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INSAN B-DEFENSIN-2 PROTEINININ Pichia pastorisTE REKOMBINANT
URETIMI
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Molekiiler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dali
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Antimikrobiyal peptitler (AMP) 6-100 aminoasit igeren ve canlilar tarafindan
iiretilebilen genelde katyonik, hidrofobik, lizin ve arjinin aminoasitleri agisindan zengin
olan kisa peptidlerdir. Insan beta defensin-2 (hBD-2), diisiik molekiil agirlikli, sistein
acisindan zengin katyonik 6zellik igeren, epitel hiicrelerinde enfeksiyon durumunda
iiretimi artan antimikrobiyal bir peptidtir. Pichia pastoris 6karyotik protein {iretimi i¢in
kullanilabilen yiiksek ifade, indiiklenebilirlik, okaryotlara yakin glikolizasyon
mekanizmasi gibi avantajlara sahip ekspresyon sistemidir. Bu tez ¢alismasinda, FaDu
(ATCC® HTB-43™) hiicre hatt1 Pseudomonas aeruginosa (ATCC 10145) bakterileri ile
indiiklenmis ve RNA izolasyonu yapilmistir. Bu RNA’lardan cDNA sentezi yapilmis ve
Ozgiin primerler kullanilarak hBD-2 polimeraz zincir reaksiyonu ile ¢cogaltilmistir. Elde
edilen hBD-2’nin 6nce pGEM-T ecasy vektoriine alt klonlamasi yapilmistir. Ardindan
pPICZaA vektoriine klonlamasi yapilarak elektroporasyon yontemi ile P. pastoris X-33
hiicrelerine transforme edilmistir. hBD-2 peptidinin, elde edilen rekombinant P.
pastoris’te AOX promotorii kontroliinde 30 °C’de 96 saat boyunca iiretimi agar difiizyon
testi, QRT-PCR, SDS-PAGE ve western blotlama yontemleri kullanilarak izlenmistir.
Sonugta, hBD-2 peptidinin 30 °C, 150 rpm’de ve %2 metanol indiiklemesi ile 96 saatte
iiretiminin gergeklestigi tespit edilmistir. Elde edilen fonksiyonel 6zelliklerini koruyan
hBD-2 peptidi terapotik amaglar i¢in kullanilabilir.

2022, 65 sayfa

Anahtar Kelimeler: hBD-2, Antimikrobiyal peptit, Rekombinant DNA teknolojisi,
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ABSTRACT

MS. Thesis

RECOMBINANT PRODUCTION OF HUMAN B-DEFENSIN-2 PROTEIN IN
Pichia pastoris

Seymanur COBANOGLU

Erzurum Technical University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Aysenur YAZICI

Antimicrobial peptides (AMP) are short peptides containing 6-100 amino acids.
It can be produced by living organisms, generally rich in cationic, hydrophobic, lysine
and arginine amino acids. Human beta defensin-2 (hBD-2) is an antimicrobial peptide
with low molecular weight, containing cysteine-rich cationic properties, and whose
production is increased in case of infection in epithelial cells. Pichia pastoris is an
expression system that can be used for eukaryotic protein production with advantages
such as high expression, inducibility, and glycosylation mechanism close to eukaryotes.
In this study, FaDu (ATCC® HTB-43™) cell line was induced by Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 10145) and RNA was isolated. cDNA was synthesized from these
RNAs and hBD-2 was amplified with polymerase chain reaction using unique primers.
The resulting hBD-2 was first subcloned into the pGEM-T easy vector. Then, it was
cloned into the pPICZaA vector and transformed into P. pastoris X-33 cells by
electroporation. Production of hBD-2 peptide in the obtained recombinant P. pastoris
under the control of AOX promoter for 96 hours at 30 °C was monitored using agar
diffusion test, gRT-PCR, SDS-PAGE and western blotting methods. As a result, it was
determined that the hBD-2 peptide was produced at 30 °C, 150 rpm and 96 hours with the
induction of 2% methanol. The resulting functional active hBD-2 peptide can be used for
therapeutic purposes.

2022, 65 page
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1. GIRIS

1. GIRIS

1922 yilinda ilk bilinen insan antimikrobiyal peptidi (AMP) olan lizozim ve nisin
Alexander Fleming tarafindan tanimlanmistir. 1928 yilinda penisilinin kesfedilmesinin
ardindan 20. yiizyilin ortalarinda diger antibiyotik siniflar1 da kesfedilmistir (Fleming
1929). "Antibiyotiklerin Altin Cag1" olarak adlandirilan dénem, 1943'te penisilin ve
streptomisinin klinikte uygulanmasiyla baslamistir. Fakat bu siire¢ antibiyotiklerden 6nce
kesfedilen AMP’lerin golgede kalmasina neden olmustur (Fleming 1922). Giiniimiizde
ise, antibiyotik direngliliginin hizla artmasi AMP’lere olan ilgiyi yeniden giindeme

getirmistir.

1.1. Antimikrobiyal Peptitler

AMP’ler 6-100 aminoasit igeren host defensin (HDP) olarak da adlandirilan,
canlilar tarafindan iiretilen, genellikle katyonik ve hidrofobik 6zellik gosteren, lizin ve
arjinin aminoasitleri agisindan zengin kisa peptid molekiilleridir (Mookherjee et al. 2020).
AMP’ler tek hiicreli organizmalarin biyolojik nislerini paylasan diger organizmalara kars1
besin maddeleri i¢in rekabet etmelerine yardimci olurken, c¢ok hiicreli canlilarda
bagisiklik sisteminin bir pargasidir. Ayn1 zamanda enfeksiyoz ajanlara karsi ilk savunma
hattidir (Lai and Gallo 2009). Bu molekiiller, canli organizmalar arasinda hayatta kalmak
icin kullanilan biyolojik silahlardir. Bugiine kadar bakterilerden 391, arkelerden 5,
protistlerden 8, mantarlardan 22, bitkilerden 364 ve hayvanlardan 2446 AMP izole
edilmistir (https://aps.unmc.edu/database). Pozitif yiikleri +2° den +10’a kadar degisen
ozellik gostermektedir (Wang et al. 2017). Ayrica, %40 ile %60 aras1 hidrofobik

aminoasite sahiptir (Hancock and Sahl 2006).

1.2. Antimikrobiyal Peptitlerin Kesfi

Tarihsel siiregte 1896’da bugday ununda bulunan ve ekmek mayalarim
oldiirebilen bir maddenin oldugunu gosteren ¢alismalar yapilmistir (Jago and Jago 1926).
1920’lerin basinda Alexander Fleming lizozim ve nisin adli antimikrobiyal aktiviteye

sahip molekiilleri bulmustur (Fleming and Allison 1922).


https://aps.unmc.edu/database

1. GIRIS

AMP'ler, viriislerden parazitlere kadar genis bir hedef organizma yelpazesine
sahiptir. Fleming’den sonra kesfedilen AMP, 1939 yilinda René Jules Dubos’un
topraktan izole ettigi Bacillus brevis’den gramisidin’dir. Bu peptid, ilk kez terapotik
olarak kullanilmis, yaralarin ve ilserin tedavisi i¢in etkili oldugu belirlenmistir. Bu
AMP’nin ¢esitli Gram pozitif bakterilere karsi aktiviteye sahip oldugunu bulmuslardir.
(Dubos and Cattaneo 1939).

1941'de baska bir AMP, tirosidin kesfedilmis ve hem Gram negatif hem de Gram
pozitif bakterilere karsi etkili oldugu bulunmustur (Dubos and Hotchkiss 1941).
Ardindan, Triticumaestivum bitkisinden purotionin olarak adlandirilan mantarlara ve bazi
patojenik bakterilere karsi etkisi bulunan baska bir AMP molekiilii daha izole edilmistir
(Dubos and Hotchkiss 1941; Balls et al. 1942).

1950 yilinda bazi Escherichia coli suslarindan polimiksin E (kolistin) izole
edilmistir. Polimiksin E, bir lipid kuyrugunun izledigi siklik bir peptit yapisina sahiptir
(Stansly et al. 1947). Bu lipopeptit, 2003 yilinda Gram negatif bakteriyel enfeksiyonlari
tedavi etmek i¢in FDA tarafindan onaylanmistir. Glintimiizde, polimiksin E, Gram negatif
patojenlerin neden oldugu enfeksiyonlar1 tedavi etmek i¢in son care olarak klinik

kullanimda olan bir bakteriyosindir.

1956 yilinda ilk hayvansal kaynakli AMP, tavsan l16kositlerinden izole edilmistir
(Hirsch 2004). 1962 ve 1965 yilinda ineklerin epitel dokudan izole edilen bombinin
tanimlanmigstir. 1963 yilinda ise insan lokositlerinin lizozomlarinda AMP varligini

kesfedilmistir (Zeya and Spitznagel 1963; Groves et al. 1965).

1967 yilinda alametisin, Trichoderma viride mantarindan izole edilen bir peptit
antibiyotiktir. Gram pozitif bakteri ve mantarlara kars1 aktif oldugu belirlenmistir (Fox
and Richards 1982; Leitgeb et al. 2007). 1980'lerde Steniner ve arkadaslar1 Hyalophora
cecropia giivesinden sekropinleri kesfetmistir (Steiner et al. 1981). 1987°de, Afrika
pengeli kurbagasindan magaininler kesfedilmistir. Bunlar, membranlarla birleserek

amfipatik bir sarmal igeren lineer peptitlerdir (Zasloff 1987).



1. GIRIS

1988'de, katelisidin ailesinin ilk {iyesi olan sigir baktenesin tanimlanmigtir
(Romeo et al. 1988). 1995 yilinda, homolog bir gen arastirmasina dayali olarak, bilinen
tek insan katelisidini olan LL-37, kesfedilmistir (Gudmundsson et al. 1996). 1998 yilinda
inek siitlinden laktoferrin ve insan CD8+ sitolitik T hiicrelerinde tanimlanan ilk AMP olan

graniilisin kesfedilmistir (Pena et al. 1997).

2010 yilinda lucifensin, boceklerden kesfedilen ve kurtguk tedavisinde kullanilma
potansiyeline sahip 6nemli bir AMP’dir (Cerovsky et al. 2010). 2015 yilinda Lewis ve
arkadaslari, yapmis oldugu deneyde diren¢ gelisimine neden olmayan yeni bir peptit
antibiyotik olan teikobaktini I-chip (isolation chip) teknolojisi kullanarak kesfetmislerdir.
Bu AMP’nin Gram pozitif patojenlerle savasmak i¢in tibbi kullaniminin olabilecegi

diistiniilmektedir (Ling et al. 2015).

Yukarida tarihsel sira ile anlatildigi gibi, gliniimiize kadar ¢ok sayida AMP
molekiilii tanimlanmistir. AMP’ler g¢ogunlukla havadaki patojenlere maruz kalan
dokularda, organlarda ve dogustan gelen savunmanin onciileri olup virtislere, bakterilere
ve mantarlara kars1 etkili oldugu bilinmektedir (Zasloff 2002; Radek and Gallo 2007;
Schauber and Gallo 2008). AMP’ler herhangi bir semptoma neden olmadan g¢ogu
enfeksiyonun durdurulmasinda onemli bir rol oynamaktadir. Bdylece geleneksel
antibiyotige umut verici bir alternatif olarak kullanilabilme potansiyeli bulunmaktadir (Li
et al. 2012; Xiao et al. 2013; Wang et al. 2016).

ANTIMIKROBIYAL PEPTITLERIN KESFi

1991 2017
TAP Uramin
PR-39
1922 1928 1939 1967 1985 1988 1996 1997 2010 2015 2021
Lizozim  Nisin  Gramisidin Mellitin HNP-1 Baktenesin LL-37 hBD-2 Lusifensin  Teikobaktin Astusin
1947 1970 1973 1995 2003 2013 2020
Polimiksin Bombinin Kalata B1 hBD-1 Daptomisin DEFB114 Kakaoidin
1941
Gramisidin S ;?igtin 2019 .
Darobaktin
Tasiplesin

Sekil 1.1. Antimikrobiyal peptitlerin kesfinin zaman ¢izelgesi
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1.3. Yapilarina Gore Antimikrobiyal Peptitler

AMP’ler yapilarina gore a-heliks polipeptitler, B-tabaka igeren polipeptitler, halka
yapisindaki polipeptitler ve diizensiz sekilli polipeptitler olmak iizere 4’e ayrilirlar

(Koczulla and Bals 2003).

a-heliks polipeptitler, 40 aa’den daha az uzunluklarda olup sistein igermeyen
lineer sarmal yapidadirlar (Brogden et al. 2003). Dogada en yaygin bulunan amfipatik
ozellik gosteren katyonik peptitler sinifi i¢inde en ¢ok arastirilan gruptur (Zasloff 2002;
Haney et al. 2009; Mihajlovic and Lazaridis 2010). a-heliks peptitler sadece primatlarda
ve kemirgenlerde bulunur (Patil et al. 2004). Sekil 1.2°de gosterilen bu yapi, mellitin,
magainin ve LL-37 gibi AMP’lerde bulunur.

AN

Sekil 1.2. a-heliks polipeptit yapisi

B-tabaka igeren polipeptitler, iki ya da daha fazla disiilfit baglariyla bagli, 16-40
aa uzunlugunda sistein agisindan zengin yapi igerirler. Sekil 1.3’de gosterilen bu yap1 3
defensinler ve protegrinler gibi AMP gruplarinda bulunur (Brogden et al. 2003). Bu

peptitler incelenen her memeli sinifinda bulunmustur (Patil et al. 2005).

&

Sekil 1.3. p-tabaka polipeptit yapist
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Halka (loop) yapisindaki polipeptitler, tek bir disiilfit, amid ya da izopeptit bagi
ile olusmus bir halka igerirler. Prolin-arjinin aminoasitlerini ¢okg¢a igermesinden dolay1
amfipatik Ozellige sahip degildir (Cabiaux et al. 1994). Sekil 1.4’de gosterilen yapiya

ornekler baktenesin ve tanatindir.

e

-

Sekil 1.4. Halka (loop) polipeptit yapisi

Diizensiz sekilli polipeptitler ise 10-100 aminoasit uzunlugunda olup, yiiksek
oranda prolin ya da glisin igerir. B-tabaka ve a-sarmal tabakasi icermez. Sekil 1.5’de
gosterilen bu yapiya indolisidin, PR 39 ve profeninler 6rnek verilebilir (Brogden et al.

2003).

N

-

Sekil 1.5. Diizensiz sekilli polipeptit yapist
1.4. Antimikrobiyal Peptitlerin Biyolojik Ozellikleri
1.4.1. Antibakteriyel 6zellik

Katyonik AMP’ler Gram negatif bakterilerde bulunan lipopolisakkaritlere, Gram
pozitif bakterilerin ise lipoteikoik asit yapisina ve mantarlarin mannan yapisinin anyonik
olmasindan dolay1 gii¢lii afinite ile baglanirlar. AMP’ler, hiicre i¢eriginin disar1 ¢gitkmasini

saglamak i¢in zar yapisinin bozulmasina, delinmesine neden olurlar. Bakteriyosinler,
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bakterilerden izole edilen kiiciik molekiillii katyonik AMP'lerin (30-60 amino asit) biiyiik
bir sinifidir. Antibakteriyel aktivite gosterir (Wieprecht et al. 2000).

1.4.2. Antikanser 6zellik

Antikanser peptidler (ACP'ler), antikanser aktivitesine sahip AMP’lerdir. Yapilari
a-sarmal veya B-tabakali olabilir. Dolagimdaki veya ilgili dokulardaki defensinlerin,
bulasic1 bir tehditle kars1 karsiya kaldiginda viicut defensin iiretimini arttirabilir. Bu
nedenle defensinlerin biyolojik belirtegler olarak ¢alismasi 6nerilmistir. AIDS hastaligina
sebep olan HIV viriisii ile enfekte olan hasta, enfeksiyonun AIDS durumuna ulagsmasini
onlemek i¢in antiretroviral tedavi (ART) almaktadirlar. Uzun siireli ART alan hastalarda
Insan B-defensin 2 (hBD-2) konsantrasyonundaki degisikliklerin olmasi oral skuamoz
hiicreli karsinom (OSCC) hastaligin1 erken safhada tespit edilebilmesini miimkiin
kilmaktadir (Nittayananta et al. 2013). Defensinlerin hem dokuda hem de plazmada farkli
ekspresyon seviyeleri ile kolorektal kanser i¢in biyolojik belirtecler olarak cok 1yi
calistigi one strtlmistiir (Albrethsen et al. 2005; Melle et al. 2005; Albrethsen et al.
2006).

1.4.3. Antiviral ézellik

Antiviral ilaglarin virtislere karsi olan siirli etkinligi nedeniyle antiviral peptitler,
varsayilan terapotik ajanlar olarak iyi adaylari temsil eder (Kolodziejet al. 2011).
Antiviral AMP’ler viral ters transkriptazin veya 6n entegrasyon kompleksinin aktivitesini
inhibe ederek veya dairesel viral DNA'nin cekirdege tasinmasini Onlerler. Ayrica
AMP'ler, viral zarflara entegre olarak zar kararsizligina neden olabilir, boylece viriislerin
konakg1 hiicreleri enfekte etmesini onler (Mulder et al. 2013). Baz1 antiviral AMP'ler,
memeli hiicreleri lizerindeki spesifik reseptorleri baglayarak viral partikiillerin konake1
hiicrelere girmesini dnleyebilir. Ornegin, laktoferrin gibi bazi a-sarmal katyonik peptitler,
Herpes simpleks viriisii (HSV) viral partikiillerinin konakg1 hiicre yiizeyine baglanmasi
icin gerekli olan heparan siilfat molekiillerine baglanarak HSV enfeksiyonlarini
onleyebilir, boylece viriis-reseptor etkilesimlerini bloke edebilir (Andersen et al. 2004,

Jenssen et al. 2004).
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1.4.4. Antikandidal 6zellik

Yaklasik 58 insan AMP’sinin antikandidal etki yaptig1 bilinmektedir (Wang et al.
2009). B-defensinler, katelisidin LL-37, hepsidinler ve histatinler 6rnek verilmektedir.
Insan terindeki LL-37’nin mantar enfeksiyonuna kars1 dogustan gelen savunmasinda rol

oynadig1 goriilmektedir (Garcia et al. 2005).

1.4.5. Kemotaktik aktivite

Defensinler ve katelisidin LL-37'nin bulundugu 35 insan AMP'si kemotaktik
ozelliklik icermektedir. AMP'ler bakterilerin zarlariyla etkilesimi hedeflediginde
kemotaktik 6zelikleri, peptitlerin konak hiicre reseptorleri ile birlesmesini saglar. LL-37,
monositlere, makrofajlara, nétrofillere ve T hiicrelerine karst kemotaktik 6zellik
gostermesi formil peptit reseptorii 1 (FPRL-1)’nili baglayarak sagladigi bilinmektedir
(Yang et al. 2000).

1.4.6. Yara iyilestirme

AMP’lerin diger bir 6zelligi de yaralarin iyilesmesinde rol oynamaktadirlar.
Ornegin, histatin 2 nin fibroblast hiicre gociinii artirdigi, LL-37'nin ise hiicre gdgiinii
indiikleyebilmesi ve proliferasyonu tetiklemesinden otiirii bu peptitlerin hizli yara
kapanmasinda rol oynadig1 6ne siiriilmektedir (Oudhoffet et al. 2010). Bir baska 6rnek
olarak kurt¢uk tedavisi verilebilir. Yesil sise sineginin (Lucilia sericata) kurtguk
tedavisinde kullanilmasi, boceklerde bulunan defensin ailesinden lucifensin adli

AMP’nin dezenfekte edici bileseni icermesinden kaynaklandigi bildirilmektedir.

1.5. Antimikrobiyal Peptitlerin Etki Mekanizmasi

AMP’ler genis spektrumlu antimikrobiyal aktivitelere ve diger bir¢ok biyolojik
fonksiyonlara sahiptir. Genellikle spesifik olmayan mekanizmalarla, mikroorganizmalari
inhibe edebilir veya oOldiirebilir. Dolayisiyla, bu antimikrobiyallere karst direng
olusturulmas: diisiik bir ihtimaldir. AMP’ler antibiyotiklere karsi direng gosteren patojen
bakterileri 6ldiirebilme 6zelligine sahiptir. AMP’lerin temel etki mekanizmasi, hiicre
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zarin1 hedeflemesidir. Hiicre zar1 iizerindeki negatif yiik ile etkileserek bakteri hiicresini

oldirebilirler (Zasloff 2002).

AMP’ler, membran biitiinliigiinii proteinleri, DNA ve RNA sentezini inhibe
ederek veya belirli hiicre i¢i hedeflerle etkilesime girerek hiicreleri dldiiriirler. Bakteri
hiicrelerinin toplam proteinlerinin ii¢te biri, membranla iliskilidir ve bu proteinler, besin
alinimi, solunum, proton giicii, ATP {iretimi ve hiicreler arasi iletisim dahil olmak iizere
kritik olan bir¢cok fonksiyona etki ederler (Zhang and Rock 2009). Genellikle AMP’ler
sadece bir siif mikroorganizma (6rnegin bakteri veya mantar) karsi etkili degildir;
AMP’lerin farkli tiirde mikroorganizmalara karst farkli etkiye sahip olduklari
bilinmektedir. Bazi AMP’ler farkli hiicre tiplerini dldiirme etkisine sahiptir. Ornegin,
PMAP-23, hiicre membranlarinda goézenekleri olusturarak hem mantarlar1 hem de

parazitleri 6ldiirebilir (Lee et al. 2002; Park et al. 2004).

1.5.1. Membran aktif AMP

AMP’lerin hiicre i¢i hedefleri dahi olsa, antimikrobiyal aktiviteleri i¢in hiicre
membran ile etkilesimi gerekir (Ludtke and He 1996). Membran aktif AMP’lerin ¢ogu
amfipatiktir, bu da hem katyonik hem de hidrofobik yiiklere sahip olduklar1 anlamina
gelir. Bu oOzellik, negatif yilkli hiicre membrani ile elektrostatik etkilesimini ve
membranin i¢ kismina yerlesmesini saglar. Daha sonra AMP'nin hidrofobik kismi,
AMP'nin hiicre zar1 i¢ine yerlestirilmesine yardimci olur. Etki mekanizmalarina gore,

membran aktif AMP’ler 5 farkli model olarak literatiirde bulunmaktadir.

Fi¢1 tahtast modeli, AMP’lerin bakterileri 6ldiirme seklinin aciklandig: ilk
mekanizmadir (Ehrenstein and Lecar 1977). AMP’ler, bakteri yiizeyinde monomerler
olarak birikir ve ardindan daire desenleri olustururlar. Baglanirken membrani hali benzeri
bir sekilde kaplayarak lipit ¢ift tabakasina dik olarak yerleserek gozenekler meydana
getirirler (Pouny and Shai 1992).

Hal1 kilim (deterjan benzeri) peptit modelinde, peptid ¢ift tabaka membrana temas
ederek kiiciik bir alanin1 kaplar. AMP molekiilleri, gozenek olusturur ve deliklerden

gecerek lipit katmanlarina niifuz eder (Pouny and Shai 1992; Bolintineanu et al. 2012).

8
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AMP bir deterjan gorevi gorerek membranin pargalanmasina sebep olur (Bechinger

2005).

Membran incelmesi modelinde, AMP’ler kendilerini lipit katmaninin sadece bir
tarafina yerlestirir ve lipit molekiilleri arasinda bir bosluk olustururlar. Olusan bu
bosluklar bir giic olusturur ve komsu lipit molekiillerini kendisine dogru g¢ekerek

membran tabakasinda incelmeler meydana getirir (Chen et al. 2003; Mecke et al. 2005).

Agregat modeli, farkli yapilardaki AMP’ler, membran yiizeyine paralel yapisarak
flip flop hareketi ile kiire benzeri yapilar olusturmak i¢in kendilerini dikey olarak zara
yerlestirirler. Sitoplazma zarinda olusan kiireler agregasyonlara sebep olur ve iyonlarin

gecisine izin verirler. Sonugta, membran yapisina zarar vererek bozulmasina neden

olurlar (Pouny and Shai 1992; Matsuzaki et al. 1996; Wu et al. 1999).

Toroidal gézenek modeli, AMP’ler lipit membranina dikey olarak hizalanirlar.
Hidrofobik bolgeleri membranin polar gruplart ile yer degistirerek membranin hidrofobik
bolgelerinde yariklar meydana getirirler (Wu et al. 1999; Brogden et al. 2003). AMP
molekiilleri zarin daha derinlerine girer. AMP'ler, hali modeline benzer bir sekilde, igine
dik bir sekilde sokulup membran iizerinde birikerek bozulmasina neden olur (Matsuzaki
et al. 1996). Fi¢1 tahtast modelinden farkli olarak lipidler, AMP'ler ile transmembran
sekilde baglanir.

Deterjan benzeri Toroidal modeli

Sekil 1.6. AMP’lerin etki mekanizmalarina ait modeller (Huan et al. 2020)

9
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1.6 Yiik Icerikleri

AMP’lerin katyonik 6zelligi lizin ve arginin gibi pozitif yiiklii amino asitlerden
kaynaklanmaktadir. Mikroorganizma zarinin negatif yiiklii yiizeye sahip olmasi ve bu
negatif yiik ile katyonik peptitlerin elektrostatik etkilesime girmesi 6nemli bir 6zelliktir.
Bircok calismada katyoniklik ile peptitlerin konak savunma aktivitesi arasinda gii¢lii bir

iliski oldugunu gostermistir (Bessalle et al. 1992; Matsuzaki et al. 1998).

1.6.1 Amfipatiklik ve hidrofobiklik

Amfipatiklik, bir molekiiliin yapisinda hem hidrofobik hem de hidrofilik grubun
bulunmasidir. Peptidler, hiicre membraniyla etkilesime girdiginde, peptidin hidrofobik
kismi, polar lipid kuyruklari ile etkilesime girerken, hidrofilik kisimlar ise zarlarin sulu
ortaminin polar bas gruplari ile etkilesime girer (Vidal et al. 2007). Peptit hidrofobikligi
ile yapilan arastirmalarda peptit hidrofobikligi arttiginda hiicre zarina baglanma ilgisinin
arttigin1 bunun antimikrobiyal aktiviteyi artirabildigini gostermistir (Wieprecht et al.
1997; Zelezetsky et al. 2005).

1.7. Kaynaklarma Gore AMP’ler

AMP'ler tiretildikleri organizmalara gore bakteri, fungus, protozoa, bitki, amfibi,

memeli ve bocek AMP'leri olarak gruplara ayrilir.

Bakteri; 391
Protist; 8

_Diger; 35

Sekil 1.7. AMP kaynak dagilimin grafiksel hali verilmektedir

10



1. GIRIS

1.7.1. Memeli AMP’leri

a-defensinler, promyelositler nétrofiller bakteriyel enfeksiyondan sonra bagirsak
paneth hiicrelerinde iiretilen ii¢ kivrimli yapidan olusan bir antiparalel beta tabakasi
yapisina sahip katyonik AMP’lerdir. Ilk olarak 1966 yilinda Gine domuzu nétrofil
peptidleri (GPNP) bulunmustur (Michael and Sylvia 1987). HNP1-4 insanlarda

notrofillerde bulunan ve en ¢ok calisilan a-defensindir (Date et al. 1994).

B-defensinler , a defensinlere benzer bir lic boyutlu yapiya sahiptir, disiilfid
baglarindan o6tiirti farklilik gosterirler (Patil et al. 2005). Hem o hem de B ailelerinin ortak
bir atadan gelen B-defensin geninden evrimlesmislerdir. Bu peptidler nétrofillerden ve
diger l16kositlerden {iretilirken, B defensinler graniiler olmayan mukozal epitel hiicreleri
olan solunum, gastrointestinal ve genitotiriner sistemler tarafindan tiretilir (Cunliffe and
Mahida 2004). B defensinler dogustan gelen bagisiklik sisteminin dnemli bir parcasidir
ve simdiye kadar incelenen pek ¢ok memeli tiiriinde bulunmustur (Yang et al. 2004;

Sugiarto and Yu 2004).

Ik bildirilen B-defensin, trakeal antimikrobiyal peptit (TAP) ineklerin trakeal
mukozasindan elde edilmistir (Diamond et al. 1991). TAP'in defensin ailesinde
tanimlanmas1 daha 6nce birkag notrofil peptidi (a-defensinler olarak adlandirilan NP'ler)
ile benzer fonksiyonel ve yapisal Ozellikler gosterdigi bildirilmistir. Fakat sistein
icerikleri ile B-defensin ve disiilfit baglarinin konumu a-defensinlerle karsilastirildiginda
farklidir. Sigirlardan baska bir peptid olan lingual antimikrobiyal peptit (LAP) izole
edilmistir (Schonwetter et al. 1995). insan epitel hiicrelerinde p defensinler bulunur. Deri
keratinositler, kornea, meme bezi ve iireme, sindirim, idrar ve solunum yolu epitel

hiicrelerinde ifade edilir (Garcia et al. 2001; Wang 2014).

1.7.2. insan AMP’leri

Insanda AMP'lerin, cilt, solunum yollari, kulaklar, agiz gibi yiizeylerde ve
akcigerler, bagirsaklar gibi de dokularda iiretilmektedir (Marchini et al. 2002). Insan
AMP’lerinin bagisiklik sisteminin diizenlemesi, yara iyilesmesi gibi ozelliklere sahip

oldugu gosterilmistir (Yount and Yeaman 2012). insan AMP'lerinin uzunluklar1 10 ile

11



1. GIRIS

149 amino asit arasinda olup net yiikleri -3 ile +20 arasinda degismektedir (Wang 2014).
1922'de, tiikiiriikkte kesfedilen insan lizozimi, gbzyasi ve bagirsakta da bulunan ilk
antimikrobiyal proteindir (Fleming 1922; Wang 2014). Histatinler, defensinler,
katelisidinler, dermisidinler ve hepsidin olarak bes gruba ayrilirlar (Wang 2014).

1970 yillarinin basinda kesfedilen histadin, histidin aminoasidi (aa) agisindan
zengin igerige sahip, insan tiikiirigiinden elde edilmis olan AMP’dir (Holbrook and
Molan 1973). Histatinler dogustan gelen bagisiklik sisteminin 6nemli pargasidir ve agiz
sagliginin korunmasinda bakterisidal ve fungisidal ozellikleri ile Onemli bir role
sahiptirler (Smet and Contreras 2005). Dermisidin, cilt yilizeyinde insan ter bezleri
tarafindan salgilanan anyonik bir savunma peptidtir. Ayrica proteoliz indiikleyici faktor
(PIF) olarak da bilinir. Hedef hiicrede bir iyon kanali olusturarak veya proteolitik
aktivitenin bir sonucu olarak antimikrobiyal aktivite gosterirler (Schittek et al. 2001).
Hepsidinler 2000 yilinda insan kaninda kesfedilmistir. Ozellikle sistein (%32) agisindan
zengin, dort disiilfid bagi i¢erireren peptidtir (Krause et al. 2000).

Katelisidinler, prolin ve arginin agisindan zengin olan yiiksek oranda korunmus
sinyal dizisine sahip bir 6ncii bolge igeren proteinlerden tiiretilen sarmal peptidlerdir.
Insanlarda, yalmizca LL-37 olarak adlandirilan bir katelidin varyanti karakterize
edilmistir. LL-37, hCAP18 proteininin C-terminalinden ve olusan insan CAP18'inden
proteoliz ile tiiretilir (Gudmundsson et al. 1996). Cift 16sin ile baslayan ve 37 amino
asitten olusan LL-37, sistein icermedigi i¢in lineer bir yapiya sahiptir (Wang 2014). LL-
37, T hiicreleri, NK ve B hiicreleri, notrofiller, monositler gibi 16kositlerde ve ayrica
testislerin, cildin ve gastrointestinal sistemin epitel hiicrelerinde eksprese edildigi
bilinmektedir (Agerberth et al. 2000). LL-37, hem Gram pozitif hem de negatif bakterilere
kars1 antimikrobiyal aktivite gosterirken ayn1 zamanda antitiimdr aktiviteye de sahiptir

(Okumura et al. 2004).

1.7.2.1. insan defensinleri

Insanlarda ilk B-defensin (hBD-1) 1995 yilinda diyaliz tedavisi alan hastalarin
hemofiltratlarindan izole edilmistir. hBD-2 ise, ilk kez psoriatik deride tanimlanmustir.

Bugiine kadar, 31 adet beta defensin tanimlanmstir (Schroder and Harder 1999). insan
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genomunun kapsamli arastirmalari, 2002 yilinda B-defensinler (DEFB'ler) i¢in yaklasik
40 potansiyel kodlama bolgesi ortaya ¢ikarmistir (Schutte et al. 2002; Rodriguez et al.
2003). B-defensin gen kiimeleri i¢indeki yiiksek gen duplikasyonu sikligi nedeniyle,
DEFB genlerinin sayisinin daha da fazla olmasi mimkiindiir. Epitel dokulardaki f-
defensin genlerinin ekspresyonu enfeksiyon ve inflamasyondan etkilenmektedir.
Defensinlerin antibakteriyel, antiviral ve antifungal 06zelliklerin yani sira ¢esitli
organizmalarda dogustan gelen ve adaptif bagisiklik sistemlerini modiile etme

ozelliklerine sahiptir.

1.8. Insan p-Defensin 2 (hBD-2)

Insan B-defensin 2 (hBD-2) ilk olarak 1997 psoriatik cilt lezyonlarindan izole
edilmistir (Schroder and Harder 1999). Insanlarda 8. kromozom iizerinde yer alan
DEFB4A ve DEFB4B genleri tarafindan kodlanan, cilt antimikrobiyal peptit 1 (SAP1)
olarak da bilinen 41 aminoasitten olusan diisiik molekiiler agirlikli, sistein agisindan
zengin katyonik bir peptidtir (Schroder and Harder 1999). Notral pH’da yiiksek katyonik
ozellik gosterirken, teorik pl degeri 9.30 oldugu bilinmektedir. Sedef hastalarinin deri
lezyonlarinda ve kistik fibrozlu hastalarin akciger epitellerinde hBD-2 geninin (DEFB4)
ifade edildigi bilinmektedir (Schutte et al. 2002).

Defensin genlerinde mevcut olan kopya sayis1 varyasyonlari, insanlar arasindaki
immiin sistem cevabinin farkliliklarina yol agmaktadir. Defensinler viral enfeksiyonlar
sirasinda dogustan gelen ve sonradan kazanilmis immiin cevaplarda degisiklikler
meydana getirerek immiin diizenleyici olarak gorev alirlar (Holly et al. 2017). hBD-2
proteini de viral enfeksiyonda immiin cevabin baglamasini aktive etmektedir (Kim et al.
2018). Ancak, hBD-2’nin viral enfeksiyonlardaki bu etkinliginin dogasi heniiz tam olarak
anlasilabilmis degildir. Fakat hBD-2’nin antiviral 6zelliginin oldugu Covid-19
hastalarinda hBD-2 ve diger defensin genlerinin ekspresyon seviyesinin arttigi

belirlenmistir (Idris et al. 2020).

Koroner epitel hiicrelerinin, P. aeruginosa (PAO1) kiltir filtrat1 ile
indiiklendiginde, hBD-2 gen ekspresyonu upregiile olmaktadir. Ayrica PAO!’in

lipopolisakkarit iiretmeyen mutantlar1 ile yapilan indiikleme de ise hBD-2 gen
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ekspresyonunda herhangi bir degisiklik goriilmemistir. Bu durum, hBD-2 gen
ekspresyonunun bakteriyel lipopolisakkaritler ile arttigin1 géstermektedir (Mcnamara et
al. 1999). Kistik fibrosis hastaligi, akcigerlerdeki klorit kanallarinin (CFTR) bozulmasi
sonucu olusur ve bu hastalar P. aeruginosa enfeksiyonlarina karsi risk altindadir. CTFR
kanallarindaki bozukluk epitel hiicrelerinden salgilanan tuz konsantrasyonunda artisa yol
acar ve bu durum akcigerlerdeki mukozal savunma sistemini bozmaktadir. Yiiksek NaCl
seviyesi hBD-2 defensin proteinlerini bakterileri 6ldiirme yetenegini diisiirmektedir.
hBD-2’nin ekspresyonu TNF-a, IL1-f ve Gram negatif bakteriler ile indiiklenmektedir.
Bu durum hBD-2’nin enflamatuvar yanit lizerine sentezlendigini gostermektedir. hBD-
2’nin ekspresyonunun transkripsiyon seviyesinde diizenlenmesi, edinilmis antibiyotik
direngliligine karsi, bu proteini etkili bir terapdtik ajan adayr olarak karsimiza
cikarmaktadir (Harder et al. 1997; Schroder and Harder 1999; Peng et al. 2004). Ayrica,
hBD-2’nin enflamasyon diginda da bazal seviyede solunum yolu epitel hiicrelerinde ve
deri hiicrelerinde {iretildigi deneysel ¢alismalarla gosterilmistir (Schroder and Harder
1999).

Sekil 1.8. hBD-2’nin molokiiler yapisi

1.9. Klinik Calismalarda AMP’ler

Insan tiikiiriigiinde bulunan histatinin bir tiirevi olan P-113, birkag histidin
kalintis1 ile 12 amino asitten olusur (Paquette et al. 1997). Bu peptidin, dis eti iltihab1 ve
periodontal hastaliklari 6nlemek i¢in agizdan uygulanabilirligi bildirilmistir (Kavanagh
and Dowd 2004). P-113, Candida albicans ve yaygin Gram-pozitif ve negatif patojenlere
kars1 giiclii in vitro bakterisit ve ayrica fungisidal aktivite gostermistir. HIV hastalarinda
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oral kandidiyaz i¢in P-113"in Faz I ve II klinik denemeleri tamamlanip, Faz I ve II klinik
caligmalari, P-113"lin gargara veya jel formiilasyonu olarak giinliik oral kullanim i¢in

giivenli oldugunu gostermistir (Hancock 2000).

Magainin 2'nin analogu olan Pexiganan (Gaenera, ABD), Locilex adl1 diyabetik
ayak tilserlerininde kullanilan krem formunda ticari olarak gelistirilen ilk antimikrobiyal
peptittir. 1999 yilinda ise, FDA onay1 reddedilmistir. Ciinkii Pexiganan, ¢ogu ilacin
(%60-70) diisiik etkinlik nedeniyle basarisiz oldugu faz II denemelerinde ilacin
performanst yetersiz etkinlik kanit1 gosterilmistir (Lamb and Wiseman 1998; Lipsky et
al. 2008). Demegen, HIV hastalarinda oral kandidiyazis i¢in ag1z gargarasi olarak tedavi
icin Pacgen firmasia (Kanada) Faz I/II klinik ¢alismasi i¢in onay verilmistir (Hancock
2000). AM-Pharma firmasi (Hollanda), hematopoietik kok hiicre nakli yapilan hastalarda
enfeksiyonlarin onlenmesi i¢in laktoferrisin bazli peptitlerin (insan laktoferrisinin N-
terminalinden 11-mer peptit, hLF-11) gelistirilmesinde faz | tamamlanmistir (Costa et al.
2014). Insan nétrofilpeptidinden tiiretilen rBPI-21, siddetli pediatrik meningokoksemi ve
Crohn hastaliginin tedavisi i¢in faz II/III denemelerindedir (Hancock 2000; Schultz and
Weiss 2007).

LL-37 yara iyilestirme tedavisinde ¢ok 6nemli bir faktor olan ve diyabetik ayak
iilseri (DFU) tedavisinde kullanilan dermal hiicrelerin anjiyogenezini, goc¢iinii ve
proliferasyonunda etkilidir. Kronik orta kulak enfeksiyonunu tedavi etmek igin
gelistirilmektedir. Ayrica biyomedikal cihazlarin tiretimi i¢in de ¢alisilmaktadir ve faz 1l

denemeleri devam etmektedir (Mangoni et al. 2016).

1.10. Rekombinant Protein Uretimi

Farkli biyolojik canli tiirlerinden elde edilen DNA’nin genetik miihendisligi
teknolojisi araciligiyla kesilmesine veya elde edilen DNA pargalarinin birlestirilmesi
islemine Rekombinant (heterolog) DNA teknolojisi denir. Bu teknoloji ile elde edilen
DNA molekiilii rDNA olarak adlandirilir. ilk olarak 1972 yilinda Paul Berg’in
rekombinant DNA elde etmesiyle beraber bilim diinyasinda ilerlemeler baslamigstir
(Pavlou and Reichert 2004). Rekombinant DNA teknolojisi ile pek ¢ok konakg¢ida bakteri,

maya, bocek hiicreleri, memeli hiicreleri ve bitki ekspresyon sistemleri kullanilarak
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iretilen proteine ise rekombinant protein denilmektedir (Assenberg et al. 2013).
Gliniimiizde farmasotik olarak iretilen ilaclar asilar veya endiistriyel olarak gida,
deterjan, kozmetik gibi pek ¢ok iiriin rekombinant olarak tretilmektedir (Porro et al.
2005). Rekombinant protein iiretiminde prokaryotik ve Okaryotik konaklar

kullanilmaktadir.

1.10.1. Prokaryotik ekspresyon sistemleri

E. coli rekombinant DNA teknolojisinde en ¢ok kullanilan konak organizmadir.
Ucuz olmasi, hizli gelisimi, kiiltiir stirelerinin kisa olmasi, fazla oranda biyokiitle elde
edilmesi ve yiiksek verimlilikle iiretimi saglama acisindan pek cok avantaj saglarken
genetik manipiilasyonlara yatkin olmamasi, inkliizyon cisimcigi olusturmamasi,
posttranslasyonel modifikasyonlarin sinirli olmasi, bazt memeli proteinlerini ifade etme

zorlugu gibi dezavatajlar1 bulundurmaktadir (Brondyk 2009; Assenberg et al. 2013).

1.10.2. Okaryotik ekspresyon sistemleri

Mayalar, rekombinant proteinlerin iiretimi i¢in siklikla kullanilan konakg¢ilardir.
Giiniimiize kadar ¢ok sayida proteini ifade etmek icin basariyla kullanilmistir. Mayalar
metilotrofik ve metilotrofik olmayan mayalar olmak {izere iki sinifa ayrilmaktadir.
Metilotrofik mayalar; bir karbon bilesigini karbon ve enerji kaynagi olarak kullanirlar.
Hansenula polymorpha, Pichia pastoris, Pichia methanolica, Pichia minuta, Candida
boidinii bu gruba ait mayalardir (Porro et al. 2005; Wittmann 2017). Metilotrofik olmayan
mayalar ise iceceklerin iiretimi, etanol, enzimler, vitaminler, organik asitler gibi pek ¢ok
alanda kullanilmaktadir. Bu mayalar ise Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces

lactis, Yarrowia lipolytica, Kluyveromyces marxianus’dir.

S. cerevisiae rekombinant protein iretiminde kullanilan ilk mayadir. Fakat son
zamanlarda P. pastoris, S. cerevisiae’dan daha yiiksek oranlarda rekombinant protein
ekspresyonu saglamasindan dolay: tercih edilen maya ekspresyon sistemi haline gelmistir
(Brondyk 2009). Rekombinant protein tiretiminde, P. pastoris’in S. cerevisiae’ya karsi
birgok tstlinliigii bulunmaktadir. Bunlar, yiliksek yogunluklu hiicre biiylimesi, salgilanan

proteinlerin yliksek verimlilikte olmas1 ve immiinojenik glikanlarin daha az olmasidir
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(Tran et al. 2017). Ozellikle P. pastoris, insan kaynakli proteinlerin rekombinant

uretiminde tercih edilmektedir.

2009 yilina kadar kullanilan P. pastoris 1000' den fazla endiistriyel enzim ve 500
kadar biyofarmasotik tirtiniin tiretimi i¢in basariyla kullanilmistir (Fickers 2014; Yang
and Zhang 2018). Genomunun manipiile edilmesinin kolay olmasi, gelismis protein

katlama ve posttranslasyonel modifikasyonlar1 yapilabilmesi gibi avantajlara sahiptir.

1.10.3. Diger ekspresyon sistemleri

Bitki konaklari, biyoaktif peptidler ve ilaglar gibi karmasik translasyon sonrasi

modifikasyonlar gerektiren proteinlerin ifadesi i¢in uygun sistemlerdir (Yin et al. 2007).

Memeli ekspresyon sistemlerinin kullanimi genellikle en az verimde elde edilen
rekombinant proteinler igin kullanilir. Cin hamsteri yumurtalik (CHO) hiicrelerinin ve
murin miyelom hiicre ekspresyon sistemleri, protein ekspresyonu i¢in tercih edilen

memeli ekspresyon sistemleridir (Heffner et al. 2018).

1.11. Pichia pastoris

P. pastoris (Komagataella phaffii) metanolii karbon ve enerji kaynagi olarak
kullanabilen 1-5 pum ¢apinda ve 5-30 um uzunlugunda olan oval sekilli 6karyotik
organizmadir (Cregg 1999). 3-7 pH’da ve 25-35°C sicaklikta yasayabilirler (Cereghino
and Cregg 2000). Son yillarda, rekombinant protein iiretimi i¢in en ¢ok kullanilan
ekspresyon sistemlerinden biri haline gelmistir (Vogl et al. 2018). Yiiksek verimlilik,
iiretim kapasitesinin yiiksek olmasi, genis dlcekli ve siirekli iretimlerde olumsuz sartlara
dayaniklt olmasi, post-translasyonal modifikasyon yapmasi, patojen o&zelliginin
bulunmamasi ve GRAS statiisiinde giivenilir olarak kabul edilmesi gibi pek ¢cok avantaja
sahiptir (Yang and Zhang 2018). ifade edilecek olan proteini intraselliiler ve ekstraselliiler
olarak iiretebilmektedir. En yaygin olarak kullanilan ve ticari olarak alinabilen P. pastoris
tiirleri, her ikisi de P. pastoris NRRL Y-11430'dan tiiretilen GS115 ve prototrofik tiir olan
X-33' tiir (Stroman et al. 1989).
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P. pastoris’te heterolog protein iiretimi i¢in kullanilan indiiklenebilir ve yapisal
promotorler bulunmaktadir. P. pastoris, AOXI ve AOX2 olarak adlandirilan iki
alkoloksidaz genine sahiptir. Alkol oksidaz (EC 1.1.3.13) metanol kullanim yolundaki ilk
enzimdir ve metanoliin formaldehite oksidasyonunu katalize eder (Anthony 1982;
Veenhuis et al. 1983). Genlerin protein kodlayan bdlgeleri, niikleotid ve amino asit dizi
seviyelerinde sirasiyla %92 ve %97 oraninda homologken, promotdr bolgelerinin DNA
dizileri homolog degildir (Ellis et al. 1985; Cregg and Madden 1987; Koutz et al. 1989).
P. pastoris’de metanol ile indiiklenebilir alkol oksidaz promotéri pAOX1 veya
konstitiitif gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz promotorii pGAP en yaygin olarak
kullanilan promotorlerdir (Xuan et al. 2009; Portela et al. 2017). Metanol yanic1 ve toksik
oldugundan, pAOX1 uygulamasi biiyiik 6lgekli uygulamalar i¢in her zaman uygun
degildir. Fakat gliserol veya glikoz ile indiiksiyona izin veren sentetik promotorler,
nitrojen kaynagina bagli promotorler, pFLD1, metionin veya inorganik fosfat tarafindan
bastirilabilen giiglii promotorler kullanilmaktadir (Shen et al. 1998; Ruth et al. 2010;
Delic et al. 2013).

1.11.1. P. pastoris’te protein salgilanmasi

Protein salgilanmasi, onciil proteini hiicre disina salgilamak icin olgun ve aktif
proteine doniistiirmek icin ¢ok fazla siire¢ gerektiren bir mekanizmadir. Salg1 yoluna bir
proteinin girmesi i¢in, yeni olusan proteinde N-terminal sinyal dizisi gereklidir.
Sitozolde, etiketlenen Onciil protein, sinyal tanima bolgesi (SRP) tarafindan taninir. SRP
once Onciil proteine, sonra da endoplazmik retikulumda ayrilmaz bir membran proteini
olan Sec61p kompleksinin reseptdriine baglanir. Iletken bir kanal olusur ve yeni olusan
protein, kanaldan aktarilir. Bu islem sirasinda sinyal peptidi, zara bagl bir peptidaz olan

Ste13p tarafindan ¢ikarilir (Hegde and Bernstein 2006).

ER'de protein katlanmasi ve glikolizasyon ve peptit bdliinmesi gibi translasyon
sonrast modifikasyonlar meydana gelir. Molekiiler bir saperon olan 1s1 sok proteini
Hsp70, protein yikimina, protein-protein etkilesimlerine ve protein translokasyonuna ek
olarak protein katlanmasinda yardimcidir. Protein eger gerekli tanima bolgelerine sahipse
N-glikolizasyon meydana gelir. N-glikolizasyon, proteinlerin  gerekli tanima

bolgelerinden (amino asit dizisi asparagin-X-serin / treonin, X prolin hari¢ herhangi bir
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amino asit olan) olusur. Asparajin rezidiilerine bir oligosakarit Onciisii
(GLC3MAN9GLCNAC?2) eklenir ve sakarit {initelerinin ¢ikarilmast ve yeniden
eklenmesiyle degistirilir. O-glikosilasyonlar i¢in, proteinin serin veya treonin
kalintilarina dolicil fosfattan mannoz ilave edilir ve N-glikosiller gibi iglenir (Delic et al.
2013). Daha sonra, protein daha ileri islendigi Golgi cisimcigine tasinir. Dogru
katlandiginda ve protein kalitesi kontroliinli gegtikten sonra, olgun protein ortama salinir

(Shuster 1991; Puxbaum et al. 2015).

1.12. Tez Calismasinin Amaci

Antibiyotik direncliligi, bir antibiyotigin belirlenen tedavi dozunda bakteriyi
Oldiirme veya inhibe etme yetenegindeki diisiis olarak ifade edilir. Giliniimiizde
antibiyotik direnci insan sagligina yonelik en biiyiik ve 6nemli tehditlerden biri haline
gelmistir.  Ciinkii antibiyotigin asir1 ve yanhs kullanimi, yatay gen transferleri,
mutasyonlarin  etkileriyle beraber mikroorganizmalar antibiyotiklere  direng
gelistirmektedir. Ayrica diinya genelinde bakteriyel kaynakli enfeksiyonlarin 2050 yilina
kadar 10 milyon insan 6liimiine ulasacagi 6ngoriilmiistiir (Taglie and Rappuoli 2018). Bu
sorunlara kars1 umut verici molekiiller olarak bilenen AMP’lerin antibiyotik direncine

kars1 etki gdsterme potansiyelinde oldugu bilinmektedir.

Yeni nesil antibiyotikler olarak adlandirilan AMP molekiillerinin iiretimi
glinlimiizde kimyasal sentez yolu ile yapilmaktadir. Kimyasal sentez oldukga pahali bir
yontem olup, uzun zincirli AMP molekiilleri iginse elverisli olmamaktadir. Bu nedenle,

AMP molekiillerinin rekombinant iiretimleri 6nem kazanmis durumdadir.

Bu tez ¢alismasinda, terapotik amagl kullanilma potansiyeli olan hBD-2’nin ilk
kez tasarlanacak ekspresyon vektorii ile P. pastoris X-33’de iiretimi ve iiretiminin

optimizasyonu hedeflenmistir.
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Fang ve arkadaslar1 (2002) hBD-2 proteininin rekombinant iretimi, sedef
hastalarinin deri lezyonlarinda kesfedilmesinden sonra rekombinant iiretim ile ilgili
calismalar yapilmustir. {1k iiretim ¢alismalar1 E. coli bakterisinde denenmistir. Fiizyon
proteini seklinde pET28 vektoriine hBD-2 proteini klonlayarak, western blot yontemi ile
BL21 (DE3) hiicre lizatlarinda hBD-2 iiretimini gézlemlemislerdir (Fang et al. 2002).

Peng ve arkadaslar1 (2004) hBD-2’nin E. coli’de iiretimi i¢in farkli bir tasarim
gerceklestirmiglerdir. Bu ¢alismada, hBD-2 geni pET-32a (+) vektoriine, Onceki
caligmadan farkli olarak kodon optimizasyonunu gercgeklestirerek klonlanmistir. Ayrica
iretimin sicaklik, IPTG konsantrasyonunu ve besiyeri igerigini optimize etmislerdir

(Peng et al. 2004).

Cai ve arkadaslar1 (2004) Baculoviriis ekspresyonu vektor sistemi (BEV) ile hBD-
2 iiretimi icin fizibilite ve ilgili teknik giizergahini belirlemek i¢in ¢calisma yapilmislardir.
Sonuglar, BEV sisteminin, Rekombinant hBD-2'yi iiretmek igin yiiksek verimli bir

biyolojik reaktor olarak kullanilmasinin miimkiin oldugunu gostermistir (Cai et al. 2004).

Peng ve arkadaslar1 (2004) E. coli’de kodon kullaniminin hBD-2 ekspresyonu
iizerindeki etkisi arastirmiglardir. hBD-2 Onciisiinii kodlayan iki kodlama dizisinin her
ikisi de E. coli BL21'de (DE3) tioredoksin ile flizyon proteini olarak ifade edildi. Sonug,
konagin kodon yanliliginin, rekombinant hBD-2'nin yiiksek diizeyde ifadesinde biiyiik
bir engel oldugunu géstermistir (Peng et al. 2004).

Chen ve arkadaglar1 (2005) hBD-2'yi verimli bir sekilde tiretmek i¢in alternatif bir
yontem olarak E. coli’de hiicresi olmadan biyosentez sistemi gelistirilmislerdir. Hiicre
sistemi olmadan 6zel bir pIVEX2.4c-trxA-shBD-2 plazmidi olusturularak iiretimi
saglamislardir (Chen et al. 2005).

Chen ve arkadaglar1 (2006) 14 nadir kodonlu hBD-2 geni kullanilarak hBD-2
flizyon proteinini eksprese etmek i¢in bir E. coli hiicre icermeyen sistem kullanmiglardir.

Bu da insan hBD-2 geninin, kodonlarin optimizasyonu olmadan bir E. coli hiicresiz
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sistemde verimli bir sekilde hBD-2 flizyon proteinini eksprese etmek i¢in dogrudan
kullanilabilecegini gostermistir (Haigin et al. 2006).

Zhong ve arkadasglar1 (2006) E. coli 'de hBD-2'nin ekspresyon seviyesini artirmak
icin, olgun hBD-2 geninin ¢oklu kopyalama yontemi ile pET32-nsmhBD-2 vektorleri
olusturularak fiizyon proteinleri (TrxA-nmhBD-2, n = 1, 2, 4, 8) olarak ifade edilmistir.
Sonuglar, hBD-2 geninin c¢oklu kopyalama ile yiliksek oranda eksprese edildigini
gostermistir (Zhong et al. 2006).

hBD-2’nin rekombinant tiretimi ile ilgili bagka bir yaklasim Aerts ve arkadaslari
tarafindan 2007 yilinda ortaya koyulmustur. Bu ¢alismada, konak organizma olarak
Arabidopsis thaliana kullanilmistir (Aerts et al. 2007). hBD-2 proteini bitki defensin
proteinleri ile homoloji gostermektedir. Arastirmacilar ¢aligmalarinda, A. thaliana’da
hBD-2 iiretimini gergeklestirerek fungal bitki patojenlerine daha direngli bitkiler elde
etmeyi hedeflemislerdir. Bitki ekspresyon vektorii pFAJ3184’ne klonladiklart hBD-2 ile
modiiler bir sistem olan pCMPG7057 vektoriinii olusturmuslardir. Elektroporasyon

teknigi ile bu vektorii A. thalinana’ya transforme etmislerdir (Aerts et al. 2007).

Garcia ve arkadaslar1 (2013) Insan B-defensinlerinin (hBD'ler) bes varyanti
(hBD3, hBD3-M, hBD-2, hBD-2-KLK, HBD3-M-hBD-2) IPTG ile indiiklenebilir
ekspresyon ile iki vektor sistemi pET28a(+) ve pQE30 kullanilarak E. coli'de eksprese
etmislerdir. pQE30 vektorii, daha once hBD'ler icin bir ekspresyon sistemi olarak
bildirilmemistir. Ayrica bu ¢alismada, hBD-2’nin Mycobacterium tuberculosis susu
H37Rv'ye kars1 etkisi oldugu belirlenmistir (Garcia et al. 2013).

Patro ve arkadaglar1 (2015) tiitiin bitkilerinde biyoaktif rekombinant insan b-
defensinlerinin (phBD-1 ve phBD-2) basarili iiretimini pKMUAS35SCP vektoriinii
kullanarak gerceklestirmislerdir. Bitkilerin daha az toksisitesi ile maliyet etkin bir sekilde
nispeten yiiksek bir {iretim verimi saglama potansiyelinden 6tiirii hBD-1 ve hBD-2, tiitiin
bitkilerinde gii¢lii promotdrlerin kontrolii altinda eksprese edilmis ve biyoaktif f3-

defensinler basariyla ekstre edilmistir (Patro et al. 2015).
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Moller ve arkadaglar1 (2017)’de hBD-2’nin S. cerevisiae’da MET17 promotorii
ile tretimini gerceklestirmiglerdir. Metl7 geni o-asetilhomoserin siilhidrolaz enzimini
kodlamaktadir. Bu genin promotorii metionin veya S—Adenosil metionin varliginda genin
transkripsiyonunun baskilamaktadir. Arastirmacilar ¢aligmalarinda, MET17 ve PRBI
promotorlerinin altina yerlestirilen hBD-2 {iretiminde, MET17’nin daha fazla hBD-2
dretimini sagladigini gostermislerdir (Moller et al. 2017). Promotor se¢imi ozellikle
konak hiicreye toksik olabilecek proteinlerin iiretiminde 6nem arz etmektedir (Meoller et

al. 2017).

Ligia ve arkadaslar1 (2020) yaptig1 calismada hBD-2, E. coli BL21(DE3)'te diisiik
ekspresyon verimleriyle elde edilmesinden 6tiiri hBD-2'nin ekspresyon verimliligini
artirmak i¢in, hiicre yogunlugu, sicaklik ve indiiksiyon uzunlugu gibi bazi degiskenler ve
ayrica indiikleyici konsantrasyonu, 24 faktorlii bir deney tasarimi (DoE) kullanmislardir.
Bu yaklagimla, hBD-2'yi ekspresyonunda igin en iyi kosullar1 saglayan parametreler
belirlenmistir (Ligia et al. 2020).
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3.1. Materyal

3.1.1. Cihazlar

Tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar, Erzurum Teknik Universitesi, Yiiksek
Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi (YUTAM), Molekiiler Mikrobiyoloji

Laboratuvarinda bulunmaktadir. Kullanilan cihazlarin listesi, 3.1°de

Cizelge
gosterilmistir. Tez hazirlama siirecinde kullanilan sarf malzemeler Cizelge 3.2” de Kitler

ise Cizelge 3.3°te gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Cihazlarin adi ve modelleri

Cihaz adx Modelleri

-20 °C Buzdolab1 Templow

+4 °C Buzdolab1 Edesa

Calkalayici Inkiibator Zheicheng ZHWY
Elektroforez Sistemi Bio-rad

Elektroporasyon Sistemi
Homojenizator
Inkiibator

Jel Goruntiilleme

Mikrobiyoloji Steril Kabin.

Mikroplaka Spektrometrisi
Mini Santrifiij

Otoklav

PCR Cihaz1

Realtime PCR

Sogutmali Santrifiij
Spektrofotometre

Ultra Saf Su Cihazi

Bio-rad Gene Pulser X-cell
TissueLyser LT Qiagen
Memmert IN-55

Bio-rad Chemidoc MP Imaging
Esco Class 11

Biotech Epoch

WiseSpin

Hiramaya Hv 50-L

SensoQuest Labcycler

Rotor Gene

Hettich Zentrifugen Universal 320R
Thermo Scientific

Millipore, Q3W
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Cizelge 3.2. Sarf malzemeler

Sarf malzemeler Marka
Izopropanol Isolab
Besiyerleri Oxoid
TRIzol Ambion, Life Science
Ampisilin Sigma
Zeosin Invivogen
Fenol Merck
Kloroform Merck
Restriksiyon enzimleri Thermofisher
Protein markeri Bio-rad
DNA Markeri Thermofisher
YNB Sigma
pPGEM-T easy Promega
Antikorlar Protech
Biotin Sigma

Cizelge 3.3. Kitler

Kitler

Marka

cDNA Sentez Kiti
Real time PCR Kiti
Jel ekstraksiyon Kiti

Plazmit izolasyon kiti

Ambion (Life Science, ABD)
EvaGreen (Tartu, Estonia)
Ecotech (Tiirkiye, Erzurum)

Ecotech (Tiirkiye, Erzurum)

3.1.2. Kullanmilan besiyerleri ve hazirlamslari

3.1.2.1. Luria-Bertani ve ampisilinli Luria-Bertani besiyeri

1 L’sinde, 10 g tripton, 15 g agar, 5 g maya 6ziitii ve 10 g NaCl olan besiyeridir.
Ticari olarak alinan toz besiyerinden 40 g tartilarak 1 L’de ¢oziilmiistiir. Otoklav ile 121
°C’de 15 dakika steril hale getirilerek yaklagik 55°C'ye geldiginde petrilere dokiilmiistiir.
Seleksiyon amaciyla ise 55°C'de 100 pg/ml olacak sekilde besiyerine ampisilin

eklenmistir.
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3.1.2.2.YPD agar besiyeri

1 L igerisine 20 gr maya oziitii, 10 gr pepton, 10 gr glukoz eklenerek otoklav ile
121 °C’de 15 dakika steril hale getirilmis ve petri kaplarina dokiilmiistiir.

3.1.2.3. Diisiik tuz icerikli LB zeosin (LSLB) besiyeri

1 L’si i¢in 950 ml deiyonize su icerisine 10 gr tripton, 5 gr maya 6zitii, 5 gr
tartilarak ¢ozeltinin pH's1 1IN NaOH ile 7,5' e ayarlanarak hacmi 1 litreye tamamlanmaistir.
121°C’de 15 dakika steril hale getirilerek yaklasik 55°C'ye sogumaya birakilmistir ve 25
pug/ml konsantrasyonda olacak sekilde zeosin eklenerek 4°C' de karanlikta muhafaza

edilmistir.

3.1.2.4. Diiisiik tuz icerikli zeosin agar besiyeri

1 L i¢in 950 ml deiyonize su igerisine 10 gr tripton, 5 gr maya 6zii, 5 gr NaCl ve
%1,5 g agar tartilarak ¢ozeltinin pH'st IN NaOH ile 7,5'e ayarlanarak ve hacmi 1 litreye
tamamlanmigstir. 121°C 15 dakika steril hale getirilerek yaklasik 55°C'ye sogumaya
birakilmis ve 25 ug/ml konsantrasyonda zeosin eklenerek 4°C' de karanlikta muhafaza

edilmistir.

3.1.2.5. Maya oziitii, pepton, dekstroz ve sorbitol (YPDS) agar ve broth besiyeri

10 gr maya 6zii, 182.2 gr sorbitol, 20 gr pepton ve 900 ml su otoklavlanmaistir.
Ardindan 100 ml dekstoz, %1,5 agar eklenmistir. Besiyeri yaklasik 60°C'ye kadar
sogumaya birakilip 50 mg/ml zeosin eklenmistir. Petriler kullanilincaya kadar karanlikta

4°C'de saklanmistir. YPDS broth ise agar kullanilmadan hazirlanmistir.

3.1.2.6. BMGY ve BMMY besiyeri

700 ml su igerisine 10 gr maya 6zii ve 20 gr pepton eklenerek otoklavlanmuistir.

Soguduktan sonra 100 ml 1 M potasyum fosfat tamponu, pH 6, 100 ml YNB, 2 ml biotin
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ve 100 ml gliserol eklenmistir. BMMY besiyerinde ise gliserol yerine 100 ml metanol

eklenerek 4°C'de saklanmustir.

3.1.3. %20 TCA cozeltisi
40 ml distile su igerisine 8 gr triklorasertik asit katilarak ¢oziinmesi saglanmistir.

3.1.4. SDS-PAGE malzemeleri

%15°1ik ayirma jeli sirastyla: 2,8 ml, dH20, 1,95 ml 2 M Tris (pH:8.8), 5 ml %30
akrilamid karigimi, 100 pl %10 SDS, 100 pl %10 APS ve 10 ul TEMED eklenerek

karigtirilmastir.

%15’lik ytiikleme jeli sirastyla: dH20 3,6 ml, 625 pl 1 M Tris (pH:6.8), 670 ul
%30 Akrilamid karisimi, 50 pul %10 SDS, 50 ul %10 APS ve 5 ul TEMED eklenerek

karigtirtlmastir.

SDS vyiiriitme tamponu, 3 g tris, 14,4 g glisin 1 g SDS eklenerek 1L suda
¢ozlilmustiir. Boyama tamponu, 1 g Coomasie brilliant blue R, 100 ml asetik asit, 300 ml
etanol ve 600 ml dH20 eklenerek karistirilmistir. Yikama tamponu, 100 ml asetik asit,

300 ml etanol ve 600 ml dH20O eklenerek karistirilmustr.

3.1.5. Cahismada kullanilan mikroorganizmalar Ve hiicre hatti

Calismada kullanilan P. aeruginosa (ATCC 10145), P. aeruginosa (PAOL),
Kliebsiella klinik izolat oxa 48+, A. baumannii (ATCC baa-1605), S. aureus (ATCC
43300), S. aureus (ATCC 25923), bakterileri, Erzurum Teknik Universitesi Molekiiler
Mikrobiyoloji Arastirma Laboratuvarindan temin edilmistir. FaDu (ATCC® HTB-43™)
Erzurum Teknik Universitesi, Kanser Arastirma Laboratuvarindan temin edilmistir. P.

pastoris X-33 mayas! ise Atatiirk Universitesi’nden temin edilmistir.
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3.1.6. pPICZoA vektorii

Calismada kullanilan Sekil 1°de ki pPICZaA vektorii, Atatiirk Universitesi’den

temin edilmistir.

Asp718 1|

lxho |
EcoRI
Pmll

BsmBI

a factor 55382388 [c-mycepitope || exHis |<5t°P >[
AOX1TT
BamHI
PEF1
5’A0X1
PEM7
pPICZa A
3.6 kb
Zeocin

PUC of;

Sekil 3.1. pPICZaA vektori (Li et al. 2007)

e AOXIl promotorii; metanolle indiiklenebilen ve rekombinant genin
ekspresyonunu saglayan bolgedir.

e o faktor; cogaldig1 besiyeri ortamina rekombinant proteinin salgilanmasini saglar.

e Zeosin; E. coli ve P. pastoris 'te transformantlarin secilimini saglayan antibiyotik
direng genidir.

e PUC ori; E. coli *de replikasyonunu saglayan bolgedir.

e (Coklu klonlama bolgesi; kesim enzimlerinin bulundugu yerdir.

e AOXI1 terminator bolgesi; transkripsiyonun sonlanmasi saglayan yerdir.

e C-terminal peptid ve C-myc epitop bolgesi; Polihistidin (6xHis) kuyrugu
bulunduran rekombinant gen {irlinlinlin kiiltiir ortamindan kolay bir sekilde

saflagtirilmasinda gerekli olan bolgedir.
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3.1.7. Primerler

P. pastoris X-33 susu ve pPICZaA vektorii kullanilarak, hBD-2 tiretimi
gerceklestirilmigtir. Vektor tasariminda ilk olarak hBD-2 genini kesmeyen restriksiyon
enzimleri, biyoinformatik program (http://www.restrictionmapper.org/) kullanilarak

tespit edilmistir, Cizelge 3.4 ‘de gosterildigi gibi, EcoRI (Kesim bélgesi: GAATTC) ve
Xbal (Kesim bolgesi: TCTAGA) primerlere eklenmistir. Erime sicakligi (Tm derecesi)
ise yine biyoinformatik program (https://tmcalculator.neb.com/#!/main) ile ayarlanmastur.

Belirlenen bu primerler, Oligomer Biyoteknoloji A.S. firmasinda sentezlettirilmistir ve

Cizelge 3.4’ de verilmistir.

Cizelge 3.4. Tez calismasinda kullanilan primerler (alti gizili diziler enzim kesim
bolgelerini gostermektedir).

Primerler Primer dizisi Referans

hBD-2 forward 5’GGAATTCGGTATAGGCGATCCTGTTACCT3’
5S’GTCTAGATGGCTTTTTGCAGCATTTTG3’

hBD-2 reverse Bu ¢alisma

5’A0X1 5" GACTGGTTCCAATTGACAAGC3’

3’AO0X1 5" GCAAATGGCATTCTGACATCC3' Invitrogen

o -faktor 5’ TACTATTGCCAGCATTGCTGC3’

SP6 5" ATTTAGGTGACACTATAG3’ Invitrogen

T7 5" TAATACGACTCACTATAGGG3’

GAPDH forward (maya) | 5' AATGTTCGTTGTCGGTGTCA3’ Bu ¢alisma

GAPDH reverse (maya) | 5' GTCTTTTGAGTGGCGGTCAT3’

GAPDH forward (insan) | 5>CCATCTTCCAAGGAGCGAGATC3’ Capik et al.

(2021)
GAPDH reverse (insan) | 5>’GGCATTGCTGATGATCTTGAGG3’
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3.2. Yontem

3.2.1. FaDu hiicre hattimin kiiltiire edilmesi ve P. aeruginosa ile indiiklenmesi

hBD-2 geninin elde edilmesi i¢in kullanilan FaDu hipofarenks kanser hiicre hatti
%10 FBS (Fétal Bovin Serumu), %1 penisilin/streptomisin, %1 L-Glutamin eklenerek
hazirlanan RPMI-1640 besiyeri igerisinde 37°C’de %5 CO2’li inkiibatorde T-25 kiiltiir
flasklarinda %70-80 yogunluga ulasincaya kadar kiiltiire edilmistir.

P. aeruginosa (ATCC10145) bakterisi ¢izgi ekim ile LB agara ekilerek 16 saat
boyunca 37°C de gelistirilmistir. Gelisen bakteri hiicrelerinden tek koloni alinarak LB
broth besiyerinde 16 saat 37°C 150 rpm’de inkiibasyona birakilmistir. Ardindan gelisen
bakteri kiiltiirii ODe0o=1,00 ayarlanarak 15 dakika 121 °C’de otoklavlanmistir ve 9000
rpm’de santriifiij edildikten sonra elde edilen pellet 5 ml steril PBS’de ¢oziilmiistiir. P.
aeruginosa bakterilerinin FaDu hiicrelerinde hBD-2 geninin ekspresyonunu mRNA
diizeyinde indiikklemek ig¢in P. aeruginosa bakterileri ile 24 saat bekletildikten sonra

hiicreler gen ekspresyon analizi i¢in kullanilmstir.

3.2.2. FaDu hiicrelerinden RNA izolasyonu ve cDNA sentezi

FaDu hiicreleri, P. aeruginosa bakterileri ile muamele edildikten 24 saat sonra
herhangi bir uygulama yapilmayan kontrol grubu ve uygulama yapilan gruplardan RNA
izolasyonu yapilmistir. Oncelikle, hiicrelerin gogaldig1 T-25 kiiltiir flasklarindan besiyeri
uzaklastirildiktan sonra hiicreler 1x PBS ile yikanmistir. Daha sonra kiiltiir flasklarina
belirli oranda Tripsin eklenerek hiicreler 37°C *de %5 CO; igeren inkiibatérde 3-5 dk
bekletilerek kaldirilmistir. Tripsinin toksik etkisini inaktive etmek i¢in RPMI-1640
besiyeri kullanilarak hiicreler falcona alinmis ve 1.200 rpm’de 3 dk boyunca santrifiij
edilmistir. Santrifiijjiin ardindan besiyeri uzaklastirilmis ve hiicre pelletinden RNA
izolasyonu, standart TRIzol® metodu kullanilarak gergeklestirilmistir. Bunun igin
oncelikle, elde edilen hiicre pelletinin {lizerine 1 ml trizol eklenip hiicreler iyice
homojenize edilmistir. Homojenize hiicreler 10 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.
Ardindan hiicrelerin tizerine 200 pl kloroform eklenmis ve oda sicakliginda 2-3 dakika

bekletildikten sonra 4 °C’de 12.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir.
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Faz ayrismasinin ardindan {iistte RNA igeren organik faz steril mikrosantrifiij
tiiplerine aktarilmistir. Organik fazlara 500 pl izopropanol eklenerek ornekler oda
sicakliginda 10 dakika bekletildikten sonra 4 °C’de 12.000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edilmistir. RNA’lar %75 etil alkol ile yikanarak 4 °C” de 7500 rpm’de 5 dakika santrifiij
edilmigtir. RNA lar iyice kuruduktan sonra molekiiler grade su igerisinde ¢oziilmiistiir.
Ardindan, RNA konsantrasyon ve safliklari Epoch Microplate Spectrophotometer
(BioTek Instruments, Winooski, VT, USA) yardimiyla ol¢lilmiistiir ve deneylerde

kullanilincaya kadar -80 °C’ de saklanmuistir.

RNA orneklerinden total konsantrasyonu 1 pg olacak sekilde alinarak, cDNA
sentez reaksiyonu kuruldu. cDNA sentezi, High-Capacity cDNA Reverse Transcription
Kit kullanilarak gergeklestirilmistir. cDNA master mix igerik miktar1 10X-RT Buffer 2
pul, 100 mM 25X dANTP Mix 0,8 ul, 10X-RT Random Primer 2 ul, 1 pl Revers
transkriptaz, 1 pl RNase inhibitorii olacak sekilde toplam hacim 10 pl seklinde
hazirlanmistir. Reaksiyon sartlar1 25°C 10 dk, 37°C’de 120 dk ve 85°C 5 dk olacak
sekildedir. Reaksiyon sonucu olusan cDNA’lar -20°C’de saklanmaistir.

3.2.3. Ger¢ek zamanh PCR (qRT-PCR) ile indiiklemenin kontrolii

Elde edilen cDNA’lar 1:3 oraninda diliie edildi. qRT-PCR reaksiyonu ticari satin
alan kit kullanilarak gerceklestirilmistir. JRT-PCR master mix igerik miktar1 qRT-PCR
master mix 4 pl, primerler 0,5 ul, cDNA 2 ul, dH20 3 pl toplam hacim 10 pl seklinde
rekasiyon hazirlanmistir. PCR reaksiyonu, 95°C, 2 dk; 60°C, 1 dk; 72°C, 30 sn ve 40
dongii boyunca gergeklestirilmistir. insan GAPDH geni referans kontrol geni olarak
kullanilmistir ve deneyler ii¢ tekrarli yapilmistir. Sonuglar 242 metodu ile analiz
edilmistir. Sonuglarin anlamli olup olmadigi one-way ANOVA analizi ile GraphPad

(Prism 8.2) programinda degerlendirilmistir.

3.2.4. hBD-2 genin PCR ile ¢cogaltilmasi

hBD-2 genine 6zgli forward ve reverse primerleri kullanilarak c¢ogaltilmasi
amaciyla geleneksel PCR metodu kullanilmistir. Hazirlanan c¢cDNA’lardan 5 pM
primerler, 10 pM dNTP’ler, 2 mM MgCl, 10x taq buffer, 0,5 unite taq polimeraz ile
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reaksiyon kurulmustur. PCR reaksiyon kosullari; 95°C’de 2 dakika, 35 dongii olacak
sekilde 94°C’de 45 sn, 60°C’da 30 sn ve 72°C’de 45 sn; son uzama 72°C’de 10 dakika

olarak belirlenmistir.

3.2.5. pGEM-T easy vektoriine klonlama (Sub-cloning) ve DNA dizileme

PCR ile ¢ogaltilan hBD-2 geni, dogrulama amaciyla pGEM-T easy vektoriine
klonlanmistir. Oncelikle, hBD-2 PCR firiinii, pPGEM-T vektorii ile kit protokolleri gore
ligasyona (4 °C, 16 saat) tabi tutulmustur. Ligasyon iiriinleri 1s1 soku uygulamasi ile E.
coli (One Shot™ TOP10) hiicrelerine transforme edilmistir. Elde edilen beyaz
kolonilerden 5 tane segilip ve plazmid izolasyonu (EcoSpin Plasmid Isolation Kit)
gerceklestirilmistir. Tablo 3.1°de verilen vektor dizileme primerleri verilmistir. Dizileme
oncesi kontroller SP6 ve T7 primerleri ile PCR yapilarak gerceklestirildi. Olumlu sonug

alian koloniler Sanger dizilemesine tabi tutulmustur.

3.2.6. pGEM-T-hBD-2 vektoriinden hBD-2’in elde edilmesi

PGEM-T easy vektoriine alt klonlamasi (subcloning) yapilmis olan hBD-2 geninin
geri alinmasi i¢in pPGEM-T-hBD-2 plazmidi EcoRI ve Xbal enzimleri ile ikili kesim
(Double Digestion) reaksiyonu olusturulmustur. Kesim reaksiyonu; 0,5 pg plazmid, 1’er
ul EcoRI ve Xbal (200 unite/ ul) ve total hacim 20 pl’ye dH20 ile tamamlanarak, 37
°C’de 16 saat’lik inkiibasyon ile gergeklestirilmistir. Siire sonunda enzimlerin
inaktivasyonu i¢in 65°C’de 20 dakika inkiibasyon yapilmistir. Kesim reaksiyonunun
kontrolii i¢in, %1°lik agaroz jel hazirlanarak, ornekler 90V’da 40 dakika elektroforez
yapilmistir. Kesimin kontroliiniin ardindan, kesilmis hBD-2 geni (Yaklasik 140 b¢’lik
bolge) jelden, geri kazanilmasi i¢in EcoTech Gel Extraction Kit ile ekstraksiyonu
protokollerine gore kesilen jelin agirligmma gore 100 mg agaroz ic¢in 300 pl ecospin
binding buffer eklenmistir. 55°C’de jel ¢6ziiliinceye kadar bekletilmistir. Ardindan 150
ul izopropanol eklendi ve karistirilmigtir. Kolona 6rnekler yiiklenmistir. 30 sn maksimum

hizda santrifiij edilmistir. Altta kalan kisim uzaklastirildi ve eliisyon tamponu eklenmistir.
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3.2.7. pPICZoA vektoriine ligasyon ve E. coli’ye klonlama

Jelden saflastirilan hBD-2 geninin, ayni enzimlerle kesilmis ve saflastirilmis olan
pPICZaA vektoriine ligasyonu gergeklestirilmistir. Ligasyon reaksiyonu, vektor: insert
orani (1:3) olacak sekilde ayarlanip, T4 ligaz (100 unite/ul) ve 2 pl 10X T4 buffer
eklenerek total hacim 20 pul seklinde reaksiyon kurulmustur. 4 °C’de bir gece inkiibasyonu
gerceklestirilmistir. Ligasyon triinii E. coli (One Shot™ TOP10) hiicrelerine 1s1 soku
uygulamasi ile transforme edilmistir. Ardindan bu hiicreler zeocin igeren LB agar

petrilere yayma ekim yontemi ile yayilmistir.

3.2.8. E. coli hiicrelerinden elde edilen rekombinant vektorlerin dogrulanmasi

Rekombinant vektorlerin analizi igin 2, 4, 7 ve 9 nolu koloniler Isbl-zeo (50
ug/mL) sivi besiyerlerinde 37 °C’de 16 saat ¢ogaltilmistir. Plazmit izolasyonu Kit
protokollerine gore, gelisen hiicreler ependorflara alinarak santrifiij edildi ve besiyerleri
uzaklastirilmigtir. 250 pl restispanse tamponu, 20 ul RNaz A enzimi ve 250 pl liziz
tamponu eklenerek 3 dk bekletilmistir. 350 ul plazmit baglama tamponu eklenip alt {ist
yapilmustir. 5 dk 12.000 rpm’de santrifiij edilmistir ve kolonlara aktarim yapilmistir. 30
sn 13.500 rpm’de santrifiij edildi ve yikama tamponlari ile yikanmistir. 30 sn 13.500
rpm’de santrifiij edilmistir. Eliisyon tamponu ile eliie edilmistir. pPICZaA-hBD-2
vektoriini alip almadig1 vektore ait AOX ve gene ait hBD-2 primerleri kullanilarak
gergeklestirilen koloni PCR reaksiyonu sonucu elde edilen {iriinler agaroz jelde 90 V’de
40 dakika yiiriitiilerek goriintiilenmistir. Olumlu sonu¢ gosteren koloniler, ¢ift yonlii

okuma ile Sanger sekans analizine tabi tutulmustur.

3.2.9. Rekombinant vektoriin lineer hale getirilmesi

pPICZaA-hBD-2 vektoriinii alan hiicreler Sacl enzimi ile lineer hale getirilmistir.
Kesim reaksiyonu, 12 pl su, 2 pl buffer, 5 pl DNA, 1 pl enzim olacak sekilde toplam
hacim 20 pl olarak olusturulmustur. Reaksiyon kosullari, 37°C’de 14 saat ardindan 65
°C’de 20 dk olacak sekilde belirlenmistir. Inkiibasyon sonras vektér fenol-kloroform ile
ekstrakte edilmistir. Ekstraksiyon islemi, inkiibe edilen diriinler 600 pl su ile

tamamlanmistir. 600 pl fenol kloroform izopropil alkol eklenerek karistirtlmistir. 10.000

32



3. MATERYAL ve YONTEM

g’de 5 dk santrifiij edilmistir. Ust kisim alinarak 600 pl kloroform eklenmistir. 10.000
g’de 5 dk santrifiij edilmistir. Alinan hacimin 1/10’u kadar sodyum asetat eklendi.
Uzerine %100 alkol eklenerek -80 °C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Sonrasinda, 20 dk
20.000 g’de santrifiij edilmistir ve ardindan %70 lik alkol ile yikanip, santrifiijlenip

kurutulmaya birakilmistir ve su ile ¢ozilmiistiir.

3.2.10. Elektrokompetent P. pastoris’lerin hazirlanmasi

On gelistirme kiiltiirii olan 5 ml YPDS besiyerinde 30 °C’de gelisen X-33
kolonileri, 250 ml YPDS besiyerine 100 ul kadar koyulmustur. Hiicreler ODsgo’de 1,3-
1,5 olana kadar gelisim saglanmistir. Gelisen hiicreler 50 ml falkona alinip 4 °C’de 1500
g’de 2 kez santrifiij edilmistir. Ardindan 50 ml steril soguk su ile muamale edilip,
santrifiijlenmistir. Su uzaklastirillmistir. Hiicreler 25 ml soguk ile tekrar muamale
edilmistir ve santrifiijlerek su uzaklastirilmistir. Ardindan, 20 ml soguk 1 M sorbitol ile
resiispense edilmistir ve santrifiijlenmistir. Hiicreler 1 ml 1M sorbitol ile tekrar
resiispense edilip buza alinmistir. Elde edilen bu hiicreler elektrokompetent olarak

kullanilmustir.

3.2.11.pPICZoA-hBD-2 vektoriiniin P. pastoris X-33 susuna aktarimi

pPICZaA-hBD-2 vektorii, Sacl restriksiyon enzimi ile lineer hale getirilen P.
pastoris X-33 hiicrelerine 1-5 pg olacak sekilde eklenmistir. 5 dakika buz lizerinde
inkiibasyonun ardindan, 2 mm elektroporasyon kiivetine alinmigtir ve 2.000 volt, 200 Q
ile aktarim gergeklestirilmistir. 1 ml sorbitol eklenip 15 ml steril falkona elektroporasyon
kiivetindeki hiicreler tip yardimiyla alinip 30 °C’de statik olarak 1 saat inkiibe edilmistir.
YPDS zeosin igeren petrilere yayilip 30 °C’de 2-3 giin gelistirilmistir.

3.2.12. Rekombinant P. pastoris’lerden genomik DNA izolasyonu

Vektorii olan X-33 suslari, zeosin iceren YPDS agar petrilerde gelistirdikten
sonra, gelisen kolonilerden bir 6ze dolusu alinip, 2 ml’lik ependorfa konulup iizerine 600

ul liziz buffer eklenerek 50h/30 dk homojenize edilmistir. Ardindan 12.000 rpm’de 10

dakika santrifiijiin edilmistir ve {ist kisim yeni tiipe alinip lizerine 2 pl, RNase A
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eklenmistir. Ardindan, 15 dakika 37 °C’de inkiibe edilmistir. Uzerine 1:1 oraninda
fenol:kloroform:izoamil (25:24:1) alkol ilave edilmistir. Vorteks yapilarak, 12.000
rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Ust kisim yeni tiipe aliarak esit hacimde %100
etanol eklenerek -20 °C’de 1 saat inkiibasyona birakilmistir. 12.000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildikten sonra %70’lik etanol ile ii¢ kez yikanarak kurutulmus ve 50 pul dH.O

tamponunda ¢oziilmiistiir.

3.2.13. Rekombinant hBD-2’nin wiretimi

Geni alan P. pastoris kolonileri belirlendikten sonra hBD-2 iiretimi i¢in 6n
gelistirme besiyeri olan BMGY besiyerinde 30°C’de 150 rpm’de 18 saat inkiibe
edilmistir. 25°C’de 35000 g’de 10 dk santrifiij edilerek 3 kez BMMY besiyeri ile
yikanmistir. 100 ml BMMY besiyeri iceren girintili erlenlerde 30°C’de 150 rpm’de 96
saat inkiibe edilmistir. Her 24 saatte bir besiyerine indiikleme i¢in toplam hacimde %1-3
olacak sekilde %100 saf metanol ile indiikleme yapilmistir. Her 24 saatlik inkiibasyon
sonrasi alinan 6rnekler, 4°C’de, 3500 g’de 10 dk santrifiij yapilmistir. Her 24 saate bir

kiiltiir filtrat1 6rnegi alinmistir. S1vi azot muamale sonrasi -80 °C’de saklanmustir.

3.2.14. TCA ile protein orneklerini ¢oktiirme

%20 TCA ¢ozeltisi ¢ozeltisi 20 ml’lik kiiltiir filtratlar1 {izerine 1:1 oraninda
yavasca eklenmistir. Elde edilen karisim -20 °C’de bir gece boyunca inkiibe edildikten
sonra 13.500 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek siipernatant uzaklastirilmistir. 3 kez %70
EtOH ile 13.500 rpm’de 5 dk yikamanin ardindan pelet {izerine 1ml soguk aseton ilave
edilerek yikama yapilmistir. 13.500 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek siipernatant
uzaklagtirllmistir. Asetonla yikama isleminden pelet, oda sicakliginda kurutulmustur.

Kuruyan pelet PBS tamponunda ¢oziilmiistiir.

3.2.15. SDS-PAGE

Elektroforez plakalar1 su ile temizlendikten sonra camlar jel hazirlama aparatina
yerlestirilerek sikistirllmustir. %15°lik yiikleme jeli hazirlanarak dokiiliip jel yilizeyinin

diizglin olmasi i¢in izopropanol ile hava temas1 engellenmistir. Polimerlesme ardindan
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alkol uzaklastirilmistir ve donan jel iizerine %15°lik ayirma jeli dokiiliip lizerine tarak
yerlestirilmistir. Polimerlesme gergeklestikten sonra tarak ¢ikarilarak, elektroforez
tankina yerlestirilmistir. Protein 6rnekleri, ylikleme boyasi ile muamele edilip pipetaj
yapilarak 95°C’de 5 dakika kaynatilan ornekler, sekonder yapilarin olusmasini
engellemek amaciyla buza alinmistir. Jele yiiklenen 6rnekler, 80 V’da 3 saat sabit hizda
yiriitillmiistiir. Ardindan, 2 saat boyunca fikse edilip, Coommasie R-250 boyasi ile 20
dakika boyanmistir ve proteinlerin goriintiillenmesi amaciyla yikama soliisyonunda 15’er

dakika 3 kez yikanmistir ve gorilintiilenmistir.

3.2.16. Western blotlama

SDS-PAGE jeli PVDF membrana western blot sisteminde aktarim yapilmistir.
Sonrasinda, TBST (Tris Buffered Saline with Tween-20) ile yikanmistir. Membrani oda
sicakliginda 1 saat bloklama tamponu ile bloke edilmistir. Primer antikor, {iretici firmanin
protokoliinde onerilen seyreltme faktoriine gore bloklama tamponu ile seyreltilmistir.
Bloklama tamponunu uzaklastirilacak ve membrani kaplayacak kadar seyreltilen His tag
primer antikor eklenmistir. Membran 4 °C’de 1 giin boyunca primer antikorla inkiibe
edilmistir. Ardindan primer antikoru uzaklastirmak i¢in membran 1xTBST ile ii¢ kez 15
dakika boyunca yikanmistir. HRP-konjuge sekonder antikor bloklama tamponu ile
seyreltilmistir. Membran sekonder antikorla 1 saat oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
Membran 1xTBST ile 3 kez 15’er dk yikanmistir. Kemiliiminesans 1s1ma i¢in soliisyon 1
ve 2 substrat karisimi esit miktarda kullanilmistir. Membran diiz bir ylizeye
yerlestirilmistir ve tizerine bir membran i¢in 1 ml substrat karisimini dagitilmistir. 3 dk

sonra BioRad ChemiDoc cihazin igerisine yerlestirilip, goriintii alinmistir.

3.2.17. hBD-2’nin antimikrobiyal aktivitesinin kontrolii

3.2.17.1. Agar difiizyon testi

Antimikrobiyal aktiviteyi belirlemek i¢in agar difiizyon testi kullanilmistir. LA
besiyerine steril swap yardimiyla bakteriler yayilmistir. Bu petriler i¢leri, 6 mm mantar
delici ile kuyular acilip 200 pl kiltiir filtrati eklenerek, petriler 37°C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir (Wiegand et al. 2008).
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3.2.17.2. Mikro sivi-bakteriyel koloni gésterimi

Bakteriler LB agar besiyerinde 37°C’de 16 saat gelisimi saglanmistir. Bu
bakterilerden tek koloni alimiarak 7 ml LB broth besiterinde 37°C’de 16 saat
gelistirilmistir. Kiiltiirlerden ODegpo=1,00 olacak sekilde hiicre konsantrasyonlar
ayarlanmistir. Bu hiicrelerden 2 pl alindi. 100 pl 24-48-72-96 saat rekombinant hiicre
kiiltir filtratlart 96’11k well plate eklenmistir. Negatif kontrol olarak BMMY besiyeri
kullanilmigtir. 4 saat 37°C’de statik inliibasyona birakilmistir. 30 pl alinarak LB agar
besiyerine yayma ekim yapilmistir. 24. saat 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Ardindan

petri goriintiileri liretim saatlerine gore analiz edilmistir (Li et al. 2021).

36



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Bu tez caligmasinda, insan kaynakli hBD-2 peptidine ait dizinin FaDu hiicre
hattinda indiikleme sistemi kullanilarak PCR ile alinmasi, E. coli Top 10 hiicrelerine alt
klonlamasimin yapilmas:t ve P. pastoris X-33 hiicrelerine transforme edilmesi
gerceklestirilmistir. Elde edilen konstrilksiyon semast Sekil 4.1°de verilmistir.
Rekombinant olarak iiretilen hBD-2 peptidinin antimikrobiyal aktivitesi belirlenmistir.

Arastirma bulgular1 agagida maddeler halinde sunulmustur.

- EcoR1
[ ATGTTGCTGTTTTGCCATTTTCCAACAGCACAAATAACGGGTTATTGTTTATA
Q AATACTACTATTGCCAGCATTGCTGCTAAAGAAGAAGGGGTATCTCTCGAG
e .| AAAAGAGAGGCTGAAGCTGAATTCGGTATAGGCGATCCTGTTACCTGCCTT
& AAGAGTGGAGCCATATGTCATCCAGTCTTTTGCCCTAGAAGGTATAAACAA
& \F|  ATTGGCACCTGTGGTCTCCCTGGAACAAAATGCTGCAAAAAGCCATCTAGA
| PPICZaA-HBD2 | Q ACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGAATAGCGCCGTGACCATCATCA
~
-
ig‘ —
/

3736 kb CATCATCATTGA

o ey TRANSLASYON
0'(;. S/
/ Zeodin GGIGDPVTCLKSGAICHPVFCPRRYKQIGTC
LPGTKCCKKP
5’ AOX1 TT  3'AOX1
I s Pichia Genomu
5’ AOX1 TT 3’ AOX1 5’ AOX1 HBD-2 6xHis TT 3’A0X1

Sekil 4.1. pPICZaA’dan tiiretilen hBD-2 P. pastoris X-33 mayasina gergeklestirdigi
homolog rekombinasyonun konstriiksiyon goriintiisii.
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4.1. FaDu Hiicre Hattinda hBD-2 ifadesinin indiiklenmesi

%70 tutunma gozlenen FaDu (ATCC® HTB-43™) hiicre hattina, 1 ml olacak
sekilde hazirlanan otoklav ile oldiriilmiis P. aeruginosa bakterilerinden eklenerek
indiikleme islemi tamamlanmistir. Sekil 4.2°de FaDu hiicrelerinin 151k mikroskobu
goriintiileri verilmistir. Indiiklemenin 24 saat sonrasinda kontrol ve indiikleme

gruplarindan RNA izolasyonu gerceklestirilmistir.

Sekil 4.2. A. FaDu hiicre hattinin 400 kat biiyiitme ile alinan indiikleme dncesi goriintiisii
B. Indiikleme sonras1 400 kat biiyiitme ile 24. saatte alinan goriintii.

4.1.1. gqRT-PCR ile indiiksiyonun Kontrolii

Indiiklenme &ncesi ve sonrast hiicrelerden elde edilen RNA’lar kontrol grubundan
2115 ng/ul; indiikleme grubundan ise 2578 ng/ul konsantrasyonlarinda elde edilmistir.
Ardindan RNA &rneklerinden 1 pg alinmis ve cDNA sentezi i¢in kullanilmistir. Elde
edilen cDNA’lar 1:3 oraninda diliie edilerek, qRT-PCR reaksiyonu kurulmustur. Insan
GAPDH geni referans kontrol geni olarak kullanilmis ve Sekil 4.3’de gosterildigi gibi,
sonuglar 27 *2Y metodu ile analiz edilmistir. Ayrica sonuglarm anlamli olup olmadig
one-way ANOVA analizi ile GraphPad (Prism 8.2) programinda degerlendirilmistir.

Sonuglar incelendiginde, indiiklemenin basarili bir sekilde uygulandigi goriilmektedir.
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Sekil 4.3. gRT-PCR analizi sonuglar1 verilmistir. P. aeruginosa ile yapilan indiiklemede
hBD-2 gen expresyonunun seviyesi kontrole gore 3335 kat artis gostermistir.

Krisanaprakornkit ve arkadaslari, 2000 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada, bu tez
calismasina benzer sekilde hBD-2 proteininin tretimini Fusobacterium nucleatum
bakterisi ile indiiklemislerdir (Krisanaprakornkit et al. 2000). Bir baska ¢aligmada ise, S.
aureus’un insan derisi keratinosit hiicrelerinde hBD-2 iiretimini tetikledigi tespit
edilmistir (Midorikawa et al. 2003). Bu ¢alismada, hBD-2 mRNA miktarinin kademeli
olarak arttig1 ve indiiklemenin sekizinci saati sonunda hBD-2 mRNA’sinin 25 kat artig

gosterdigi belirlenmistir.

Diger bir ¢alismada ise, hBD-2 proteininin beyin kilcal endotel hiicrelerinde
Chlamydophila pneumoniae bakterileri tarafindan indiiklendigi ve indiiklemenin 24 saat
sonrasinda iretimin maksimum seviyeye ¢iktigi qRT-PCR yontemi ile ortaya

koyulmustur (Tiszlavicz et al. 2010).

4.1.2. hBD-2’nin PCR ile ¢cogaltim

Elde edilen cDNA’lardan hBD-2 geninin primerleriyle gradient PCR yapilmis ve
baglanma sicakligi 60°C olarak belirlenmistir. PCR sonucu %1°lik agaroz jel
elektroforezindeki goriintiisii  sekil 4.4’de gosterilmistir. hBD-2 geni 123 bg
uzunlugundadir. Primer dizilerinde bulunan restriksiyon bolgeleri ve diger ek

niikleotidler eklendiginde 137 b¢ uzunlugunda bir bolge cogaltilmistir.
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M hBD-2

200 bg (=

> 137b
100 bg ¢~ ’

Sekil 4.4. hBD-2 primerleri ile yapilan PCR {irlinlerinin %1 lik agaroz jel elektroforezi
goruntust.

4.2. pPGEM-T Easy Vektoriine Alt Klonlama

4.2.1. Ligasyon ve transformasyon

hBD-2 genine ait PCR iiriinii pGEM-T easy vektoriine transforme edilmistir.
Ligasyon reaksiyonu sonucu elde edilen rekombinant plazmitler kompetent E. coli One
Shot TOP10 hiicrelerine 1s1l soku uygulamasi transforme edilmistir. Mavi beyaz se¢ilim
saglayan bu vektor, geni alan transformantlar1 beyaz renkte goriinmesini saglamaktadir.
Ampsiline direngli olan transformantlar Luria Bertani (LB) amp agar besiyerinde

gelismistir.

4.2.2. Pozitif transformantlarin belirlenmesi

Amp LB agar besiyerinde gelisen kolonilerin hedef geni igerip icermediklerini
kontrol etmek i¢in beyaz kolonilerden rastgele se¢cim yapilarak pGEM-T-hBD-2 olarak
adlandirdigimiz plazmid DNA'’larinin izolasyonu gergeklestirilmistir. Elde edilen
plazmid DNA’lar1 vektore spesifik SP6 ve T7 primerleri ile amplifiye edilip, dizileme
analizine gonderilmistir. Sekil 4.5°de SP6 ve T7 primerleriyle yapilan PCR sonuglari

gosterilmistir.
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300 bg

> 278 bg

100 bg

Sekil 4.5. pPGEM-T-hBD-2 vektoriiniin SP6 ve T7 primerleri kullanilarak yapilan PCR
PCR fiiriinlerinin %1 lik agaroz jel elektroforezi goriintiisii (M: marker; 1: 278
b¢ uzunlugundaki PCR iiriinii).

4.3. pPICZaA Vektoriine Klonlama

pPICZaA vektoriinin goriintiisii Sekil 4.6’da verilmistir. Sekil 4.7°de ise
resktriksiyon enzimi kesim goriintiileri bulunmaktadir. pPICZoA vektorii, ECORI ve Xbal
restriksiyon enzimleri ile kesilmis ve jelden saflagtirilmistir. hBD-2 geni ise pGEM-T
easy vektoriinden EcoRI ve Xbal restriksiyon enzimleri kullanilarak ¢ikarilmistir.
Boylece hBD-2 geni ve pPICZaA vektori, ligasyona hazir hale getirilmis ve 4 °C’de 16

saat ligasyona tabi tutulmuslardir.

3000bg ¢ | = 3600 bg

Sekil 4.6. pPICZaA vektoriiniin %1°1lik agaroz jel elektroforezi goriintiisii. pPICZaA
vektorii 3593 bg uzunlugundadir.
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3600 bg <——1 i — > 30150

-- C—) 278 b
C—) 123bg

Sekil 4.7. Restriksiyon enzim kesimi sonuglarinin %1°lik agaroz jel elektroforezi
goriintlisii. (M: Marker 1: pPICZ alpha ikili kesimi 2: pGEM-T-hBD-2
vektor 3: pGEM-T-hBD-2 ikili kesim 4: pGEM-T-hBD-2 SP6 ve T7
primerleri ile yapilan PCR’1).

4.3.1. pPICZaA-hBD-2 Konstriiksiyonunun elde edilmesi

Ligasyon reaksiyonu sonucu elde edilen rekombinant plazmitler kompetent E. coli
One Shot TOP10 hiicrelerine 1s1l sok ile transforme edilmistir. Bakteri hiicreleri igerisine
pPICZaA vektoriinii alan ile zeosine direng kazanan transformantlarin zeosinli Ls-LB
agar besiyerinde gelismesi miimkiin olmustur. Zeosinli Ls-LB agar besiyerinde gelisen
kolonilerden plazmit izolasyonu yapilmistir. Vektore 6zgiil 5’ve 3°’AOX ve hBD-2 geni
primerler ile pozitif koloniler se¢ilimis ve Sekil 4.8’de verilmistir. Bu pozitif kolonilerden
elde edilen plazmid izolasyonu yapilmis ve Sanger dizileme analizine tabi tutulmustur.
Elde edilen pozitif sonuglart tasiyan vektor pPICZaA-hBD-2 vektorii olarak

adlandirilmistir.
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Sekil 4.8. 1, 3, 5 ve 7. Numarali kuyular: Pozitif sonucu olan toplam 4 koloninin 5’a
faktor ve 3 AOX primerleri ile yapilan PCR sonuglariin %1°lik agaroz jel
elektroforezi goriintiisii. 2, 4, 6 ve 8 numarali kuyular ise hBD-2 gen primerleri
ile gogaltilan PCR {iriinlerinin %1’lik agaroz jel elektroforezi goriintiisii.

Literatatiirde bulunan farkli calismalarda, hBD-2’nin rekombinant liretimi i¢in
PET28 ve pET-32a vektorlerine konstriiksiyon tasarimi gergeklestirilmis E. coli
ekspresyon sisteminde tiretimleri gergeklestirilmistir (Fang et al. 2002; Peng et al. 2004).
Bir baska konstriiksiyon ise, MET17 promotorii altina hBD-2 geninin yerlestirildigi S.
cereviseae ekspresyon sistemi olmustur (Meller et al. 2017). Bu tez calismasinda,
literatiirdeki konstriiksiyonlardan farkli olarak AOX promotoérii alttna hBD-2 geni

yerlestirilmis ve P. pastoris susunda ekspresyonunun yapilmasi saglanmuistir.

4.3.2. P. pastoris’e elektroporasyonu

Hedef DNA dizilerini tasiyan E. coli One Shot TOP10 transformantlarindan izole
edilen pPICZaA-hBD-2 plazmidleri ve pPICZaA vektorii kompetent P. pastoris X-33
hiicrelerine transforme edilmeden 6nce Sacl restriksiyon endoniikleaz enzimi ile lineer
hale getirilmis fenol klorofom ile saflastirilmistir. Linerize edilen rekombinant plazmitler
elektroporasyon yontemi ile P. pastoris X-33 hiicrelerine transforme edilmistir. 100
ng/ml zeosin igeren YPDS agar plaklarina yayma yontemi ile ekilerek 30°C’de koloniler

goriilene kadar inkiibasyona birakilmigtir.
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4.3.3. Rekombinant suslarm belirlenmesi

Elektroporasyon sonrasi petrilerde gelisen pPICZoA vektoriinii ve pPICZaA-
hBD-2 igerdigi tahmin edilen kolonilerden DNA izolasyonu yapilmistir. DNA dizilerine
spesifik primerler ile amplifiye edilmistir. Pozitif kontrol olarak X-33 susu kullanilmistir.
DNA’lar, 5’AOX1 ve 3’AOX1 primerleri kullanilarak c¢ogaltilmigtir. PCR {iriinleri
agaroz jelde yiiritiilmistiir. pPICZaA vektorii iceren transformantlarin 2200 bg’lik ve
497 bg’lik iki ayr1 bantin, pPICZaA-hBD-2 2200 bg’lik ve 634 bg P. pastoris X-33 susu
ise sadece dogal AOX1 genine 2200 bg ait tek bir bant gézlenmistir. Boylelikle, pozitif

P. pastoris transformantlari tespit edilmistir.

M 1 2 3 45 6 7 8 9 1011 NKM

Y it Nt ) S () ) W N

497 bg {3 T ——

Sekil 4.9. Elektroporasyon sonrasi segilen kolonilerin 5°’AOX ve 3’ AOX primerleri ile
kontrollerinin yapilmasi. (M: Marker; 1:X-33 susunun genomik DNA’sindan
yapilan PCR sonucu 2-5: pPICZo-A’nin transforme edildigi rekombinant
suslarin PCR sonucu, 6-11: pPICZaA-hBD-2 vektoriiniin transforme edildigi
rekombinant suslarin PCR sonucu NK: Negatif kontrol).
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:> 634 bg
[ 497

Sekil 4.10. Rekombinant iiretim i¢in segilen koloninin kontrollerinin yapilmasi,
karsilastirmasi ve 5°’AOX ve 3’ AOX primerleri ile yapilan PCR {iriinlerinin
%1’lik agaroz jel elektroforez goriintiisii (M: Marker 1: X-33 susu 2:
pPICZaA 3: hBD-2 genini igeren rekombinant koloni).

4.4. hBD-2 Peptidinin Uretiminin Analizi

Secilen rekombinant pPICZaA-hBD-2 hiicreleri, 6n kiiltiir besiyeri olam BMGY
besiyerinde 24 saat boyunca 30°C’de 225 rpm’de inkiibe edilmistir. Gelisen koloniler
santrifiij edilerek protein liretimi i¢in hazirlanan BMMY besiyerine aktarilmistir. 96 saat
boyunca 30°C’de inkiibasyona birakilmistir. 24 saatte saf metanole ile indiikleme

yapilmistir. Alinan 6rnekler sivi azotla muamele sonrasi -80 °C’de saklanmustir.

4.4.1. Uretim siirecince metanol oranlarmin belirlenmesi

Indiiklemede metanol orani iiretim iizerinde olumlu veya olumsuz olarak etki
edebilmektedir. Metanoliin fazla eklenmesi rekombinant P. pastoris {izerine toksik etki
yapacagindan iiretimde metanol oraninin belirlenmesi i¢in farkli oranlar denenmistir. Bu
nedenle, BMMY besiyerinde gelisen koloniler her 24 saatte bir %1, %2 ve %3 metanol
icerecek sekilde indiiklemeye tabi tutulmustur. Farkli oranlarda indiiklenen hiicrelerin
gelisim durumlarini belirlemek i¢in spektrofotometrede ODegoo nm’de absorbanslari, qRT-

PCR analizleri ve agar difiizyon testi yapilmustir.
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Metanol, rekombinant protein ekspresyonu artirtlmasinin yani sira tek karbon
kaynagi olarak da kullanilir. Fakat hiicre gelisimini, metanol konsantrasyonlarin yiiksek
oranlar1 inhibe edebilmektedir (Zhang et al. 2000). Bu yiizden genellikle kesikli beslemeli
islem kullanilir. Yetersiz metanol orani, protein verimliligini olumsuz etkilemektedir. Bu
nedenle toksik etkiyi dnlemek igin kiiltiir icindeki metanol konsantrasyonunun %0,5' in
altinda tutulmasi gerektigidir ama bu oran tiim rekombinant proteinler i¢in uygun bir oran
olmamaktadir (Guarna et al. 1997). Birgok rekombinant protein igin tiiketilen metanol
miktar1 ile tiretilen protein miktar1 arasinda dogrudan bir iliski gozlemlenmistir. Fazla

metanol 1-4%’den fazla kullanimi toksik olabilmektedir.

Tez ¢alismasinda, metanol %1, 2 ve 3 oranlarinda uygulanmistir. Sonuc¢larimiza
gore, BMMY besiyerinde metanol eklemesinin hiicre biiyiimesi iizerine olumsuz bir

etkisi olmamastir.

3,2
3,0 4
2,8 4
g |
o 26
(o]
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w 2,44
c
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]
o |
< 20 4 =g K oNtrol Grubu
’ —8—% 1 metanol indiklemesi
e % 2 metanol indlklemesi
1,8 4 % 3 metanol indiklemesi
T T T T T T T T T
20 40 60 80 100
Zaman

Sekil 4.11. Farkli oranlarda metanol indiiklemesinin P. pastoris hiicre biiylimesi {izerine
etkisi.
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4.4.2. gRT-PCR ile hBD-2 iiretiminin dogrulanmasi

BMMY iiretim besiyerinde her 24 saatte farkli metanol oranlar1 kullanilarak %1,
%?2 ve %3 indiikleme gerceklestirilmistir. 24 saate bir toplanan 6rneklerle yapilan qRT-
PCR sonuncunda gen ekspresyon seviyeleri degerlendirildiginde, indiikklemenin en 1yi
oranin %?2 metanol orani oldugu 72. saatte hiicredeki mRNA miktarinin en fazla oldugu
gen ekspresyonu analizlerine gore belirlenmistir. Gen ekspresyon seviyelerinin

karsilagtirilmast Sekil 4.12°de verilmistir.
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Kontrol 24, saat Kontrol 48. saat Kontrol 72. saat Kontrol 96. saat

Sekil 4.12. %2 metanol indiikklemesi yapilan kiiltiirlerde hBD-2 mRNA seviyesinin
incelenmesi. Sonuglar maya GAPDH genine gore normalize edilmistir.

4.4.3. SDS-PAGE ile hBD-2 iiretiminin kontrolii

pPICZaA-hBD-2 i¢eren rekombinant BMMY besiyerinde 96 saat boyunca %2’lik
metanol ile indiiklenerek rekombinant peptitin {liretimi gergeklestirilmis ve daha sonra
TCA ile coktiiriilen peptid, %15’lik SDS-PAGE jel elektroforezinde 3 saat 80 V’da
yiritilerek ayrilmistir. Elektroforez sonrasi jele Commasie boyama yapilmustir.
Elektroforez sonuglarina gore rekombinant peptit yaklasik 7 kDa boyutunda bant

vermistir. 96. saate iiretimin oldugu belirlenmistir.
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M 24 48 72 9% M

—> 7 kDa

Sekil 4.13. Rekombinant peptidlerin 24-48-72-96 saatlik SDS-PAGE analizi

4.4.4, Western Blotlama

hBD- 2 proteini fonksiyonel olarak incelemek igin farkli ¢oziiciilerde (Su, RIPA,
PBS) ¢oziinmiis ve her 6rnek farkli kuyulara yiiklenerek, SDS-PAGE’ e yiiklenmistir.
SDS-PAGE jelinin yiiriitiilmesinin ardindan Jel PVDF membrana aktarilmig, His tag
primer antikor (6x-His Tag Monoclonal Antibody (3D5), HRP ile 16 saat muamele
edilmistir. Ardindan HRP-konjuge sekonder antikor ile 1 saat muamele edilip,
kemiliiminesans goriinti alinmistir. Sekil 4.14’de  western blotlama sonucu

goriilmektedir.

96.saat

Sekil 4.14. Western blotlama sonucu, 96. saat sonunda elde edilen proteinlerin farkli
coziiciilerde ¢dziinmesi ile yapilan analiz sonucu.
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4.5. Rekombinant hBD-2’nin Antimikrobiyal Aktivitesinin belirlenmesi

Tez c¢aligmasinda iiretilen hBD-2 peptidinin antimikrobiyal aktiviteleri agar
diftizyon ve mikroliquid testi ile belirlenmistir. Test edilen rekombinant peptidler test
edilen Gram-pozitif ve negatif bakterilerinde zon olusturmustur. Agar difiizyon sonuglari
Sekil 4.15°de verilmistir.

Kontrol

%2
e | L9

P. aeruginosa PAO1 K. pneumaniae klinik izolat

Kontrol

%2 , %1

il

L}

A. baumannii ATCC 1605 S. aureus MRSA ATCC 43300

Sekil 4.15. Agar difiizyon testi ile metanol oraninin belirlenmesi. (a) P. aeruginosa, (b)
Klinik K. pneumoniae Oxa-48 pozitif izolat, c. A. baumanniae (d) S. aureus
MRSA. Oklar zonlar1 gostermektedir.

Sonuglarimizda %?2’lik metanol indiiklemesinde zon olusumu gézlenmistir. Bu

sonuglara gore, fonksiyonel olarak aktif hBD-2 iiretimi oldugu desteklenmektedir.

Mikro-sivi bakteri koloni belirleme testine gore, 24, 48, 72 ve 96. saatlerde
toplanan %2 metanol uygulamasina ait rekombinant kiiltiir filtratlar1 g¢esitli patojen
suslarla muamele edilmis ve 24. saat sonra bakterilerin gelisimlerine ait sonuglar ODgoo

nm’de 6l¢lim alinarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.16. Mikro-siv1 bakteri koloni belirleme testinde rekombinant hBD-2’nin 24 saat
sonra bakteri gelisimi tizerine etkileri. ODgoo nm’de 6l¢iim alinmistir. Kontrol
olarak BMMY besiyeri kullanilmistir.

S. aureus MRSA ATCC 43300

Sekil 4.17. hBD-2 genini igeren rekombinant P. pastoris kiiltiir filtratinin Mikro-sivi
bakteri koloni belirleme testinde S. aureus ATCC 25923 ve ATCC 43300
suslarina kars1 antimikrobiyal aktivenin belirlenmesi (K: Kontrol).
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P. aeruginosa PAO1

Sekil 4.18. hBD-2 genini igeren rekombinant P. pastoris kiltir filtratinin P.
aeruginosa’ya karsi antibakteriyel aktivitesi (K: Kontrol).

Sonug olarak, %2 metanol uygulanmig rekombinant P. pastoris hiicrelerinin 96.

saatlik kiiltiir filtratlar1 antibakteriyel aktivite gostermistir.
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5. SONUC ve ONERILER

AMP’lerin dogal kaynaklardan biiylik Ol¢ekte iiretilmesi endiistriyel agidan
elverisli degildir. Ayrica, dogal proteinlerin iiretimi ¢evresel sartlarda meydana gelen
kiigiik degisimlerden dahi etkilenmektedir. Giiniimiizde, kisa zincirli AMP
molekiillerinin {retimi kimyasal sentez yontemiyle gerceklestirilmektedir. Ancak,
kimyasal sentez yontemi terapdtik kullanim i¢in maliyetli bir yontemdir. 1 mg AMP’ nin
aminoasit ¢esidine ve modifikasyonuna gor 100-1.000 $ arasinda maliyeti bulunmaktadir
(Cao et al. 2018). Bununla birlikte, kimyasal sentez, bir veya daha fazla disiilfid kopriisi
ve 10°dan fazla amino asit uzunluguna sahip peptitler icin elverisli degildir (Cao et al.
2018). Ote yandan, rekombinant DNA teknolojisi, genetik miihendisligi tekniklerinin
gelistirilmesi ile birlikte, endiistriyel ve tibbi {iriinlerin liretilmesinde siklikla kullanilan
bir teknik haline gelmistir. Bu tez ¢alismasinda, P. pastoris ekspresyon sistemi
kullanilarak insan kaynakli hBD-2 antimikrobiyal peptidinin fonksiyonel olarak aktif bir

sekilde rekombinant tiretimi gerceklestirilmistir.

Tez kapsaminda,

e FaDu hiicrelerinden indiikkleme yontemi ile hBD-2 peptidinin PCR
yontemi ile amplifikasyonu gercgeklestirilmistir.

e hBD-2 geninin pGEM-T Easy vektoriine alt klonlamasi yapilmis ve dizi
dogrulamas1  gercgeklestirilmistir.  Ardindan, pPICZaA  vektoriine
klonlanmasi tamamlanmis ve tasarlanan konstriiksiyon elde edilmistir.

e Elde edilen konstriiksiyon P. pastoris X-33 hiicrelerine elektroporasyon
yolu ile aktarilmis ve pozitif koloniler tespit edilmistir.

e Secilen pozitif 6rnekten, farkli konsantrasyonlarda metanol indiiklemesi
yapilarak, en iyi metanol konsantrasyonu tespit edilmistir.

e hBD-2’nin {iiretiminin dogrulugu, qRT-PCR, SDS-PAGE ve Western
Blotlama yontemleri ile kontrol edilmistir.

e Uretilen hBD-2’nin antimikrobiyal aktivitesi agar difiizyon ve mikrosivi

bakteriyel koloni gosterimi yontemleri ile degerlendirilmistir.
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fleriki calismalar igin onerilerimiz ise su sekildedir. hBD-2’nin fermentdr
yardimiyla biiyiik Olgekli tretimi gergeklestirilebilir, his-tag afinite kromotografisi
yontemi ile saflastirilip stabilite testleri yapilabilir, sinerjik etki gosterebilen AMP
molekiilleri ile fiizyon protein seklinde tiretilmesi gergeklestirilebilir, diger AMP ve
antibiyotiklerle sinerjitik etkilesimleri incelenebilir ve kombinasyonel tedavi

yaklagimlarina kullanilabilir.

Sonug olarak, rekombinant olarak iiretilen hBD-2"nin fonksiyonel oldugu ve P.
aeruginosa (PAO1, ATCC10145, ATCC27853), S. aureus (MRSA ATCC43300, MSSA
ATCC25923), K. pneumoniae (klinik Oxa-48 pozitif izolat) ve A. baumannie
(ATCC1605) suslarina karst antimikrobiyal 6zellik gosterdigi tespit edilmistir.
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EK-2 hBD-2’nin Sekans Sonuglarina ait Bioedit programi Analiz Goriintiisii

Rekombinant Susun Sekans Sonuclari

>1433147_C11_C11+H2-5AF

TTTGACTTTTACGAAACCACTTGGGAAAGGAACAAAAAACAACTAATTATT
CGAAACGATGAGATTTCCTTCAATTTTTACTGCTGTTTTATTCGCAGCATCCT
CCGCATTAGCTGCTCCAGTCAACACTACAACAGAAGATGAAACGGTCACAA
ATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGTTACTCAGATTTAGAAGGGGATTTCGATG
TTGCTGTTTTGCCATTTTCCAACAGCACAAATAACGGGTTATTGTTTATAAA
TACTACTATTGCCAGCATTGCTGCTAAAGAAGAAGGGGTATCTCTCGAGAA
AAGAGAGGCTGAAGCTGAATTCGGTATAGGCGATCCTGTTACCTGCCTTAA
GAGTGGAGCCATATGTCATCCAGTCTTTTGCCCTAGAAGGTATAAACAAATT
GGCACCTGTGGTCTCCCTGGAACAAAATGCTGCAAAAAGCCATCTAGAACA
AAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGAATAGCGCCGTCGACCATCATCATCA
TCATCATTGAGTTTGTAGCCTTAGACATGACTGTTCCTCAGTTCAAGTTGGG
CACTTACGAGAAGACCGGTCTTGCTAGATTCTAATCAAGAGGATGTCAGAA
TGCCCATTTGCAATTG
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