128; 256; 512 pg/ul)
saflastirilmis protein eklenmesi yapilmistir. Total hacim 200 pl’ye ayarlanmistir. Negatif
kontrol olarak hiicre eklenmemis bir grup, pozitif kontrol olarak da protein eklenmemis
grup olusturulmustur. 37 °C’de, 24 saatlik inkiibasyonun ardindan, kuyulardan 100 pl
ornek almarak MHA besiyerine yayma plak yontemi ile ekim yapilmistir. Bu petrilerin,
37 °C’de, 24 saatlik inkiibasyonunun ardindan koloni gelisimi gozlenmeyen

konsantrasyon degeri MIC degeri olarak degerlendirilmistir.

3.2.13. Oldiirme Kinetigi Egrisi (Time Kill Curve)

Izole edilen saf proteinin bakteri hiicrelerini zamana bagli olarak 6ldiirme egrisini
belirlemek amaciyla yapilan bu deneyde, 0,5 McFarland konsantrasyonunda 5 ml’lik S.
aureus kiiltiirleri hazirlanmistir. Her tiipe, iceriginde 0, %4 MIC ve MIC degerlerinde
protein eklenmis ve 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. 0,5; 1, 2, 4, 6, 12 ve 24. saatlerde
ornekler alinip, 10*liik seyreltmelerle TSA besiyerine yayma plak yontemi ile ekilmistir.
Petrilerin 24 saatlik inkiibasyonu sonunda olusan koloniler sayilarak cfu/ml hesabi

yapilmistir (Balouiri et al. 2016). Cfu/ml hesaplama formiilii asagida verilmistir.

Koloni sayis1 X Diliisyon faktori

fu/ml =
cfu/m Petriye yayilan miktar (mL)

3.2.14. Minimum Biyofilm Inhibisyon Konsantrasyonun (MBIC) Belirlenmesi

CV testi ile MBIC degeri belirlenmistir. Kisaca, 0,5 McFarland konsantrasyonuna
ayarlanmig hiicrelerden 96 kuyulu plagin her kuyusuna 75 pl eklenmis, iizerine proteinin
belirli konsantrasyonlarda (0; 0,125; 0,25; 0,5; 1; 2; 4; 8; 16; 32; 64; 128; 256; 512 ug/ul)
eklenmesi yapilmistir. Total hacim 150 pl’ye MHB besiyeri ile tamamlanmistir. Plak, 48
saat 37 °C’de statik olarak inkiibasyona birakilmistir. Siire sonuda kuyulardaki tiim igerik
atilmis ve 3 kez PBS ile yikanmstir. Uzerine 200 ul, % 0,5’lik CV boyasi eklenmis ve
karanhkta 20 dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda kuyular yikanarak, %30’ luk
asetik asit ile fikse edilmistir. 590 nm’de absorbans O6l¢iimii alinarak degerlendirme

yapilmistir (Schillaci et al. 2014).
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3.2.15. Antibiyofilm Peptitin Sinerjik Etkilerinin Degerlendirilmesi

Sinerjik etkilesim belirleme amaciyla, disk difiizyon testi yapilmigtir. Bu
calismada antibiyotik olarak kloramfenikol ve ampisilin kullanilmistir. Kisaca, tiim
orneklerden 1 pg/ml konsantrasyonu disklere emdirilmis ve 37 °C’de 24 saat

inkiibasyonun ardindan zon ¢aplar1 degerlendirilmistir.

3.2.16. Taramal Elektron Mikroskobisi (SEM)

Antimikrobiyal ve antibiyofilm o6zellikteki polipeptitin S. aureus ve MRSA
hiicrelerinde olusturdugu etkiyi gozlemlemek amaciyla SEM analizi yapilmistir. Bunun
icin hiicreler 6 kuyulu plaklarin igerisine yerlestirilen steril lameller {izerinde 4 MIC,
MIC ve kontrol gruplari olacak sekilde 48 saat 37 °C’de gelistirilmistir.

Stire sonunda tutunmayan hiicrelerin uzaklastirilmasi icin yikama islemleri
yapilmistir. Tutunmus hiicreler ise % 5’lik glutaraldehit ile 15 dakika fikse edilmis ve
10’ar dakika siireler ile % 20, %50, % 80 ve % 100 etanol ile inkiibe edilerek
sabitlenmistir. Ardindan SEM cihazinda, SE modiiliinde, 10 paskal basing altinda, 60.000
kat biiylitme ile goriintiilenmistir (Kong et al. 2018).

3.2.17. Hemolitik Aktivitenin Degerlendirilmesi

Saflastirilan polipeptitin eritrosit hiicrelerine olan etkisini degerlendirmek
amaciyla, hemolitik aktivite testi yapilmistir. Wu ve arkadaglarinin 2014’te yaptiklar
caligmada kullanilan yontem modifiye edilerek uygulanmistir. Kisaca, etik rapor
gerektirmeyen, arastirma amagli ticari kan 6rneginden 5 ml alinarak esit hacimde PBS ile
yikanmustir. 1:20 oraninda PBS ile diliie edilen kan 6rnegi iizerine 0,125 - 128 pg/ml
konsantrasyon araliginda polipeptit eklenmis ve 37 °C’de 2 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmis, iist kistm 96 kuyulu
plaklara alinmig ve 405 nm’de 6lgiim yapilmistir. % 100 hemoliz olusturan Tween-20
pozitif kontrol, % 0 hemoliz olusturan PBS ise negatif kontrol olarak kullanilmistir (Wu
et al. 2014).
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3.2.18. Filamentoz Fungusun Klasik ve Molekiiler Tanisi

3.2.18.1. Klasik Tan1

Izolatlar, seliiloz bant yontemi ile mikroskobik olarak tanilanmistir. Kisaca, uygun
uzunlukta kesilen bant, PDA besiyerinde yetistirilen funguslarin tizerine hafifce
bastirilmistir ve laktofenol pamuk mavisi eklenmis lam tizerine yapistirilmistir. Elde
edilen preparat 151k mikroskobu altinda incelenmistir (Butler and Mann 1959). Incelenen
preparatlar, koloni morfolojileri ve mikrokobik 6zellikleri bakimindan degerlendirilerek

cins bazinda tanilanmustir.

3.2.18.2. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu, 7 giinliik PDA kiiltiirinden manuel olarak gergeklestirilmistir.
Kisaca, 2 ml’lik ependorf tiiplerine alinan bir 6ze dolusu miselyum 6rnegi lizerine 1 ml
liziz tamponu eklenmistir. Bu ornek, 30 dakika maksimum hizda homojenizatorde
pargalanmistir. 12.000 rpm’de 10 dakika santrifiijiin ardindan, {ist kisim yeni tiipe alinmis
ve 2 ul, 20 U’luk RNase A eklenmistir. Ardindan, 15 dakika 37 °C’de inkiibe edilmistir.
Uzerine 1 hacim fenol: kloroform: izoamil alkol (25:24:1) eklenmistir. \Vorteks
yapilarak, 12.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Ust kisim yeni tiipe alinmis ve
esit hacimde %100 etanol eklenerek -20 °C’de 1 saat inkiibasyona birakilmistir. 12.000
rpm’de 10 dakika santrifiij sonrasi olusan ¢okelti, % 70’lik etanol ile ii¢ kez yikanarak

havada kurutulmus ve 50 pl TE tamponunda ¢6ziilmiistiir.

3.2.18.3. ITS, Kalmodulin ve -tubulin Bélgelerinin PZR ile Cogaltim

PZR, fungal DNA’da korunmus bolgeleri ¢cogaltmak ve molekiiler tan1 yapmak
amaciyla gergeklestirilmistir. Cizelge 3.8’de PZR kosullar1 verilmistir. Fungal
sistematikte en c¢ok tercih edilen Internal Transcribed Spacer (ITS) bolgesinin
cogaltilmasi icin evrensel 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’) kullanilmistr.
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Cizelge 3.7. PZR reaksiyonu

PZR Reaksiyonu Miktar
dH.0 37,2 ul
10X PZR tamponu Sul
MgCl; 3ul
dNTP 0,7 ul
Forward Primer 0,8 ul
Reverse Primer 0,8 ul
DNA 2 ul
Taq polimeraz (250 U) | 0,5 ul
Total =50 pl

Cizelge 3.7’de verilen miktarlarda degisiklik yapilmaksizin kalmodulin genine ait
cmd5 (5 CCG AGT ACA AGG ARG CCT TC 3’) ve emd6 (5°CCG ATR GAG GTC
ATR ACG TGG 3') evrensel primerleri ile; B-tubulin genine ait Bt2a (5' GGT AAC CAA
ATC GGT GCT GCT TTC 3') ve Bt2b (5 ACC CTC AGT GTA GTG ACC CTT GGC
3") evrensel primerleri kullanilarak PZR yapilmistir. PZR cihazinda kullanilan program

Cizelge 3.8 de verilmistir.

Cizelge 3.8. PZR Dongiisii

PZR Déngiileri Zaman

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 Sonsuz

3.2.19. Agaroz Jel Elektroforezi

PZR fiirtinleri, % 1’lik agaroz jel hazirlanarak goriintiilenmistir. 1 g agaroz

tartilarak, 100 ml TAE tamponu ile birlestirilerek kaynatilmis ve ¢ézlinmenin ardindan,
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4 ul etidyum bromiir (10 mg/ml) eklenmistir. Donan jele PZR firlinleri yiiklenmis ve
90V’da 50 dakika yiirlitme islemi yapilmistir.

3.2.20. PZR Uriinlerinin Saflastirilmasi ve DNA Sekans Analizi

PZR iirtinlerinden tuzlarin, primerlerin ve polimeraz enziminin uzaklastirilmasi
amacuyla, ticari olarak satilan PZR piirifikasyon kiti (Invitrogen) ile saflastirma islemi
yapilmustir. Saflagtirilan 6rnek, Oligomer Biyoteknoloji Firmasi’ndan (Tiirkiye, Ankara)
Sekans hizmeti alinarak dizilettirilmistir. Dizilenen 6rnekler, Bioedit sortware programi

kullanilarak analiz edilmistir.

3.2.21. Matriks ile Desteklenmis Lazer Desorpsiyon/iyonizasyon Ucus Zamani
Kiitle Spektrometresi (Maldi-TOF / MS)

Saflastirilan ABP molekiiliiniin karakterizasyonu, TOPLAB Gesellschaft fiir
angewandte Biotechnologie mbH (Germany, Miinih) firmasindan hizmet alimi ile

gerceklestirilmistir. Sekil 3.7°de proteomik calismalarinin akig semasi verilmistir.

KDa
|48
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Mikrobiyal Kiiltiir T -2z
P SDS-PAGE

Protein izolasyonu ]
§> %o
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g
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MALDI TOF / MS Band Kesimi ve Triptiptik Sindirim

Sekil 3.7. Proteomik Calismalarinin Akisi.
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4.  ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Ornekleme Bolgesi

Toprak,  mikroorganizmanin  dogal  habitatt  olup, farkli tiirden
mikroorganizmalarin etkilesim halinde yasadiklar1 yerdir. Topragin mikroorganizmalar
bakimindan zengin olmas1 ve hali hazirda antibiyotik {ireticisi bircok fungusun topraktan
izole edilmesi kaynak materyali agisindan topragi onemli kilmaktadir (Paul 2014). Bu
nedenlerden dolayi, mevcut tez ¢aligmasinda filament6z fungus kaynagi olarak toprak
secilmistir. Ornekler, Erzurum ilinde 1800 m ve iizeri rakima sahip, farkli toprak
habitatlarindan alinarak, steril polietilen torbalar igerisinde laboratuvara getirilmis ve

izolasyonlarda kullanilmistir.

4.2. Filamentéz Funguslarin izolasyonu

Filament6z funguslarin izolasyonu, toprak orneklerinin seri diliisyonlarinin
RBCA ve PDA besiyerlerine yayma ekimi ile yapilmistir (Pepper et al. 2011). Sekil

4.1°de izolasyon petrilerine ait goriintiiler verilmistir.

Izolasyonlarda kullanilan RBCA besiyerinin igerisinde bulunan rose bengal
bakteriyostatik 6zellik tasiyan bir boyadir. Ayrica, filamentoz funguslarin tiremelerini
sinirlayarak seleksiyonunu kolaylastirdigindan izolasyonlarda tercih edilmistir (Ottow
1972).

Izolasyon petrilerinde gelisen filamentdz fungus kolonileri, PDA besiyerine 3
nokta ekimi ile alimmustir. Izolasyonlar sonucu, toplamda 120 farkli izolat elde edilmistir.

Bu izolatlar AMP ve ABP iireticisi filamentdz funguslarin seleksiyonunda kullanilmstir.
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Sekil 4.1. izolasyon Petrilerinin Gériintiileri. A. PDA besiyeri ile yapilan izolasyon
goriintlisii B. RBCA besiyerinde yapilan izolasyon goriintiisii.

4.3. Kiiltiir Filtratlarmin Hazirlanmasi ve AMP Ureticisi Filamentoz Funguslarin

Seleksiyonu

Antimikrobiyal oOzellikteki ekstraselliller polipeptit iiretici funguslarin
seleksiyonu amaciyla, izole edilen filamentdz funguslarin 25 °C’de gelisen 7 giinliik kati
kiiltirlerinden alinan diskler, 100 ml YPG besiyerine inokule edilmistir. Bu 6rnekler,
25°C’de 150 rpm’de 7 giin inkiibasyona tabi tutulmus ve kiiltiir filtratlar1 elde edilmistir.

Sekil 4.2°de kiiltiir filtrat1 elde etme agamalarinin goriintiileri verilmistir.
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Sekil 4.2. Ekstraselliiler Kiiltiir Filtrat1 Elde Etme Deneylerinin Goriintiisii

Deneysel  calismalarda  kullanilan  kiiltiir ~ filtratlar1 ~ olusabilecek
kontaminasyonlardan korunmalidir. Bu nedenle hiicresiz kiiltiir filtat1 elde etme siirecinin
filtrasyon asamalar1 aseptik sartlarda g¢aligilmistir. Dusane ve arkadaslarinin (2013)
yapmis olduklar1 ¢alismada kullanilan yontemlerde oldugu gibi hiicresiz kiiltiir filtrati
elde etme seleksiyon ¢alismalarinin dogrulugu agisindan 6nem tasimaktadir (Dusane et
al. 2013).

4.3.1. Agar Difiizyon Testi

Elde edilen kiiltiir filtratlari, patojen tiirlerin dokme plak yontemleri ile hazirlanan
soft MHA petrilere, 6 mm’lik mantar delici ile agilan kuyulara 200 pl olacak sekilde
eklenmistir. Petriler, 24 saat 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda zon

olusturan kiiltiir filtratlar1 belirlenmistir.
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120 adet filamentoz fungusun kiiltiir filtratlarinin denemelerinde C16, A01, C8,

C6, LC3, M1 kodlu izolatlardan pozitif sonu¢ alinmistir. Bu izolatlar morfolojik olarak

incelendiginde A01, C16, LC3, C8 izolatlar1 Aspergillus cinsine, M1 ve C6 izolatlarinin

ise Penicillium cinsine ait oldugu belirlenmistir. Diger izolatlarin ise patojen tiirlerde

herhangi bir zon olusumuna yol agmadig tespit edilmistir. Cizelge 4.1’de bu izolatlarin

zon ¢aplar1 verilmistir.

Cizelge 4.1. Agar Difiizyon Testi Sonuglar1 *

Indikator sus A0l LC3 C6 C8 Cl6 M1 Diger
[zolatlar

Staphylococcus aureus +++ A+ -
(ATCC 25923)

MRSA (Klinik izolat) e T I -

Pseudomonas aeruginosa - - - - - - -
(ATCC 27853)

Escherichia coli + - - ++ + ++ -
(ATCC 25922)

Enterococcus faecalis + - - ++ - + -

(ATCC 29212)

*+; 10 mm’den kiigiik zon, ++; 10-20 mm arasi zon; +++; 20 mm’den biiylik zon ¢aplarmni temsil

etmektedir.

Test edilen patojen tiirler i¢erisinde, zon olusumu en iyi S. aureus’a ve MRSA’ya

kars1 gozlenmistir. Bu 6rnekler igerisinde P. aeruginosa’nin gelisimini engelleyen bir

izolat bulunamamustir. Bu nedenle deneylerin devaminda S. aureus ve MRSA bakterileri

kullanilmastir.
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4.3.2. Tripsin/ Proteinaz K Parcalama Yontemi

Cl6, A01, C8, C6, LC3, M1 izolatlarmin kiltir filtratlarinda bulunan
antimikrobiyal aktivitenin protein kaynakli olup olmadiklarini belirlemek amaciyla,
kiltir filtratlar1 37 °C’de 6 saat tripsin ve proteinaz K enzimleri ile inkiibasyona
birakilmistir.  Inkiibasyon sonunda bu kiiltiir filtratlarinin olusturdugu zonlar agar

difiizyon testi ile belirlenmistir.

Bu deneysel calismada, kiiltiir filtratinin pozitif, proteazlarla muamele edilen
kiiltiir filtratinin ise negatif sonug vermesi, aktivitenin protein kaynakli oldugu sonucunu
gosterir (Dusane et al. 2013). Bu mantik ¢er¢evesinde deney sonuglari yorumlandiginda,
pozitif zon veren 6 izolat igerisinde sadece A01 ve LC3 kodlu izolatlarin protein kaynakli
zon olusturdugu gorilmiustiir. Sekil 4.3’te C6, LC3 ve A0l kodlu izolatlarin agar

difiizyon testine ait petri goriintiileri verilmistir.

Sekil 4.3. C6, LC3 ve A01 Kodlu Izolatlarin Agar Difiizyon Testi Gériintiisii. A. Kiiltiir
filtratt B. Proteazlarla muamele edilmis kiltir filtratt C. 100°C’de inkiibasyona
birakilmis kiiltiir filtrati.
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Sekil 4.3’te goriildiigii gibi C6 6rneginde, AMP kaynakli zon olusumu yoktur. Bu
ornekte olusan zon, muhtemelen protein olmayan farkli bir metabolitten kaynaklanmustir.
LC3 ve A0l izolatlarinda ise proteaz uygulamasi ile elde edilen kiiltiir filtrati zon
olusturmamustir. Bu sekilde, LC3 ve AO1 izolatlarinin AMP molekiilii tireticisi izolatlar
oldugu dogrulanmistir. Ayrica, 100°C’de yapilan kaynatma isleminin de proteinlerin
yapisint bozma egilimi gosterdigi bilinmektedir. Bu nedenle, kiiltir filtratlar1 100°C’de

30 dakika inkiibe edilmistir. Bu 6rneklerde de zon olusumu gozlenmemistir.

AMP iiretici izolatlarin belirlenmesinin ardindan, hacimsel olarak alinan kiiltlir
filtratlarinin antibiyofilm aktiviteleri degerlendirilmistir. AO1 izolatinin kiiltiir filtrati
yapilan ilk denemelerde antibiyofilm aktivite gostermistir. LC3 izolatinin kiiltiir filtrati
ise antibiyofilm aktivite gdstermemistir. Bu nedenle ¢aligmalara AO1 izolati ile devam
edilmistir.  Sekil 4.4’te LC3 ve AOl izolatlarmin antibiyofilm aktivitelerinin

karsilastirmalart gosterilmistir.

S. aureus (ATCC 25923)
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Sekil 4.4. LC3 ve A01 Izolatlarinin Kiiltiir Filtratlarinin Antibiyofilm Aktiviteleri
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CV boyasi, non-spesifik bir sekilde negatif yiiklii ylizey molekiillerinden olan ve
EPS igerisinde bulunan polisakkaritlere ve e-DNA’ya baglanir. Bu 6zelliginden dolay1
biyofilm ¢aligmalarinda siklikla tercih edilen bir boyadir (Shukla and Rao 2017). Mevcut
tez calismasinda, S. aureus hiicrelerinin biyofilm olusturmasi ve kiiltiir filtratlarinin

biyofilm olusumuna olan etkileri CV testi ile belirlenmistir.

4.3.3. Capraz EKim Yontemi

A0l izolat: ile S. aureus ve MRSA bakterilerinin YPG agar besiyerinde ikili
kiltiirleri yapilmistir. 7 giinliik AO1 izolatinin yanina bakteriler ¢izgi ekim yontemi ile
ekilmigtir. 1 gilinliik inkiibasyonun ardindan S. aureus ve MRSA’da iiremenin
engellendigi goriilmiistiir. Sekil 4.5’te ¢apraz ekim yOntemine ait petri goriintiileri

verilmistir.

Saureus ATCC 25923
o

\ S aureus ATCC 25923

Sekil 4.5. Capraz Ekim Yontemi Petri Goriintiileri.

Muhammad ve arkadaslarinin (2015), AMP iireticisi bakterilerin seleksiyonu ile
ilgili yaptiklar1 ¢calismada kullanilan ¢apraz ekim yontemi, mevcut tez ¢aligmasinda A0l
izolat1 ile yapilmis ve S. aureus ve MRSA’da antogonistik bir etkilesim goriilmiistiir.
(Muhammad et al. 2015). Bu yontem, AMP {ireticisi izolatlarin seleksiyonunda proteaz

muamelesi kadar kesin olmamakla birlikte, destekleyici bir yontem olarak kullanilmistir.
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4.3.4. Radyal inhibisyon Testi

Radyal inhibisyon testinde, S. aureus ve MRSA bakterilerinin dokme plak ile
hazirlanan kiiltiirleri YPG agar besiyerinde gelisen 7 giinlik AO1 izolatinin {izerine
eklenmigtir. 1 giinliik inkiibasyonun ardindan patojen bakterilerin gelisimleri
degerlendirilmistir. S. aureus ve MRSA, A01 izolatinin ¢evresinde sirasiyla 35 ve 30
mm’lik zon olusturmustur. Sekil 4.6’te radyal inhibisyon testine ait petri goriintiileri

verilmistir.

Sekil 4.6. Radyal Inhibisyon Testi. A. S. aureus B. MRSA’ a kars1 A01 izolatiinda
olusan zonlar

Radyal inhibisyon testi antimikrobiyal molekiil iiretici izolatlarin seleksiyonunda
kullanilan bir yontemdir (Lee et al. 2004). Bu yontem, ¢apraz ekim yonteminde oldugu
gibi, AMP freticisi izolatlarin seleksiyonunda destekleyici bir yontem olarak

kullanilmistir.

4.4. Protein izolasyonu ve SDS-PAGE

AO1 izolatmin kiiltiir filtrat1, 3 kDa MWCO ultrafitrasyon kolonlar1 ile
yogunlastirma islemine tabi tutulmus ve TCA yontemi ile proteinleri izole edilmistir.
Kuvvetli bir asit olan TCA, polipeptit zincirinde bulunan aa’lerin iyonik gruplarini
degisiklige ugratarak, polipeptitlerin degredasyonuna yol agar. Degrede olan proteinlerin

¢okme egilimi, izolasyonun yapilmasina olanak saglar.
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AMP izolasyonuda, TCA yontemi disinda farkli yontemler de kullanilmaktadir.
Bu yontemlerden biri olan amonyum siilfat ¢oktiirmesi protein izolasyonunda siklikla
tercih edilir. Bu tuz, proteinlerin degredasyonuna yol agmadan agregasyonu saglar.
Agregasyona ugrayan proteinler ¢okme egilimi gosterir. Bu yontemin en biiyiik
dezavantaji ise c¢oktiirmeden sonra kalan fazla miktarda tuzun uzaklastirilmasinda

yasanan problemlerdir (Wang et al. 2011).

TCA metodu, Medina ve arkadaglar1 (2008) ile Lankshman ve arkadaslar1 (2008)
tarafindan Onerilmektedir. Ayrica bu ¢alismalarda, filamentz funguslarin ekstraselliiler
proteinlerinin en iyi TCA yontemi ile izole edilebildigi gosterilmistir (Lakshman et al.
2008; Medina and Francisco 2008).

Elde edilen proteinlerin miktarlari, Bradford testi ile belirlenmistir (Bradford
1976). Siklikla tercih edilen bu test, olduk¢a hassas bir 6l¢iim yapmaktadir. Bradford testi
icin standart grafik, BSA proteini ile hazirlanmistir. Sekil 4.7’de Bradford standart grafigi

verilmistir.
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Sekil 4.7. BSA ile Hazirlanan Standart Grafik
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M A0l

37 kDA

25 kDa
20 kDa

15 kDa

10 kDa

Sekil 4.8. A01 Izolatinin Ekstraselliiler Proteinlerinin SDS-PAGE Profili. (M: Marker)

Farkl1 organizmalardan izole edilen AMP molekiilleri genellikle kii¢clik molekiiler
agirliga sahip oldugu icin, goriintiileme calismalarinda kii¢iik proteinlerin ayrimina
olanak saglayan 9%15’lik SDS-PAGE kullanilmistir. Sekil 4.8’da AO1 izolatinin
ekstraselliiler proteinlerinin SDS-PAGE profili gosterilmektedir.

4.5. AMP Molekiillerinin Belirlenmesi ve Saflastirilmasi

Total ekstraselliiler proteinlerden AMP molekiillerinin belirlenmesi amaciyla A0O1
izolat1 S. aureus kiltirii ile indiikleme islemine tabi tutulmus ve iki farkli grup
kullanilmigtir. Birinci grup, 37 °C’de 2 giin MHB besiyerinde gelistirilen S. aureus
hiicrelerine ait 1 ml hiicresiz kiiltiir filtratinin AO1 kiiltliriine eklenmesi ile
olusturulmustur. Ikincisi ise, ayn1 sartlarda gelistirilen S. aureus hiicreleri otoklavlanarak
oldiiriilmiis ve bunun 1 ml’si A01 kiiltiiriine eklenmistir. indiikleme isleminden sonraki
24, 48, 72 ve 96 saatlerde A01 izolatina ait kiiltiir filtratlari toplanarak agar difiizyon testi
ile zon olusup olusmadigr degerlendirilmistir. Ayrica bu kiiltiir filtratlari, protein
izolasyonu yapilmaksizin SDS-PAGE’de goriintiilenmistir. Sekil 4.9’da kiiltiir filtratinin
SDS-PAGE goriintiisiiniin zamana bagl analizi ve Sekil 4.10’da zamana bagl agar

difiizyon testi sonuglari verilmistir.
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A01 Kultirinin Ginleri

\
P

Kontrol Grubu

Kiiltiir Filtrati ile
Indiikleme

Otoklavl hiicreler

ile Indiikleme

Sekil 4.9. indiikleme Deneyine ait Kiiltiir Filtratlarinin SDS-PAGE Gériintiisii.

Otoklavl: hiicreler ile Kiltiir Filtrati ile
Indiikleme Indiikleme

Sekil 4.10. indiikleme Sistemine ait Kiiltiir Filtratlarinin Zon Degerlendirmesi. A.
Otoklavli hiicreler ile indiikklenmis AO1 kiiltiir filtratlarinin zon degerlendirmesi. B.
Kiiltiir filtrat1 ile indiiklenmis AO1 kiiltiir filtratinin zon degerlendirmesi.

Indiikleme sistemi uygulanmayan kontrol grubunda, sadece yedinci giinde 10 kDa
tizerinde bir bant alinmistir. Kiiltiir filtrat1 ile indiikleme isleminde altinc1 ve yedinci
giinlerde 10 kDa tizerinde bir bant alinmistir. Otoklavli hiicreler ile indiikleme isleminde

ise besinci, altinci ve yedinci gilinlerde 10 kDa tizerinde bir bant alinmistir. Agar difiizyon
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testinde ise bant goriilen bu orneklerde zon olusumu goriilmistiir. Bant goriilmeyen
giinlerde ise zon olusumu goriilmemistir. Bu deneyler degerlendirildiginde, kiiltiir
filtratinin SDS-PAGE goriintiistinde goriilen bu protein bantinin AMP molekiilii oldugu
tespit edilmistir. Ayrica indiikleme sistemlerinde otoklavli hiicreler ile indiiklemenin
proteinin iiretiminde daha etkili oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte, AO1 izolatinin
indiikleme olmaksizin, gelisiminin yedinci giiniinde bu molekiili drettigi de

gosterilmistir.

Literatiirde AMP molekiiliinlin belirlenmesi ile ilgili, indiikleme yontemi daha
onceki calismalarda bulunmamaktadir. Mevcut tez ¢alismasinin yontemsel yeniligi olarak
gosterebilecek bu  metod, farkli mikroorganizmalarda AMP  molekiiliiniin

belirlenmesinde kullanilabilir.

Deney sonuglariin yorumlanmasi ile 10 kDa iizerinde goriilen tek bantin AMP
olma 6zelligi tasidig1 sonucuna varilmistir. Literatiirde bulunan AMP molekiillerinin de
benzer agirliklarda olmasi indiikleme sisteminde bulunan sonucu desteklemektedir. Bu

tek bant 30 MWCO membran filitre kullanilarak saflastiriimistir.

Trisin-PAGE disik molekiiler agirliga sahip proteinlerin yiiriitiilmesinde
kullanilan etkili bir ydntemdir. Ozellikle 30 kDa’dan daha kii¢iik agirliga sahip proteinler
bu yontem ile birbirlerinden net bir sekilde ayrilabilmektedir (Haider et al. 2012). Bu

nedenle, mevcut tez ¢alismasinda da tercih edilmistir.

Sekil 4.11’de saflastirilan proteinin SDS-PAGE ve Trisin-PAGE goriintiisii
verilmistir. Goriintiilerdeki 1. kuyular, total protein ekstraksiyonuna 2. kuyular ise
saflastirilan polipeptite aittir. MIC degerinin belirlenmesi, 6ldiirme kinetigi egrisinin
cikarilmasi, MBIC degerinin belirlenmesi, sinerjik etkilesimin degerlendirmesi ve SEM

analizleri bu saflastirilmis protein ile yapilmustir.
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25kDa =2

17 kDa =

10 kDa
10kDa =

Sekil 4.11. Saflastirilan AMP’nin Goriintiisii. A. SDS-PAGE, B. Trisin-PAGE goriintiisii

4.6. MIC Degerinin Belirlenmesi

MIC mikroorganizmalarin iiremelerini durduran en kiigiik konsantrasyon
miktaridir. MIC belirleme islemi EUCAST protokolleri (Eucast Discussion Document E.
Dis 5.1) ile yapilmustir. Siv1 diliisyon yontemi ile yapilan deneylerde farkli bakteri suglari
kullanilmustir. Izole edilen polipeptit, S. aureus’a 32 pg/ul, MRSA’ya 128 pg/ul, E.
coli’ye 16 ug/ul ve E. feacalis’e 128 ug/ul MIC degerini vermistir. Bu polipeptit P.

aeruginosa’y1 incelenen konsantrasyon araliklarinda inhibe etmemistir.

4.7. Oldiirme Kinetigi Egrisinin Degerlendirmesi

Oldiirme kinetigi testinde, saflastirilan polipeptitin, patojen hiicreleri inhibe etmesi
icin gerekli olan zaman belirlenir (Ruppen and Sendi 2015).

Sekil 4.12°de S. aureus’a ait zamana bagli canlilik sayis1 asagidaki grafikte
verilmistir. Sekil 4.13de ise MRSA’ya ait 6ldiirme egrisi grafigi verilmistir. Oldiirme
kinetigi testine gore, AMP molekiili, MIC degerinde, 6 saat icerisinde S. aureus

hiicrelerinin gelisimlerini inhibe etmistir ve bakteriyosid bir etki géstermistir.
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Sekil 4.12. S. aureus’a Kars1 Oldiirme Kinetigi Egrisi

=== Kontrol 1/4 MIC MIC

12

10
p— — —
s 8 - - ) . .
S~ - _
E _ -
S 6
o
S 4

2

0

0 1 2 4 6 12
ZAMAN

Sekil 4.13. MRSA’ya Kars1 Oldiirme Kinetigi Egrisi

Oldiirme kinetigi egrisi, ilag adayr molekiiliin farmakodinamik fonksiyonlar:
hakkinda birgi vermektedir (Foerster et al. 2016). Bakterisidal bir aktivite varligindan s6z
etmek i¢in, verilen konsantrasyonun orijinal inokulasyon miktarindan >3 log(cfu/ml)
kadar hiicrenin azalmasi gerekmektedir. Daha az sayida hiicre azalmast ise antimikrobiyal
ilag adaymin verilen konsantrasyon miktarinda bakteriyostatik etki gosterdigini

belirtmektedir (Silva et al. 2011).

Nitekim, CLSI (https://clsi.org/) dokiimanlarina gore, S. aureus hiicrelerine karsi

bakterisidal aktiviteye sahip antibiyotiklerin kullaniminin enfeksiyonlarin kontroliinde
daha etkili olacagi bildirilmistir. Mevcut calismada 6ldiirme kinetigi egrisi sonuglari

incelendiginde, saflastirilan polipeptitin S. aureus ve MRSA hiicrelerine karsi, ¥4 MIC
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konsantasyonunda bakteriyostatik, MIC konsantrasyonunda ise bakterisidal aktivite

gosterdigi ortaya cikarilmistir.

4.8. MBIC Degerinin Belirlenmesi

MBIC, biyofilm olusumunu inhibe eden en kii¢iik madde konsantrasyonudur.
MBIC degerinin belirlenmesi amaciyla CV testi yapilmistir. Cizelge 4.2°de MIC ve
MBIC degerleri verilmistir.

Cizelge 4.2. MIC ve MBIC Degerleri

Indikator sus Inhibitor MIC MBIC100
Zon Capr* (mg/L) (mg/L)
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) +++ 32 2
MRSA (Klinik izolat) +++ 128 8
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) - > 512 B.S.
Escherichia coli (ATCC 25922) + 16 B.S.
Enterococcus faecalis (ATCC 29212) + 128 B.S.

*+; 10 mm’den kiigiik zon, ++; 10-20 mm arasi zon; +++; 20 mm’den biiylik zon ¢aplarint temsil

etmektedir. B.S. Belirlenmeyen Sonug.

MIC ve MBIC degerleri EUCAST kriterlerine gore 0,125 ile 512 pg/ul
konsantrasyon aralifinda degerlendirilmelidir. Bu konsantrasyonlar araliginda yapilan
calismalarda, izole edilen AMP molekiilii S. aureus’a kars1 32 pg/ul MIC degerine ve 2
pug/ul degerinde MBIC degeri vermistir. MRSA’da ise MIC degeri 128 pg/ul ve MBIC
degeri 8 pg/ul’dir.

MBIC degerinin, MIC degerinden kiiciik olmasi izole edilen AMP molekiiliiniin
antibiyofilm aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir. Bu acidan sonuglar
incelendiginde, saflastirilan polipeptitin  antibiyofilm aktiviteye sahip oldugu

goriilmektedir.
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Literatiirde bulunan fungal kaynakli AMP molekiillerinden, plektasinin
MRSA’ya karst MIC degeri, farkli suslarda degismekle birlikte ortalama 32 pg/ul’dir.
Plektasinin biyofilm inhibisyonu ise ¢alisitimamistir (Mygind et al. 2005). Baska bir
fungal kaynaklit AMP olan mikasin, MRSA’ya kars1 3,35 pg/ul MIC degeri vermistir (Zhu
et al. 2012). Coprinopsis cinerea’dan izole edilen kopsin’in ise S. aureus’a kars1 >64
ug/ml MIC degerine sahiptir (Essig et al. 2014). insan kaynakli LL-37’ ninise S. aureus 'a
karst MIC degeri 3,6 pg/ml’dir. MBIC degeri ise bu degerden ortalama 16 kat daha
diistiktiir. Farkli izolatlarda degerler degisiklik gostermektedir (Diirr et al. 2006). Bu
orneklerle karsilastirildiginda tez calismasi kapsaminda izole edilen polipeptitin,
funguslardan izole edilen AMP’lere yakin oldugu, buna ek olarak da antibiyofilm
aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir. Sekil 4.14 ve Sekil 4.15°de S. aureus ve MRSA’ya

ait antibiyofilm aktivite grafikleri verilmistir.

S. aureus (ATCC 25922)

100
E 80
2 60
=
g 0 I
E 20 I
S
2z 0 - - - - - - -
A N N N NN N NN
e N T I A 4
O Konsantrasyonl Y
yonlar
K 0,125 0,25 0,5 1 2 8 16 32 mg/
A
B

Sekil 4.14. Saflastirilmis Polipeptitin Konsantrasyona Bagli Antibiyofilm Aktivitesi. A.
CV testi fiksasyon Oncesi B. CV testi fiksasyon sonrasi.
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MRSA (Klinik izolat)
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Sekil 4.15. Saflastirilmis Peptitin Konsantrasyona Bagli Antibiyofilm Aktivitesi. A. CV
testi fiksasyon dncesi B. CV testi fiksasyon sonrasi.

4.9. Sinerjik Etkilesimin Degerlendirilmesi

AO01 izolatiin proteinleri saflastirilarak amfisilin ve kloramfenikol antibiyotikleri
ile etkilesimleri S. aureus (ATCC 25922)’a karst disk difiizyon testi yontemi ile
degerlendirilmistir. Sonug olarak sinerjik etkilesimin varligi saptanmamistir. Bununla
birlikte, saflastirilan polipeptitin bu antibiyotiklerle antogonistik etkilesiminin olmadigi
deney sonuglarimiz ile dogrulanmistir. Cizelge 4.3’te sinerjik etkilesime ait zon ¢aplari

ve Sekil 4.16°da petri goriintiileri verilmistir.

Cizelge 4.3. Sinerjik Etkilesim Zonlarinin Belirlenmesi

Saflastinlmis ~ Amfisilin -~ Kloramfenikol  Sinerjik Zon
Polipeptit

Zon 15,5+0,5 38+2 23+1 Amp-peptit: 47+1

Caplar1 (mm) Chp-peptit: 26+1
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Sekil 4.16. Sinerjik Etkilesime ait Petri Goriintiileri.

AMP ve ABP molekiillerinin, antibiyotiklerle sinerjik etkilesimi tedavinin
kolaylastirilmast bakimindan 6nemlidir. Pletzer ve arkadaslar1 (2016) yayinladiklari
derleme c¢alismasinda sinerjik etkilesiminin 6nemini vurgulamaktadirlar. Calismada,
sinerjik etkilesim ile daha az miktarda antibiyotik kullaniminin saglabilecegi ve
mikroorganizmalarin antibiyotiklere karsi diren¢ kazanmasinin Oniine gecilebilecegi

bildirilmistir (Pletzer et al. 2016).

4.10. SEM Analizi

6 kuyulu plaklarda hazirlanan biyofilm modelinde, lamellere tutunan S. aureus ve
MRSA hiicrelerinin 60.000 kat biiyiitme ile goriintiileri alinmistir. Ayrica %4 MIC ve MIC
degerlerinde saflastirilmig polipeptit eklenerek, S. aureus ve MRSA hiicrelerinde
morfolojik degisimler tespit edilmistir. Sekil 4.17, 4.18 ve 4.19°da S. aureus’a ait SEM

goriintiileri verilmistir.
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(Kong et al, 2016)

2ym
ETU-YUTAM

Sekil 4.17. Polipeptit Uygulanmayan S. aureus Hiicrelerinin SEM Goriintiileri. A.
Mevcut tez calismasinda ¢ekilmis goriintii. B. ve C. Literatiirde bulunan S. aureus
hiicrelerine ait goriintiiler.

Sekil 4.17°de gosterildigi gibi S. aureus hiicreleri biyofilm olusturma ve yiizeye
tutunma egilimindedir. Nitekim, deneysel olarak 60.000 kat biiyiitme ile c¢ekilmis

goriintiilerde bu durumu desteklemektedir.

s 4

(Bambaria et al, 2017)

- e— 1 ||| S—
1| GSFD ETU YUTAM

Sekil 4.18. 2 MIC Konsantrasyonunda Polipeptit Uygulanmig S. aureus Hiicreleri. A.
Mevcut tez calismasinda ¢ekilmis goriintii. B. ve C. Literatiirde bulunan S. aureus

hiicrelerine ait goriintiiler.
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(Liu et al, 2017)

Sekil 4.19. MIC Konsantrasyonunda Polipeptit Uygulanmig S. aureus Hiicrelerinin
Gorlintiileri A. Mevcut tez ¢aligmasinda c¢ekilmis goriintli. B. ve C. Literatiirde bulunan
S. aureus hiicrelerine ait gortintiiler.

Saflastirilmis polipeptitlerle muamele edilmis S. aureus hiicrelerininin ¥4 MIC ve
MIC konsantrasyonunda cam yiizeye tutunmalariin azaldigi goriilmiistiir. Literatiirde
bulunan goriintiilerle karsilastirildiginda, tutunan hiicrelerin azalmasi olumlu bir sonug

olarak degerlendirilmistir. Sekil 4.20°’de de MRSA’ya ait SEM goriintiileri verilmistir.

Sekil 4.20. MRSA Hiicrelerinin SEM Goriintiileri A. MRSA kontrol hiicreleri B. ¥4 MIC
konsantrasyonunda polipeptit ile muamele edilmis MRSA hiicreleri. C. MIC
konsantrasyonunda polipeptit ile muamele edilmis MRSA hiicreleri.

Elde edilen bulgular 1s18inda, saflastirilan polipeptit S. aureus ve MRSA

hiicrelerinde morfolojik degisime yol agtigi sonucuna ulasildi. Literatiirde yapilmis
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calismalarda, MIC degerinde S. aureus hiicrelerinin membran yapisinin bozuldugu
goriilmektedir. Benzer sekilde, MIC degerinde polipeptit eklenmis hiicrelerde membran

yapisinin bozuldugu ve tutunan hiicre sayisinin azaldigi goriilmistiir.

4.11. Hemolitik Aktivitenin Belirlenmesi

Aragtirma amach ticari kan ile yapilan hemolitik aktivite testinde PBS negatif
kontrol, Tween 20 ise pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Sekil 4.21°de hemolitik

aktivite sonucuna ait grafik verilmistir.

% Hemolitik Aktivite
(92}
o

%1 PBS 0,5 1 2 4 8 16 32 64 128
Tween
20
Konsantrasyonlar (ug/ul)

Sekil 4.21. Hemolitik Aktivitenin Degerlendirilmesi

Hemolitik aktivite testi antimikrobiyal molekiillerin eritrosit hiicrelerine
verebilecegi zararin degerlendirildigi bir yontemdir (Mahajan et al. 2014; Wu et al. 2014).
Literatirdeki orneklerden olan mikasin’de hemolitik aktivite gdstermemektedir.
Plektasin ise 400 pg/ml konsantrasyonunda eritrosit hiicrelerinin yarisin1 hemolize
ugratmaktadir (Zhu et al, 2012; Umerska et al, 2017). Yapilan deneylerin pozitif kontrol
ile karsilagtirilmasi sonucu, saflastirilan polipeptitin 0,5 — 128 ug/ul konsantrasyon

araliginda, kanda hemoliz meydana getirmedigi belirlenmistir.
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4.12. A01 Kodlu izolatin Klasik ve Molekiiler Tanis1

4.12.1. Klasik Tam

AO01 izolatinin cins bazinda tanisi i¢in hazirlanan preparatlar 151k mikroskobu ile
incelenmistir (Samson et al. 2014). Sekil 4.22° de AO1 kodlu izolatin goriintiileri

verilmistir.

Sekil 4.22. A01 Kodlu Izolatin Gériintiileri A. Koloni goriintiisii B. Konidiafor ve
konidiler

Molekiiler tan1 ¢aligmalar1 yapilmadan 6nce, cins bazinda tani yapilmas: PZR’de
hangi bolgelerin ¢ogaltilacaginin belirlemesi agisindan 6nemlidir (Samson et al. 2014).
Klasik tan1 ile AO1 izolatinin Aspergillus cinsine ait bir fungus oldugu belirlenerek, ITS’e

ek olarak kalmodulin bolgesinin de ¢ogaltilmasi gerektigi bulunmustur.

4.12.2. Molekiiler Tan1

Molekiiler olarak tiir tayini i¢in AO1 izolatindan DNA izolasyonu yapilmistir.
Elde edilen DNA’daki ITS ve kalmodulin bolgelerinin PZR’lar1 yapilmistir. Buna ek
olarak, Aspergillus cinsi funguslarda c¢alisilmis olan pB-tubulin gen bdolgesi de
cogaltilmigtir (Seip et al. 1990). Cogalan PZR iiriinleri agaroz jel elektroforezinde

goriintiilenmigstir. Sekil 4.23’de agaroz jel elektroforezinin goriintiisti verilmistir. ITS ve
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kalmodulin {riinleri yaklagik 600 baz ¢ifti, B-tubulin ise ortalama 550 baz cifti

uzunlugundadir.

M ITS Bt Cmd M

1000 bg

600 bg
400 be

Sekil 4.23. A01 Izolatinin ITS, B-tubulin(Bt) ve Kalmodulin (Cmd) PZR Gériintiisii.

Elde edilen PZR firiinleri, saflastirilmis ve ¢ift yonlii okuma ile dizi analizi
yaptirilmistir. Hizmet alimui ile gergeklestirilen bu asama ile elde edilen veriler, Bioedit

programinda analiz edilmis ve blast algoritmasi (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi)

kullanilarak GenBank’ta kayith diger tiirlerle karsilastirilmistir. ITS bolgesinin
karsilagtiritlmast sonucu AO1 izolatinin Aspergillus tubingensis oldugu belirlenmistir.
Kalmodulin ve B-tubulin dizilerinin karsilastirilmasi ile bu sonuglar dogrulanmistir. ITS
bolgesine ait dizi, MH540151 NCBI kayit numarast ile NCBI veritabanina

kaydedilmistir. EK1, 2 ve 3’te Bioedit program goriintiileri verilmistir.

4.13.  MALDI-TOF / MS ile Proteinin Karakterizasyonu

Saflagtirillmis polipeptitin belirlenmesi peptit kiitle parmak izi yaklasimi ile
yapilmustir. “Applied Biosystem 4700 Proteomics Analyzer 430510 cihazi ile yapilan
MALDI-TOF MS analizi, hizmet alimu ile gerceklestirilmistir.

Sekil 4.24°de gosterilen skor histogrami identifikasyonun dogru olup olmadigi
vermektedir. Burada protein skoru -10xLog(P) formiilii ile hesaplanir. Yaptigimiz
analizde 54’ten biiyiik protein skor degerleri anlamlidir (p<<0.05). Deneysel skor degeri
ise 85’dir. Mascot analizinde veritabaninda bulunan proteinlerle en yiiksek benzerligi

gosteren proteinler karsilastirmali olarak gosterilmektedir. Mascot analizi sonuglarina
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gore, %57 sekans benzerlik orani ile Aspergillus tubingensis’in karakterize edilmemis
proteini (AOA1LIMXD7 ASPTU) oldugu bulunmustur. Sekil 4.25’de de kiitle/ zaman

grafigi verilmistir.
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Sekil 4.24. Skor Histogrami.
Analiz sonuglarina gore veri tabaninda eslesen proteinin aa dizisi Sekil 4.26’da

verilmistir. Kirmizi ile isaretli aa eslesen bolgeleri gostermektedir. Bu sekilde proteinin,

92 aa uzunlugunda ve 10.087 kDa agirliginda oldugu tespit edilmistir.
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MQLTSIAIILFAAMGAIANPIAAESDDLLARDAQLSKYGGCSLEHNTCT
YRKDGKNHVVSCPSAANLRCKTDRHHCEYDHHKTVDCQTPV

Sekil 4.26. AOALLOIMXD7_ASPTU Proteinin aa Dizisi. Kirmiz1 olarak isaretlenmis
aa’ler eslesmelerin oldugu bolgelerdir.

NCBI veritabani karsilastirmalarinda polipeptitin antifungal protein siiper ailesine
ait korunmus bir bolge tasidigi bulunmustur. Sekil 4.27°de antifungal protein siiper
ailesinin protein tizerindeki lokasyonu verilmistir. Literatiirde afp olarak adlandirilan
filamentéz fungus kaynakli AMP’ler Aspergillus ve Penicillium cinslerinden izole
edilmislerdir (Nakaya et al. 1990; Park et al. 2008). Ancak literatiirde A. tubingensis’ten
izole edilen afp’ye rastlanmamistir. Ayrica literatiirde bulunan afp’lerin antibiyofilm

aktiviteleri de degerlendirilmemistir.

1 15 50 45 &0 k] a2

[ ' ' ! | ' ' ' ' | ' ' ' ' | ' ' ' ' | ' ' ' ' | ' ' ' ' [
Query seq. MOLTSIAIILFAAMGATANPIAAESDODLLARDAOLSKYGGECSLEHNTCTYRKDOGKNHYY SCPEAANLRCKTORHHCEYDDHHKTYOCOTRY
Specific hits

Superfanilies fAntifungal _prot superfamily

Sekil 4.27. AOA1ILIMXD7_ASPTU Proteininin Korunmus Bolgesinin Gosterimi.

Proteinin 3 boyutlu yapisi ve “CPHmModels-3.2 Server” algoritmasi ile tahmin
edilmistir. Bu algoritma yardimiyla elde edilen veriler “PyMOL Molecular Graphics
System” programi ile hazirlanmigtir. Sekil 4.28°de proteinin tahmini 3 boyutlu yapisi
goriilmektedir. Proteinin aa dizisinde diger afp molekiillerine benzer sekilde 6 tane sistein
aa’i bulunmaktadir. ilk 18 aa’lik kisim diger afp’lerde oldugu ekstraselliiler ortama

salgilanmada sinyal bolgesi olarak gorev yapmaktadir.

Sekil 4.28. AOA1LIMXD7_ASPTU Proteinin 3 Boyutlu Yapisi
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5. SONUC ve ONERILER

Son on yildir, yeni nesil antibiyotikler olarak gosterilen protein kaynakli
antimikrobiyal molekiiller, antibiyotik tarama c¢alismalarinin merkezinde olmustur.
AMP’ler antimikrobiyal 6zelliklerinin yaninda, antibiyofilm, antikanser, antiinflamator,
antiviral gibi 6zellikleri de birlikte barindirabilir. Bu 6zelliklerin ne kadar ¢cogunu birlikte
tasirsa, o AMP o kadar degerli olur. Literatiirde, filamentéz fungus kaynakli dogal
ABP’ler bulunmamaktadir. Bu nedenle, literatiirdeki bu boslugu tamamlamak ve yeni
ABP molekiilii ortaya koymak icin filamentdz funguslardan AMP f{ireticilerinin
seleksiyonu gerceklestirildi. Bu AMP f{iretici funguslardan antibiyofilm 6zelligi tagiyan
polipeptit izole edilerek, saflagtirild1 ve karakterize edildi.

Sonu¢ olarak, mevcut tez calismasi ile ilk kez filament6z funguslardan
antibiyofilm aktiviteye sahip polipeptit gosterilmistir. Maldi-TOF/MS sonuglarina gore
bu polipeptitin, UniProt veritabaninda bulunan AOA1L9IMXD7 ASPTU kodlu
karakterize edilmemis bir protein oldugu bulunmustur. Bu polipeptitin, S. aureus ve
MRSA suslarina kars1 antimikrobiyal ve antibiyofilm aktivite gosterdigi tespit edilmistir.

Ayrica, P. aeruginosa’ya karsi antimikrobiyal aktiviteye sahip olmadigi1 da belirlenmistir.

Elde edilen polipeptit, APD3 veritabaninda bulunan adlandirma sisteminde
onerildigi gibi, Aspergillus tubingensis tiir isminin ilk iki harfleri alinarak, bunlarin

sonuna “sin” ekinin eklenmesi ile olusturulan “astusin”ismi ile adlandirilmistir.

Astusinin, iizerinde ¢ok fazla ¢alisma yapilmis olan plektasin, mikasin ve eurosin
gibi filament6z fungus kaynakli AMP molekiilleri ile karsilastirildiginda, AMP
Ozelliginin yaninda, antibiyofilm aktivitesinin de bulunmasi bakimindan avantaja sahip

oldugu gosterilmistir.

Ileri ¢alismalar olarak bu ABP molekiiliiniin farkli bakterilerde antibiyofilm
aktivitesi degerlendirilmelidir. Ayrica fizyolojik kosullara dayaniklilig1 degerlendirilerek

in vivo deneylerde uyumlulugu, aktivitesi ve stabilitesi belirlenmelidir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasi ile izole edilen astusinin, klinikte kullanima gegirilebilmesi i¢in
farkli ¢caligmalara ihtiya¢ vardir. Bu ¢aligmalar asagida maddeler halinde sunulmus ve

ileriki ¢alismalar i¢in Onerilmistir.

1. S. aureus’un farkli klinik suslarinda ve diger stafilokoklarda MIC ve MBIC
degerleri karsilastirilarak, sonuglar1 degerlendirilmelidir.

2. Astusinin tretimi A. tubingensis AO1 izolatinda (Yabanil tip) optimize
edilmelidir. Ayrica rekombinant tiretimi i¢in uygun ekspresyon sistemleri
bulunmalidir.

3. Semisentetik ve sentetik ABP molekiilii iiretiminde, astusin kalip olarak
kullanilabilir. Bu nedenle, D ve L formlariin aktiviteleri karsilastirilabilir ve
proteazlara daha diregli hale getirilmesi i¢in modifikasyonlara tabi tutulabilir.

4. Astusinin, sicakliga dayanimi, pH degisimlerindeki davranisi ve c¢esitli
kimyasallardaki aktivite degisimleri degerlendirilmelidir.

5. Fizyolojik pH kosullarinda dayanimi degerlendirimeli ve transplantasyona
uygun olup olmadigi belirlenmelidir.

6. Astusinin ilag sanayisinde kullanilabilme potansiyeli degerlendirilmelidir.

7. Insan hiicrelerine toksik dzellik gosterip gostermedigi belirlenmelidir.

8. Hayvan deneyleri ve faz g¢alismalar1 ile in vivo antibiyofilm aktivitesi

degerlendirilmedir.
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