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Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dal1

Danisman: Dog. Dr. Ismail BEZIRGANOGLU

Son yillarda antibiyotik direncinin artmasi, antifungal olarak kullanilan tarim ilaglarina karst
gelisen zararh bitki ve fungisit direngleri ve bu ilaglarin insan sagligina olan etkileri yeni antimikrobiyal
ajanlarin kesfini zorunlu kilmistir. Yeni antimikrobiyal ajanlar olarak antimikrobiyal peptitler (AMP) stabil
yapilar1 ve memeli hiicrelerine toksik 6zellik gdstermemeleriyle 6n plana ¢ikmaktadir. Ozellikle bitki
tohumlarinin birgok AMP icerdigi bilinmektedir. Bu tez ¢alismasinda M. sativa Sazova ¢esidinden 1siya
dayanikli yeni bir AMP tanimlanarak bu AMP’nin karakterizasyonunu yapmak amaglanmistir. Bunun igin
Sazova tohumlarindan peptitler (10 kDa>) elde edilmistir. Elde edilen peptitler igin disk difiizyon, jel
kapama ve mikrodiliisyon testleri yapilarak antimikrobiyal bir peptit icerdigi tespit edilmistir. Daha zonra
jel kapama testinde inhibisyon zonu veren araliktaki peptit band1 LC-MS/MS ile molekiil agirhigr 5,2048
kDa olan hipotetik peptit olan M. sativa Defensin 2.1 oldugu belirlenmistir. Bu Defensinin Sazova
cesidindeki Defensin 2.1’in gen sekansi Sanger yontemi ile elde edilerek aminoasit sekansina ¢evrilmistir.
UniProt Defensin 2.1 ve Sazova Defensin 2.1 sekanslari arasinda 3 farkli amino asit farkliligi oldugu
belirlenmistir. Sazova Defensin 2.1’in fizyokimyasal 0zellikleri (Expast ProtParam), sekonder
(PROCHECK) ve tersiyer (SwissModel, Phyre2 ve PRISPRED) yapisi in silico araglarla tahmin edilerek
yeni bir AMP karakterize edilmistir.
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ABSTRACT

Ph.D

An ANTIMICROBIAL PEPTIDE IDENTIFICATION FROM Medicago sativa
SAZOVA CULTIVAR AND EVALUATION OF ITS GENE EXPRESSION

Biisra ALBAYRAK TURGUT

Erzurum Technical University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor: Assoc. Prof. Ismail BEZIRGANOGLU

In recent years, it is necessary to discovery of new antimicrobial agents because of the increase in
antibiotic resistance, the development of herbicide and fungucide resistance, and the harmful effects of
these drugs on human health. As new antimicrobial agents, antimicrobial peptides (AMP) stand out with
their stable structure and non-toxicity to mammalian cells. It is known that plant seeds, in particular, contain
many AMPs. In this thesis study, it was aimed to identify a new termostable AMP from the M. sativa
Sazova cultivar and to characterize this AMP. For this purpose, peptides (10 kDa>) were obtained from
Sazova seeds. Disc diffusion, gel overlay assay and microdilution tests were performed for the resulting
peptides and it was determined that they contained an antimicrobial peptide. Then, the peptide band in the
range that gave the inhibition zone in the gel overlay assay was determined by LC-MS/MS as M. sativa
Defensin 2.1, which is a hypothetical peptide with a molecular weight of 5.2048 kDa. Then, to determine
the gene and amino acid sequences of the Sazova cultivar Defensin 2.1, the sequences were obtained by
cloning into the pGEMT-easy vector and using the Sanger method. It was determined that there are 3
different amino acid differences between the UniProt Defensin 2.1 and Sazova Defensin 2.1 sequences. A
new AMP was characterized by predicting the physiochemical properties (Expast ProtParam), secondary
(PROCHECK) and tertiary (SwissModel, Phyre2 and PRISPRED) structure of Sazova Defensin 2.1 with

in silico tools.
2024, 80 page
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1. GIRIS

1. GIRIS

Antimikrobiyal peptitler (AMP) ilk defa Alexander Fleming tarafindan 1922
tarihinde Lizozim enzimini ve ardindan 1928’de Nisin antibakteriyel peptidinin
kesfedilmesiyle birlikte enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde kullanilmaya baslanmistir.
Bu tarihten sonra, ¢esitli canlilardan birgok AMP kesfedilmistir. Patojenlerle miicadelede
antibiyotiklerin ve tarim ilaglarmin yanls kullanimi, mutasyonlar ve yatay gen transferi
gibi nedenlerle bu ilaglara direnglerin olusmasiyla birlikte giintimiizde yeni AMP’lerin

kesfedilmesi patojenlerle miicadelede 6nem kazanmustir.

1.1.  Antimikrobiyal Peptitler

AMP’ler mikroorganizmalarda, bitkilerde ve hayvanlarda tiretilen, dogustan gelen
bagisikligin pargasi olan bir biyomolekiil grubudur (Somma et al. 2020). AMP’ler 5 ila
100 arasinda aminoasit iceren oligopeptitlerdir. Bu peptitler, patojenlere (viriis, bakteri
ve fungi) karsi savunmanin ilk hattin1 olustururlar. Bazi AMP’ler belirli hiicrelerde
stirekli olarak tiretilirken, bazilari ise bir uyarana cevap olarak tretilirler (Bahar and Ren
2013). AMP’ler ¢ogunlukla patojenlere karsi etkili olsalar da kanser hiicrelerine karsi
sitotoksik etki gosteren AMP’ler de bulunmaktadir. AMP’ler biiylik oranda katyonik
ozelliktedirler ancak omurgalilarda, omurgasizlarda ve bitkilerde anyonik AMP’ler

kesfedilmistir (Somma et al. 2020).

1.2. AMP’lerin Siiflandirilmasi

Antimikrobiyal Peptit Veritabaninda (ADP, https://aps.unmc.edu/), AMP’ler
hedefledikleri canlilara, etki mekanizmalarina, igerdikleri amino asit 6zelliklerine ve

tiretildikleri canli kaynaklarina gore siniflandirilabilirler.

AMP’ler hedefledikleri canlilara gore antibakteriyel, antifungal, antiviral,
insektisidal ve antiparazital olarak isimlendirilirler. Etki mekanizmalarina gore hiicre
yiizeyini hedefleyen ve hiicre i¢i hedefleri olan peptitler olarak ikiye ayrilirlar. AMP’lerin
icerdikleri amino asit kompozisyonu temel alindiginda ise amino asit kompozisyonuna,

peptidin yiikiine, hidrofobisitesine ve uzunluguna gore alt siniflara ayrilabilir. Peptidin
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yikiine gore katyonik (%88), anyonik (%6) veya notral (%6) olabilirler;
hidrofobisitelerine gore ise hidrofilik, hidrofobik veya amfipatik olarak ayrilirlar. Ayrica,
AMP’ler amino asit kompozisyonuna goére glisince zengin, histidince zengin, sisteince

zengin ve prolince zengin vb. olarak tanimlanirlar (Decker et al. 2022).

Fungi
mm Animal
mm Plant
Bacteria
Protozoan
Synthetic

Sekil 1.1. AMP’lerin izole edildigi kaynaga gore siniflandirilmasi

Diger yandan, izole edildikleri canlilara gore de isimlendirilirler. Bunlar;
bakteriyel AMP’ler (bakteriosinler), fungal AMP’ler, bitki AMP’leri ve hayvan
AMP’leridir (Sekil 1).

1.2.1. Bitki AMP’leri

Bitki AMP’lerinin ¢ogu disiilfit baglar1 olusturan 4-12 arasinda sistein amino
asidine sahip olup sisteince zengin proteinler olarak da adlandirilirlar. Bitki savunma
sistemine dahil olan bu peptitler farkli yapisal organizasyonlara sahip olup bu sayede
antimikrobiyal, antiviral, antitiimdr, antiproleratif, mitojenik veya insektisidal olmak
lizere genis biyolojik aktiviteler gosterirler. Bitki AMP’leri icerdikleri sisteinler ve
sisteinlerin olusturdugu korunmus dizi oriintiileri ile defensinler, thioninler, cyclotitler,
knottinler hevein-benzeri peptitler ve snakinler olmak iizere siniflandirilirlar. Sisteince
zengin bu molekiiller tohum ¢imlenmesinden baglayarak yenilenen organlarin
korunmasina kadar bitki gelisiminin her asamasinda {iretilirler ve hiicre i¢i hedeflere etki
edebilir veya katyonik yapilarindan dolay1 hiicre membranini hedef alabilirler (Goyal et

al. 2014; Dubovski et al. 2011).
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Bitki AMP’leri sistein aminoasitleri arasinda disiilfit baglari olusturmalari
sayesinde oldukca kararli molekiiller olup igerdikleri disiilfit bag sayilar1 bu kararliligin
seviyesini belirler; sonugta onlara termal, kimyasal, enzimatik ve yapisal degisikliklere
kars1 dayaniklilik kazandirir (Gao et al. 2001; Tang et al. 2018). Bitki AMP’lerinin en
onemli ozellikleri ise molekiillere spesifik olmalarindan dolay1 ¢cogu defensin ve bitki
AMP’sinin memeli hiicrelerine ve bitkilerin kendilerine toksik 6zellik gostermemeleridir

(Finkina et al. 2018).

1.2.1.1. Thioninler

Thioninler bugday tohumlarindan izole edilen ilk sistein iceren bitki AMP
smifidir (Hughes et al. 2000). Purothionin ise bugday ve arpa tohumlarindan ekstrakte
edilen ilk thionindir (Redman and Fisher 1969). Thioninler 45-48 amino asit (~5 kDa) ve
6 veya 8 sistein igeren AMP’lerdir (Igbal et al. 2019). Thioninler bakteri, fungi ve
boceklere karst inhibisyon etkisi gosterirler. igerdikleri sistein sayisina gore 3 veya 4
distilfit kopriisii kurulur. Thioninler amino asit dizilerini diger AMP’lere gore daha ¢ok
korumuslardir (Sekil 1.2) (Tam et al. 2015). Ayrica ikincil yapilarinda gamma (I)

katlanmasini olusturan B1-al-02-B2-koil korunmus motifi de ortaktir.

A || r—Fr——x " | I

Crambin TTCCPSIVARSNFNVCRLPGTP-EALCATYTGC I | IPGATCPGDYAN
ViscotoxinA1 KSCCPSTTGRNIYNTCRLTGSS-RETCAKLSGCKI I SASTCPSNYPK
ViscotoxinA2 KSCCPNTTGRNIYNTCRFGGGS-RQVCASLSGCKI I SASTCPSDYPK
ViscotoxinA3 KSCCPNTTGRNIYNACRLTGAP-RPTCAKLSGCKI ISGSTCPSDYPK
ViscotoxinB ~ KSCCPNTTGRNIYNTCRLGGGS - RERCASLSGCKI I SASTCPSDYPK
ViscotoxinB2 KSCCPNTTGRDIYNTCRLGGGS - RERCASLSGCKI ISASTCPSDYPK
ViscotoxinC1  KSCCPNTTGRNIYNTCRFAGGS - RERCAKLSGCKI I SASTCPSDYPK
Viscotoxin 1-PS KSCCPNTTGRN I YNTCRFGGGS-REVCARISGCKI I SASTCPSDYPK
PhoratoxinA KSCCPTTTARNIYNTCRFGGGS-RPVCALLSGCKI | SGTKCDSGWNH

o-Hordothionin KS RSTLGRNCYNLCRVRG-A-QKLCAGVCRCKLTSSGKCPTGFPK
@-Hordothionin KS RSTLGRNCYNLCRVRG-A-QKLCANACRCKLTSGLKCPSSFPK
w-Purothionin  KS RSTLGRNCYNLCRARG-A-QKLCAGVCRCKISSGLSCPKGFPK
w-Purothionin  KS KSTLGRNCYNLCRARG-A-QKLCANVCRCKISSGLSCPKDFPK
HellethioninD KS RNTLARNCYNACRFTGGS-QPTCGILCDCIHVTTTTCPSSHPS
PpTH KS RNTWARNCYNVCRLPGTISREICAKKCDCKI ISGTTCPSDYPK
Tu-AMP1 KS RNTVARNCYNVCRIPGTP-RPVCAATCDCKLITGTKCPPGYEK

)-SR — SRS —

g
L

Crambin B-Purothionin

Sekil 1.2. Farkli thioninlerin i¢erdigi amino asit dizileri (Tam et al. 2015)
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1.2.1.2. Bitki defensinleri

Bitki defensinleri, farkli biyolojik aktivitelere (antifungal, antibakteriyel ve o-
amilaz inhibitorii) sahip, 45 ila 54 arasinda amino asit igeren peptitlerdir (Igbal et al.
2019). Bitki defensinleri, korunmus olarak 8 sistein igerirler; bu sisteinler arasinda ise
dort disiilfit kopriisii kurulur. Sistein amino asitleri kalintist bitki defensinlerinde
korunmustur (Sekil 1.3). Bitki defensinleri {i¢ boyutlu yapilarinda 3 antiparalel B-tabaka
ve bu B-tabakalara paralel olan 1 tane a-heliks igerirler ve ikincil yapilarinda karakteristik
olarak sisteinlerin stabilize ettigi aff (CSof) motifine sahiptirler (Li et al. 2021). Bundan
dolay1 bitki defensinleri yiiksek sicaklikta (~85 °C), diisiik pH’da ve oksidatif ortamda
stabildir.

T | ||

[
-C|1—C2— CIXXXC 4w G 5 e C6xC7xxx(.;.8-
4 4
| |
E G

Sekil 1.3. Bitki defensinlerine ait sistein kalintilar1 (x=herhangi bir aminoasit, G= glisin,
E=glutamik asit) (Kovaleva et al. 2020).

Defensinler bitkilerin yaprak, kok, govde ve tohum gibi farkli doku ve
organlarinda sentezlenirler ama en ¢ok tohumlarda bulunurlar ve bdylece patojenlere
karst savunmalarini artirmig olurlar (Igbal et al. 2019; Kovaleva et al. 2020). Ayni
zamanda tohumlar, ksilem ve yapraklarin stomata hiicrelerinin hiicreler arasi boslugunda
ve hiicre duvarlarinda bulunurlar; koklerin, ¢igek ve meyvelerin dis ylizeylerinde devamli
olarak bulunurlar. (Kovaleva et al. 2020). Aym zamanda defensinlerinin bitkilerin
kuraklik, soguk ve tuzluluk gibi abiyotik stres faktorlerine maruz kaldiklarinda
ekspresyon seviyelerinin arttigi bilinmektedir (Lay and Anderson 2005; Carvalho and
Gomes 2011; Kerenga et al. 2019; Turgut and Bezirganoglu 2022).
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1.2.1.3. Hevein benzeri peptitler

Hevein benzeri peptitler 29 ila 45 amino aside sahip, 6, 8 veya 10 sistein igeren
ve sisteinler arasinda 3-5 arasinda distilfit bagi olusturabilen bazik peptitlerdir (Li et al.
2021). Bu peptitler, hevein domainlerinde korunmus sirada ¢ok sayida glisin ve bazi
aromatik grup iceren amino asitler barindirirlar (Tam et al. 2015). Hevein domainleri ise
spesifik olarak kitine baglanir. Ikincil yapilarinda, B3 ve iki uzun sarmalda bulunan kisa
doniislerin varligina bagh olarak degisiklik gosteren sarmal-p1-B2-sarmal-p3 motifleri
vardir (Sekil 1.4).

A

—Rfo———<f—H

Sekil 1.4. Hevein-benzeri peptitlerin A) ikincil yapidaki sarmal-p1-B2-sarmal-p3 motifi
ve B) Eucommia ulmoides’ten izole edilmis bir hevein-benzeri bir AMP olan
EAFP2’nin {i¢ boyutlu yapis1 (Tam et al. 2015).

1.2.1.4. a-Hairpin ailesi

a-Hairpin ailesi korunmus sisteinler diginda lisin/arjinin yoniinden zengin
savunma peptitleridir. Igerdikleri sistein motifinde helikslerin antiparalel oldugu, edilmis
karakteristik bir heliks-ilmek-heliks ikincil yap1 olusturur (Sekil 1.5); tersiyer yapida ise
bu motif iki disiilfit kopriisii tarafindan stabilize edilmis haldedir (Sousa et al. 2016;
Slavokhotova and Rogozhin 2020). Bu AMP ailesi, antimikrobiyal, tripsin inaktive edici

ve ribozom inaktive edici aktivitelere sahiptir (Tam et al. 2015).
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Sekil 1.5. a-Hairpin ailesinin ikincil yapisinda bulunan A) heliks-ilmek-heliks motifi ve
B) Echinochloa crus-gali tohumlarindan izole edilen Ec-AMP1 ve Luffa
aegyptiaca’dan izole edilen a-Hairpin ailesinden iki AMP’nin 3 boyutlu yapisi
(Tam et al. 2015).

1.2.1.5. Knottin tipi peptitler

Knottin tipi peptitler, yaklasik 30 amino asit igeren en kisa bitki AMP’leridir. Bu
AMP’ler enzim inhibitdrii (a-amilaz, tripsin ve carboksi-peptidaz), insektisidal, anti-HIV,
sitotoksik etki ve antimikrobiyal aktivite gibi farkli biyolojik aktivite gosterirler (Le
Nguyen et al. 1990; Pallagy et al. 1994; Aboye et al. 2015). Biyolojik aktivite disinda,
bitki gelisiminde, abiyotik strese kars1 veya sinyal molekiilii olarak da aktivite gosterirler

(Li et al. 2021).

A PAFP-S AGllKNGGRINASA-GPPYIlSSY-IFQIAGQSYGV KNR
Mj-AMP1 -QCIGNGGRCNENV -GPPYCCSGF - CLRQPGQGYGYCKNR
Mj-AMP2 --CIGNGGRCNENV -GPPYCCSGF - CLRQPNQGYGVCRNR
AAI --CIPKWNRCGPKMDGVP -CCEPYTCT---SDYYGNCS - -

) T 1 1

B CMTI1 - - - .- RVCPRILMECKKDSDCLAE--CV-CL-EHGYCG- - - -
Panitde L2 - -PQLPICGET---CVLGR-CYTPN-CT-C--QYPICVR- - -
Violacin A --8SAIS-CGET---CFKFK-CYTPR-CS-C--SYPVCK----
PCI EQHADP | CNKP - - -CKTHDDCSGAWFCQACWNSARTCGPYVG

SFf—E)—m)-

Sekil 1.6. Knottin tipi peptitlerin alttakimlarin A, B) ikincil yapilarindaki farkliliklar ve
sisteinler arasindaki disiilfiit kdpriilerinin gosterimi (Tam et al. 2015).

Bu AMP’ler, tipik olarak 6 sistein aminoasit kalintis1 ve bu sisteinler arasinda
olusan korunmus disiilfit kopriileri (Cysl-CyslV, Cysll-CysV ve CysllI-CysVI)
olustururlar (Sekil 1.6A) (Tam et al. 2015). Bu disiilfiit kopriilerinin varlig1 bir sistein
ilmegi olusmasina neden olur ve sistein motifleri farkli alttakimlarda degisiklik gosterir

(Sekil 1.6).
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1.2.1.6. Cyclotit ailesi

Cyclotitler halkasal omurgaya sahip olan ve 28-37 aminoasit iceren AMP’lerdir.
Bu AMP’ler diigiimlii bir yap1 halinde diizenlenmis 6 sistein kalintis1 ve ¢apraz bagh 3
distilfit kopriisiiyle stabilize edilmis halkasal bir omurga olustururlar (Sekil 1.7A) (Craik
2009; Pranting et al. 2010). Ayn1 zamanda, sistein i¢eren bu ilmek siklik sistein ilmegi
olarak da bilinir. Siklik sistein ilmegi bu AMP ailesine sicakliga, kimyasallara ve
proteolitik degredasyona karsi direng kazandirir (Metha et al. 2020). Cyclotitler iig
boyutlu yapilarinda 6 farkli dongii bolgesi igerirler (Sekil 1.7B), peptit omurgasinin 5.
dongii bolgesinde cis-prolin varligina gore iki alt sinifa ayrilir: Mobius ve kelepce
(bracelet) (Tam et al. 2015; Pinto et al. 2012). Cyclotitler antibakteriyel, anti-HIV,
insektisidal veya anti-tiimor 6zellikte olabilirler (Igbal et al. 2019).

Kalata B1

Sekil 1.7. Cyclotit ailesinin A) ikincil yapisi, halkasal yapisini olusturan N- ve C- uglarini
birlestiren bagin ve B) 3 boyutlu yapisinin sematik gosterimi (Tam et al. 2015).

1.2.1.7. Snakinler

Snakinler 12 sistein amino asidi i¢eren bitki AMP’leri igerisinde en ¢ok disiilfit
kopriisiine sahip AMP smifidir (Sekil 1.8). Ik snakin peptidi patates yumrularindan
(Solanum tuberosum) elde edilen snakin-1 (StSN1) (Segura et al. 1999). Bu AMP’ler
yaklasik olarak 66 amino aside sahiptirler ve c¢esitli bitki dokularinda biyotik veya
abiyotik stres faktorlerine kars1 eksprese edilirler (Li et al. 2021; Turgut and Bezirganoglu
2022).
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4-?-3-C-3-C-8-C-3_-C‘-2-CC-2-C-1 -C-11-C-1 3-1 2-Ci-1

Sekil 1.8. Snakinlerin igerdigi sistein dizileri ve disiilfit kopriilerinin gdsterimi (Tam et
al. 2015).

1.2.1.8. Lipit transfer peptitleri

Lipit transfer proteinleri (LTP’ler) sekiz sistein amino asidi igeren katyonik
AMP’lerdir. Bu AMP’ler lipit transfer aktivitelerinden dolay1r diger AMP siniflarindan
ayrilirlar ve yag asitleri, fosfolipitler, agil-koenzim A ve prostaglandin B2 gibi lipitlere
baglanabilirler (Yeats and Rose 2008). Bu ozelliklerinden dolayr spesifik olmayan
LTP’ler olarak adlandirilirlarak fungi ve bakterilerin gelisimlerini inhibe ederler.
Molekiiler kiitlelerine gore LTP1 (MW = 9 kDa) ve LTP2 (MW = 7 kDa) olarak iki alt
gruba ayrilirlar (Tam et al. 2015). LTP1 ve LTP2 tersiyer yapilarinda ayni sekilde
kurulmus 4 disiilfit koprisiyle stabilize edilmis 4 o-heliks icerirler ancak amino asit
dizileri farklilik gosterir (Sekil 1.9A) (Douliez et al. 2001; Pons et al. 2003). Bu iki alt
grubun da sahip oldugu a-heliksler lipitlere baglanabilmelerini saglayan hidrofobik bir
oyuk olustururlar (Sekil 1.9B) (Gomar et al. 1998; Han et al. 2001).

A LTPL KRG RRRRRRR— AR ———
LTP2 — KRR — S S ——

f;tbﬂj)
Maize LTP1 Wheat LTP2

Sekil 1.9. LTP’lerin A) alt siniflarinin ikincil yapilar1 ve B) bu alt siniflara ait iki peptidin
ti¢ boyutlu yapilariin sematik gosterimi (Tam et al. 2015).

1.3.AMP’lerin Etki Mekanizmalar

AMP’lerin antimikrobiyal etkileri genellikle hiicre membrani ile olan etkilesim
yetenegine gore belirlenir. AMP’lerin etki mekanizmalar1 amino asit dizisi, biiytikliik, net

yiik, hidrofobisite ve afinitesine bagl olarak degisiklik gosterir (Bhattacharjya and
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Ramamoorthy 2009). AMP’ler tripsin veya amilaz enzimlerinin inhibitorii olarak, hiicre
duvarinda bulunan kitin gibi molekiillerle etkilesime girerek veya Ca®" iyon kanallarina
baglanarak antimikrobiyal etki gosterebilirler (Koo et al. 2004; Sagaram et al. 2011; Igbal
et al. 2019); ancak ¢ogu AMP mikroorganizmalarin yiizeyinde bulunan fosfotidilserin ve
kardiolipin gibi anyonik lipitlerle etkilesebilmek i¢in katyonik &zelliktedir (Chen et al.
2017). AMP’lerin hiicre membraniyla olan etkilesimleri dort farkli model ile
aciklanmaktadir. Bu modeller, hali mekanizmasi, toroidal por olusumu, fig1 olusum
mekanizmasi ve diizensiz toroidal por olusum mekanizmasidir (Sekil 1.10) (Brogden

2005; Nguyen et al. 2011).

Antimikrobiyal Peptitler
(AMP'ler)

| Hiicre membram

N\

Sekil 1.10. AMP’lerin hiicre membranina etki mekanizmalari. @) fi¢1 por mekanizmasi,
b) diizensiz toroidal por olusum mekanizmasi, C) hali mekanizmasi, d)
toroidal por mekanizmasi (Liv et al. 2021).

1.3.1. Halh mekanizmasi

Bu modelde, peptitler hiicre membranindaki fosfolipid tabakasinin yiizeyinde
paralel olacak sekilde toplanirlar. Yeterli miktarda peptit biriktikten sonra amfipatik
peptitler membran lipitleri halkasal olarak sararlar ve bu da membranda ¢atlak olusmasina
neden olur (Jarva et al. 2018). Daha sonra, AMP’ler hiicre i¢ine dogru gegip lipit

molekiillerinin etrafin1 ¢evreleyerek kiiglik parcalar halinde membrandan uzaklastirilar
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(Sekil 1.10c). Sonugta hali mekanizmasinda AMP’ler hiicre igerisine girmeden hiicre

biitiinliiglinii bozarlar (Li et al. 2021).

1.3.2. Toroidal por olusumu

Toroidal por olusumunda AMP’ler 6nce fosfolipit tabakasina tutunurlar ve
sonrasinda yapisal olarak doniiserek membran igine niifuz ederler. Bu mekanizmada

AMP’lerle kapli bir por olusumu gergeklesir (Sekil 1.10d) (Nguyen et al. 2011).

1.3.3. Fi¢1 por olusumu

Fig1 por olusum modelinde, peptitler oncelikle membrana tutunurlar ve bir
bolgede yiginlar halinde birikirler. Memebrana tutunan peptitlerin hidrofobik kisimlari
membran lipidlerinin hidrofobik bdlgeleri ile etkilesip ¢ift tabakali menbranin i¢inde dik
ve fosfolipit tabakasina ise paralel bir sekilde yerleserek gozenek olustururlar (Sekil
1.10a) (Brogden 2005). Bazit AMP’ler por olusumundan sonra hiicre i¢ine girerek hiicre
ici hedeflere baglanabilirler (Travkova et al. 2017).

1.3.4. Diizensiz toroidal por olusumu

Bu modelde ise, plazma zari iizerinde rastgele bir gozenek olustuktan sonra,
lipitler i¢e dogru biikiiliir ve fosfolipit bas gruplari tarafindan diizenlenen gdézenek
bosluklar1 olusur. Derine gomiilmiis halde bulunan peptitler diiz dairesel gozenekleri
stabilize ederken geri kalan peptitler gozeneklerin dis kisimlara tutunurlar ve zarin

egriligini stabil hale getirirler (Sekil 1.10b) (Li et al. 2021).

1.3.5. Hiicre membran lipitleri disindaki hedefler

AMP’ler hiicre membranindaki lipitlerden baska hedeflere de baglanarak
inhibisyon veya oldiiriicii etki gosterebilirler. Hedef mikroorganizmadaki membran
proteinlerine, niikleik asitlere, hiicre duvarinda bulunan kitin vb. molekiillere ve hiicre ici

proteinlere baglanabilirler (Nguyen et al. 2011; Tam et al. 2015). Ayrica, defensin grubu

10
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AMP’ler hiicre disina salgilanan a-amilaz veya tripsin gibi proteolitik enzimleri inhibe
ederek dolayli yoldan mikroorganizma ve bitki zararlilariin 6liimiine yol agabildikleri
gibi iyon kanallarini etkileyebilir veya protein sentezini inhibe edebilirler (Finkina et al.
2018). Ornegin, Medicago sativa tohumundan izole edilen MsDef1 defensini L-tipi Ca?*
kanallarini inhibe eder ve hif ucu olusumunu engelleyerek hifsel dallanmay1 tesvik eder
(Sagaram et al. 2011). Sorghum bicolar’dan izole edilen Slal-3 defensini ise boceklerin
salgiladig1 a-amilaz enzimini inhibe ederken boriilce bitkisinden izole edilen Cp-thionin
tripsin enzimini inhibe eder (Bloch and Richardson 1991; Melo et al. 2002).

1.4. AMP’lerin Bitki Savunmasindaki Gorevleri

Bitkiler de tiim canlilar gibi yasam dongiileri siiresince kuraklik, tuzluluk, diisiik
veya yiiksek sicaklik, bocekler ve patojen mikroorganizmalar gibi cesitli stres faktorlerine
maruz kalirlar. Bu stres faktorlerine karsi bitkiler indiiklenebilir veya siirekli aktif olan
savunma mekanizmalar1 gelistirmiglerdir. Hiicre duvarinin kalinlagmasi, hiicre
membraninda lipid kompozisyonunun degismesi, fitohormonlarin (jasmonik asit, salisilik
asit, etilen, absisik asit, vb.) konsantrasyon artigi, sekonder metabolitlerin iretimi, oksijen
ve nitrojenin aktif formlarinin iiretimi, savunma proteinlerinin ifadesi, hipersensitif tepki
ve sistemik kazanilmis dayanikliligin gelistirilmesi bitki savunma mekanizmasinin
pargalaridir (Niirnberger et al. 2004). Patojenlerle enfekte olan bitkiler, gesitli peptitlerin
de i¢inde oldugu birgok protein sentezlerler ve bunlara patojenez ile ilgili (PR) proteinler
denir. PR proteinleri patojenlerden gelen uyarilar1 alan veya bu uyarilara cevap olarak
tiretilen proteinlerdir. Bitkilerde patojenlere karsi {iretilen savunma proteinleri farkli alt
gruplara ayrilirlar: proteaz inhibitorleri, kitinazlar, glukanazlar ve AMP’lerdir (Kazan ve
Giirel 2001; Finkina et al. 2018). Bitki savunma sistemine dahil olan AMP’ler farkli
yapisal organizasyonlara sahip olup bu sayede antimikrobiyal (antibakteriyel, antifungal),
antiviral, antitiimor, antiproleratif, mitojenik veya insektisidal olmak iizere genis

biyolojik aktiviteler gosterirler (Goyal et al. 2014).
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Sekil 1.11. Farkli sinyal molekiilleri ile AMP’ler sentezlenebilir veya AMP’ler sinyal
molekiilii olarak gorev yapabilir. (PRR: patojen iliskili reseptor, NO: nitrojen

oksit, ROS: reaktif oksijen tiirleri, MAPK: mitojenle etkilesen protein kinaz)
(Campos et al. 2018).
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Bitki AMP’leri siirekli veya patojenlerden gelen sinyallere yanit olarak tiretilen
kiigiik molekiiler kiitleli savunma proteinleridir (Sels et al. 2008). Sisteince zengin bu
molekiiller tohum ¢imlenmesinden baslayarak yenilenen organlarin korunmasina kadar
bitki gelisiminin her asamasinda tiretilirler, hiicre i¢i hedeflere etki edebilir veya katyonik
yapilarindan dolay1 hiicre membranini hedef alabilirler (Goyal et al. 2014; Campos et al.
2018). Bitki hiicreleri mikrobiyal atak, yaralanma veya parazitlerin invazyonu sonrasinda
cesitli sinyal molekiilleriyle (ROS, Ca?*, hormones, vb.) AMP’lerin sentezini uyarilabilir
(Sekil 1.11) (Lee et al. 2000; Tesfaye et al. 2013; Bolouri et al. 2016; Herbel et al. 2017;
Turgut and Bezirganoglu 2022). Ayrica AMP’ler ROS ve NO birikimini 6nleyerek veya
artirarak redoks mekanizmalariin diizenleyicileri olarak da gorev yapabilirler (Aerts et

al. 2007; Huang et al. 2008; Mello et al. 2011).

1.5. AMP’lerin Potansiyel Uygulama Alanlari

Tim canlilarda oldugu gibi bitkilerin de dogustan gelen bagisikliklarinin bir
pargas1 olarak iirettikleri, zararlilara karsi savunmanin ilk hattinda bulunan ve genis
spektrumda zararliya etki etmelerinden ve ¢ogunun sistein iceriginden kaynaklanan farkli
kosullara karsi dayanikli olmalarindan dolayr AMP’ler, c¢esitli uygulama alanlarinda
kullanilma potansiyellerine sahiptirler. AMP’ler biyoteknolojik uygulamalarda, tipta ve

tarimda antimikrobiyal ajan olarak kullanilmasi antibiyotiklere veya tarim ilaglarina

12



1. GIRIS

direncli hale gelen mikroorganizmalara karsi savasimizda yeni adaylar olarak karsimiza

cikmaktadir.

1.5.1. AMP’lerin biyoteknolojideki uygulamalari

Bakterilerin antibiyotik direncine paralel bir sekilde tarim ilaglarinin yanlis
kullanim1 sonucunda da bitki patojenleri kullanilan ilaglara veya antibiyotiklere karsi
diren¢ kazanmislardir (Birisik et al. 2018). AMP genlerinin ifade edildigi trangenik
bitkiler AMP’lerin genis biyotik aktiviteye sahip olmalarindan dolayr farkli
mikroorganizmalara karsi direngli hale gelmislerdir (Goyal et al. 2014). Ornegin, MsSN1
AMP’sini overexprese eden transgenik Medicago sativa hatlarinda Phytophthora
medicaginis CT1 ve Colletotrichum trifolii CT2 zararli funguslarina karsi hastalik
semptomlarini 6nemli Ol¢iide azalttig: tespit edilmistir (Garcia et al. 2014). Ayrica,
MsDef1 geni aktarilan transgenik tiitiin bitkilerinde Pseudomonas syringe pv tabaci ve
Ralstonia solanacearum ve Xanthomonas campestris bakterilerine ve Aspergillus niger,
Rhizoctonia solani ve Pyricularia oryzae funguslarina karsi etkiyi artirdigi belirlenmistir
(Deb et al. 2020). Benzer olarak, Macademia integrifolia tohumlarindan izole edilmis
MiAMPI1 geninin kanola bitkisinde ifade edilmesi sonucunda fungal patojen tiirii
Leptosphaeria maculans’in neden oldugu hastaligin etkilerini azaltmistir (Kazan et al.
2002). Diger bir ornek olarak, piring bitkisine aktarilan Hyalophora cecropia’dan izole
edilmis bir AMP geninin aktarilmasi ile Magnaporthe grisea fungal patojenine karsi

direng gelistirmistir (Peters 2006).

Fitopatojenlere karsi daha dayaniklt ve bu patojenlerin diren¢ kazanmasini
engellemek icin tek bir AMP geninden ziyade iki farkli AMP geni bitkiye transforme
edilebilir. Rhapanus sativus’tan (turp) elde edilen RSAFP2 ve Dahlia merckii’den elde
edilen Dm-AMP1 genlerinin piring bitkisine aktarilmasi sonucunda tek bir genin
aktarildig1 bitkilere gore ¢coklu gen aktarini ile fungal patojenlere daha dayanikli piring
bitkileri elde edilmistir (Jha and Chattoo 2009). Benzer olarak, dermaseptin
(Phyllomedusa sauvagii’den), lizozim (Gallus gallus’tan) ve AP24 osmotin (Nicotiana
tabacum’dan) aktarilan transgenik patetes bitkisinin hatlarinda Erwinia carotovora
bakterisine ve Fusarium solani, Rhizoctonia solani ve Phytophthora infestans

funguslarma kars1 yiiksek direng kazandirmistir (Rivero et al. 2012).
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1.5.2. Antimikrobiyal ajanlar olarak AMP’lerin uygulamalari

AMP’ler antiviral, antifungal, anti-mitojenik, anti-kanser ve anti-inflamator gibi
cesitli terapotik aktiviteler gosterme potansiyeline sahip bagisiklik diizenleyicileridirler
(Bakare et al. 2022). Konvansiyonel antibiyotiklerin bilingsiz ve sik uygulamalari
sonucunda bakterilerde gelisen diren¢ mekanizmalar1 ile basa ¢ikabilmek amaciyla
AMP’ler yeni antimikrobiyal ajanlar olarak da ©ne ¢ikmaktadir. Ik tamimlanan
AMP’lerden olan Nisin, belirli insan enfeksiyon hastaliklarinda kullanilmaktadir.
Methicillin antibiyotigine direngli olan Staphylococcus aureus (MRSA) ve vancomycin
direngli enterococci (VRE) klinik olarak tedavi edilmesinde Nisin kullanilarak tedavi
edilebilmektedir (Shin et al. 2016). Nisin’den farkli olarak bazi AMP’lerin insan
patojenlerine olan etkisi arastirilmaktadir. Ornegin, Moringa oleifera’dan izole edilen
Mo-CBP3 AMP’sinin sentetik varyasyonlarindan Mo-CBP3-Peplll memeli hiicrelerine
hicbir toksik etki gostermeden Staphylococcus aureas bakterisine karsi etkili olmustur
(Olivera et al. 2019). Yine, Lucillia sericata ve L. cuprina larvalarindan izole edilen
lucifensin ve lucifensin II defensinleri saglikli veya diyabet ve kardiyovaskiiler

bozukluklari olan hastalarda yara iyilesmesini destekledigi gosterilmistir (Li et al. 2016).

Yiyecek endiistrisinde gida koruyuculari olarak da antibiyotikler veya farkli
koruyucu maddeler kullanilmaktadir. Bu maddelerin yerine biyouyumlu olan yeni
antimikrobiyal ajanlara ihtiya¢ vardir ve bunun i¢in en 6nemli adaylar ise AMP’lerdir.
Cesitli calismalar AMP’lerin gida koruyucusu olarak kullanilma potansiyeli farkli
AMP’ler (Nisin, Pleurocidin ve Cp-thioninll) ile denenmis ve farkli mikroorganizmalara
kars1 etkili inhibisyon etkileri bildirilmistir (Broughton et al. 1996; Wang et al. 2015;
Shmidt et al. 2019).

1.6. Medicago sativa

Medicago sativa (alfalfa) “yemlerin kraligesi” olarak da bilinen ¢ok yillik bir yem
bitkisidir (Sekil 1.12). ilk olarak Asya kitasinda var olan bu bitki daha sonra Avrupa,
Afrika ve diinyanin diger bolgelerine yayillmistir. Giliniimiizde ekim alanlari hizla

artmaktadir. Alfalfa Arapca’da “tiim bitkilerin babas1” anlamina gelmektedir.
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Sekil 1.12. Alfalfa bitkisinin govde ve ¢igeklerinin goriiniimii

Alfalfa icerdigi yiiksek protein miktari, c¢esitli sekonder metabolitler ve
minerallerden dolay: diinyadaki en ¢ok besleyici yemdir. Ayrica klorofil, Ca*? karoten ve
vitamin K miktar1 da yiiksektir (Griffiths 1949; Suwignyo et al. 2020). Sekonder
metabolit igerigine bakildiginda ise as saponinler, steroller, flavonoidler, kumarinler,
alkaloidler, vitaminler, amino asitler, sekerler gibi farkli biyoaktif molekiiller {iretirler.
Alfalfa sekonder metabolitleri igerisinde sapninler kolestrol seviyesini diisiiriirler,
ozellikle LDL (low-density lipoproteins) diisiiriirler ama HDL (high-density lipoprotein)
seviyesini artirirlar (Suwingnyo et al. 2022). Alfalfa ile beslenen hayvanlarin etlerinde ve
yumurtalarindaki kolesterolii diisiirdiikleri de bilinmektedir (Ponte et al. 2004; Suwignyo
etal. 2022). Polifenol ve flavonoid igerikleri ise antioksidan 6zelliktedir ve reaktif oksijen

tiirlerinden (ROS) zararlarindan bitkiyi korurlar.

Yiiksek besin icerdigi ve hem gevis getiren hem de diger hayvanlarin et, siit ve
yumurta igeriklerindeki besin degerini artirdigi igin alfalfa, en besleyici ve en ¢ok
kullanilan yem bitkisidir. Alfalfa sicak ve soguk iklim kosillarina adapte olabilme
Ozelliginden dolay1 da diinyada farkli tarim alanlarina ekilebilmektedir; tek bir sezonda

birden fazla hasat alinabilmesi de diger bir avantajidir (Suwignyo et al. 2022).

1.6.1. M. sativa’dan izole edilen AMP’ler

Fabaceae (baklagiller) ailesine dahil olan ve insan diyetinin disinda kalan ancak

yem bitkisi olarak yiiksek besin degerinden dolay1 en ¢ok kullanilan yonca tiirlerinden de
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AMP’ler tanimlanmistir. Ozellikle model organizma olan ve genomlarinin alfalfa ile
biiyiikk oranda benzer olan Medicago truncatula’dan MtDef2, MtDef4.2, MtDef5 ve
MtDefMd1 defensinleri karakterize edilmistir (Spelbrink et al. 2004; Kaur et al. 2012;
Islam et al. 2017; Uhe et al. 2018). MtDef4.2 farkli Fusarium tiirlerine kars1 0,5-1,8 uM
ICs0 degerinde inhibisyon etkisi gostermistir (Kaur et al. 2012).

Arabidopsis thaliana, piring, yonca (M. sativa) genomlarinin yaklasik olarak
%3’tiniin AMP kodladig1 da bilinmektedir (Mergaert et al. 2003, Silverstein et al. 2005;
Silverstein et al. 2007). Bu oran M. sativa’nin ¢ok sayida AMP igerdigini géstermektedir
ancak Medicago sativa’dan bugiine kadar sadece iki AMP tanimlanmistir. Bu AMP’ler
MsDefl ve MsSN1 (Medicago sativa snakin-1) peptitleridir (Gao et al. 2000; Garcia et
al. 2014). MsDef1 defensini M. sativa’dan karakterize edilmis ilk AMP’dir ve bu defensin
ile ilgili ¢esitli galismalar mevcuttur. Gao et al. (2000) yaptigi ¢calismada MsDef1 peptidi

M. sativa tohumlarindan ekstrakte edilmistir.

MsDef1 45 amino asit igeren, molekiil agirlig: 5,483 kDa molekiil agirligina sahip
defensin grubunda bir peptittir (Gao et al. 2000). Bu peptit dizisinde 8 sistein amino asidi
icermekte ve bu sisteinler arasinda 4 disiilfit bagi olusturmaktadir (Sagaram et al. 2011).
Peptidin ikincil yapisinda a-sarmal ve B-tabakalar bulunur (Sekil 1.13 ve 1.14). Net yiki
ise +3 olarak belirlenmistir. Bu defensin 3 boyutlu yapisinda a-doniis ve y-doniis yapilari

barindirir (Sekil 1.14).

el a B-2 B-3
MsDefl :RTCENLADKYRGPCFS--GCDTHCTTKENAVSGRCRDDFRCWCTKE
p-1 a p-2 B-3
MtDef4 :RTCESQSHKFKGPCASDHNCASVCQTERFSGGRCRGFRRRCFCTTHC
a-doniis y-doniis

Sekil 1.13. MsDefl ve MtDef4 peptitlerinin dizi karsilastirmasi (Sagaram et al. 2011)
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C-terminus
N-terminus

Sekil 1.14. MsDefl’in 3 boyutlu yapist (pembe— a-donilis ve turuncu— y-doniis)
(Sagaram et al. 2011).

MsDefl ve MtDef4 peptitleri korunmus benzer dizilere sahiptirler, ama o-doniis
ve y-doniis dizileri birbirinden farkli aminoasitler igerirler (Sekil 1.13). Farkli dizilerinden
dolay1 aktivitelerinde degisiklikler vardir. Ornegin; fungal patojenlere kars: etki ettikleri
ICso degerleri birbirinden farklidir; F. graminearum patojenine karst MsDefl’in ICsp
degeri 2-4 uM iken Mtdef4’iin ICsp degeri 0,75-1 uM’dir.

MsDefl geni patates bitkisine aktarildiktan sonra Verticillium dahliae
fitopatojenine karsi tam bir koruma saglamistir. Ayrica in vitro’da ise V. dahliae’e kars1
15 uM konsantrasyonda inhibisyon etkisi oldukca yiiksektir. Bir diger ¢alisma ise
MsDef1 F. graminearum ve N. crassa fitopatojenlerinin gelisimini sirasiyla 25 pg/ml ve

2 ug/ml konsantrasyonlarda engelledikleri belirlenmistir (Spelbrink et al. 2004).

MsSN1 ilk olarak M. sativa fidelerinin koklerinden tanilanmistir (Garcia et al.
2014). MsSN1’in Solanum tuberosum (patates) yumrularindan saflagtirilan StSN1
AMP’sine olan dizi benzerligi tanilanmasinda yardimet olmustur. MSSN1 91 amino asit
igeren ve 9,9 kDa molekiiler kiitleye sahip snakin ailesine ait bir AMP’dir. Ug boyutlu
yapisinda 3 a-sarmal igerir (Sekil 1.15).
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Sekil 1.15. Uniprot veri tabanindan alinan MsSN1’in 3 boyutlu yapisi

MsSNL1 in vitro’da Agrobacterium tumefaciens ve Phoma medicaginis’e karsi
inhibisyon etkisi géstermistir ancak in vivo kosullarda A. tumefaciens ile muamele
edilmesinen sonra MsSN1 ifadesinde bir degisiklik goriilmemistir. MsSN1’1 overexprese
eden transgenik M. sativa hatlarinda Phoma medicaginis CT1 ve Colletotrichum trifolii
CT2 ile muamele edildiklerinde hastalik semptomlarinin énemli Slgiide azaldigi tespit

edilmistir (Garcia et al. 2014).

1.7.  Tez Cahsmasinin Onemi

Uzun yillar boyunca tarim alanlarinda ekilen tiirleri zararl bitkiler, bocekler ve
patojen mikroorganizmalardan korumak ve verimi artirmak i¢in pestisit, fungusit ve
herbisitler kullanilmistir. Bu kimyasallarin uzun ve sik¢a kullanimi sonrasinda bazi
bocekler, zararli bitkiler ve patojen mikroorganizmalar bu kimyasallara karsi direng
gelistirmisglerdir. Bunun yanisira, kullanilan kimyasallar torakta bulunan diger
mikroorganizmalara ve su ile tasinmasit yoluyla da baska bolgelerdeki canh
organizmalara da zarar vermekte ve bdylece biyogesitlilik i¢in bir tehlike
olusturmaktadir. Hatta, tarimda kimyasallarin kullanim1 sonucunda 6zellikle insan besini
olan mahsiil ve triinlerde kullanimi insan saglhigimi da tehdit etmektedir. Bu nedenlerden
dolay1 tarimda kullanilan cesitli kimyasallarin yerine kullanilabilecek yeni ajanlara
ihtiya¢ duyulmaktadir. Diger yandan bilingsizce kullanilan antibiyotikler bakterilerin
diren¢ kazanmasi ile sonuglanmistir. Antibiyotik direnci insan yasamini olumsuz yonde
etkilemistir ve bakteriler ile savasimizda bizleri olumsuz yonde etkilemistir. Tarimda
oldugu gibi ilag sektoriinde de yeni ajanlara ihtiya¢ vardir. Yeni ajanlar olarak, AMP’ler

ise kararli yapilar1 ve genis etki spektrumlari sayesinde en onemli adaylardir. Bitki
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AMP’leri de igerdikleri distlfiit kopriileri sayesinde kararli yapi (termostabil, pH
degisimlerine dayanikli, vb.) olusturmalari, bakteri, fungus ve viriis patojenlerine, bocek
ve afit gibi zararlilara karsi etkili olup genis bir etki spektrumuna sahiptir. Ayrica,
zararlilara karsi etkili olduklar1 konsantrasyonlarda insan hiicrelerine zararl bir etkisi
tespit edilmemistir. Bu sebeplerle bitki AMP’lerinin de kimyasallarin yerine

kullanilabilme potansiyelleri oldukca yiiksektir.

M. sativa genomunun %3’tiniin AMP kodlandigi bilinmesine ragman M.
sativa’dan simdiye kadar sadece 2 fakli AMP tanimlanmistir. Dolayisiyla M. sativa
kesfedilecek ¢ok sayida AMP barindirmaktadir. Bitki tohumlari da AMP bakimindan
zengin igerige sahiptir c¢esitli bitki tiirlerinin tohumlarindan da ¢ok sayida AMP
kesfedilmistir. Ornegin; bugday (Triticum kiharae) tohumlarindan 12 tanesi defensin
olmakla birlikte 24 tane farkli siniflara dahil AMP izole edilmistir. M. sativa’da
tohumlarinda ise kesfedilmeyi bekleyen yeni AMP’ler icer mektedir. Yukarida belirtilen
durumlarla miicadele edebilmek i¢in bu tez ¢alismasinda, M. sativa tohumlarindan 1siya
dayanikli (85 °C) yeni bir AMP izole edilmesi ve antimikrobiyal o6zelliklerinin
belirlenmesi amaclanmistir. Yeni bir AMP kesfi ile c¢esitli mikroroganizma ve bitki
zararlis1 ile miicadelede bizleri bir adim 6ne gecirecektir bu agidan bu ve benzeri

caligmalar 6nem arz etmektedir.
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Bhunia et al. (1992), Pediococcus acidilactici’den yeni bir bakteriosin olan
pediocin AcH antimikrobiyal peptitdini tanimlamislardir. Jel kapama testi ile pediocin

AcH’nin Lactobacillus plantarum’a kars1 inhibisyon etkisi belirlenmistir.

Gao et al. (2000) tarafindan Medicago sativa tohumlarindan MsDefl (alfAFP)
antifungal peptidi tanimlanmustir. Bu peptit V. dahliae e kars1 giiglii bir inhibisyon etkisi
gostermistir. Patates bitkisine bu peptit geni aktarildiktan sonra da sera kosullarinda V.

dahilae patojenine kars1 koruma saglanmustir.

Parret et al. (2005) tarafindan yapilan ¢alismada rekombinant olarak Escherichia
coli’de llpAlpts ve lIpA2pts genlerinin ifade edildikten sonra rekombinant proteinlerin
antimikrobiyal aktiviteleri jel kapama testi ile belirlenmistir. LIpAlpss and LIpAZ2pts
bakteriocinleri Pseudomonas fluorescens Pf-5 mantar patojeninin g¢esitli suslarinin

gelisimini inhibe etmistir.

Ming et al. (2007), insan servikal mukusundan antimikrobiyal proteinler izole
ederek bu proteinlerin E. coli’ye karsi antimikrobiyal etkisini jel kapama testi ile
belirlenmistir. E. coli’ye kars1 inhibisyon etkisi belirlenen proteinler N-terminal dizileme

ve MALDI-TOF yontemleriyle karakterize edilmistir.

Games et al. (2008), Phaseolus vulgaris L. tohumlarindan PvD1 antifungal
defensinini tanimlamislardir. PvD1 AMP’si 47 amino asit iceren yaklasik 6 kDa
molekiiler kiitleye sahip olup Candida tropicalis, C. albicans, C. guilliermondii
Kluyveromyces marxiannus ve Saccharomyces cerevisiae’ya karsi inhibisyon etkisi

gosterilmistir.

Moreira et al. (2011), Lippia sidoides’ten 10 ve 15 kDa molekiiler agirliga sahip
2 farkli antifungal peptit tanimlamislardir. Bu peptitler B. cinerae gelisimini inhibe

edebilen peptitlerdir ancak bakteriler lizerinde bir etkisi bulunmamastir.
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Aliahmadi et al. (2012), Medicago sativa tohumlarindan metanol kullanarak elde
edilen ekstrakt ile yapilan jel kapama testinde Methicillin direngli Staphylococcus aureus
(MRSA) ve vancomycin direngli Enterococcus faecium (VRE)’e kars1 inhibisyon zonlar1
gozlemislerdir. Bu calismada kiiglik molekiil kiitleli proteinlerin inhibisyona neden

oldugu belirlenmistir.

Liu et al. (2012), gram pozitif bir bakteri olan Lactobacillus paracasei’den
laparaxin isimli bir polipeptidi karakterize etmislerdir. Laparaxin eksponansiyel fazin
baslarinda iretilen, kiiciik molekiiler kiitleye sahip ve Enterococcus fecealis ve

Lactococcus lactis’e antimikrobiyal etkisi jel kapama testi ile belirlenmistir.

Sakthivel and Palani (2016), Bauhinia purpurea L. fidelerinden yeni bir
antimikrobiyal peptit Kkarakterize etmislerdir. Saflagtirilan antimikrobiyal peptidin
MALDI-TOF MS/MS analizi sonucunda 174 amino asit i¢erdigi ve 20.9 kDa molekiiler
kiitleye sahip oldugu belirlenmistir. Bu yeni peptidin Bacillus cereus ve Escherichia

coli’ye kars1 inhibisyon etkisi gozlenmistir.

Alkahalili et al. (2016), Geobacillus sp. ZGt-1 susundan G. stearothermophilus,
mezofilik B. subtilis ve Salmonella typhimurium’a karsi gelisimlerini inhibe eden
perotein adaylar1 tanimlamiglardir. Protein tanimlamasinda jel kapama testi kullanarak
15-20 kDa bant araliginda bir inhibisyon zonu belirlemislerdir. Jeldeki bu bant

araligindaki proteinler kiitle spektrometresi ile analiz edilmistir.

Saigali et al. (2018), Azadirachta indica yapraklarindan kiigiik molekiil kiitleli
polipeptitler ekstrakte etmislerdir. Jel kapama testi ile 14-11 kDa arasindaki peptitlerin
Staphylococcus aureus, methicillin-direngli ~ Staphylococcus aureus (MRSA),
Staphylococcus epidermis, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa Kkarsi
bakteriyosidal ve Candida tropicalis’e kars1 fungisidal etki gosterdigi belirlenmistir. 11-
14 kDa araliginda bulunan tim peptitler MALDI-TOF/TOF analizi ile karakterize

edilmistir.
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Rodriguez-Decuadro et al. (2019) tarafindan Erythrina crista-galli genomundan
izole edilen ve defensin kodlayan EcgDf1 geni E. coli’ye aktarilarak eksprese edilmesini
saglanmistir. EcgDf1’in 6697,55 Da molekiiler kiitleye sahip, 8 sistein amino asidi ve y-
doniisii yapis1 iceren tipik bir defensin oldugu belirlenmistir. Candida albicans,
Aspergillus niger ve bitki patojeni olan Clavibacter michiganensis ssp. michiganensis,
Penicillium expansum, Botrytis cinerea ve Alternaria alternata’ya akrsi inhibisyon etkisi

gosterdigi goriilmiistiir.

Cunsolo et al. (2020), Charybdis pancration (Steinh.) Speta’dan S. aureus ve P.

aeruginosa ya kars1 30 pg/ml konsantrasyonda etkili olan pepttiler tanimlamislardir.

Mirzaee et al. (2021), farkli bakteri tiirlerinden molekiiler agirliklarina gore
antimikrobiyal bilesikleri belirlemek i¢in jel kapama testi uygulandiktan sonra inhibisyon

bolgesindeki peptitlerin jelden kesilerek ardisik MS yontemi ile karakterize etmislerdir.

Seyedjavadi et al. (2021) tarafindan yapilan ¢aligmada 3,759 kDa biiyiikliigiine
sahip Cc-AFP1 antifungal bir peptit tanimlanmistir. Bu ¢alisma ile Cc-AFP1 peptidinin
Aspergillus tiirlerine karst MIC degeri 8-10 pg/ml olarak belirlenmistir.

Moyer et al. (2021) tarafindan Amarantus tricolor’un toprak iistii dokularindan
olas1 peptitleri tanilamak ic¢in kiitle spektrometresi temelli bir proteomik calisma
yapilmistir. Bu ¢alisma sonucunda ¢esitli peptitler tanilanarak Atr-LTP1 igin S. auresus
ve Enterococcus faecium gibi yiiksek riskli olan bakteri patojenlerine karsi etkisi

gosterilmistir.

Silva et al. (2022) tarafindan yapilan ¢alisma ile seker kamisina ait defensin ve
LTP antimikrobiyal peptitlerinin bu bitkinin farkli ¢esitlerindeki aminoasit farklililart
belirlenmigtir. Cesitlerden elde edilen diziler i¢in filogenetik aga¢ ile evrimsel
yakinliklar1 belirlenmigtir. Ayrica li¢ boyutlu modellemeleri Phyre2 programi ile

yapilarak gesitler arasindaki defensin ve LTP farkliliklar1 gosterilmistir.
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Kirar et al. (2023), Datura stramonium yapraklarindan Anopheles stephensi’ye
kars1 insektisit etkisi olan yeni bir peptit kesfetmislerdir. Bu peptit iyon degisimi
kromatografisiyle saflastirildiktan sonra LC-MS/ESI-MS analizi ile 10 kDa molekiil

agirligina sahip oldugu belirlenmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

Bu tez calismasinin in vitro kismi, 2217328 nolu TUBITAK 1002 projesi
kapsaminda Erzurum Teknik Universitesi, Yiiksek Teknoloji Uygulama ve Arastirma

Merkezi (YUTAM) laboratuvarlarinda yapilmustir.

3.1. Materyal
3.1.1. Bitki ve patojen mikroorganizmalar

Medicago sativa antimikrobiyal peptit kaynagi olarak kullanilmistir. M. sativa
bitkisi doku kiiltiirii ortaminda gelistirilerek gen ekspresyonunun belirlenmesi i¢in

kullanilmuastir.

Tim antimikrobiyal testlerde Agrobacteriyum tumefaciens (AGL-1),
Staphylococcus aureus (ATCC 25023), Escherchia coli (ATCC 25922), ve
Ramotenellum solonacearum (bitki izolat) bakteri patojenleri ve Candida albicans
(ATCC 10231) fungal patojeni kullanilmistir.

3.1.2. Sarf malzeme ve cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar Cizelge 3.1°de, kullanilan sarf malzemeler ise

Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan cihazlar

Cihaz Marka Kullanim Amaci

Buzdolab1 (4 °C) SIEMENS 4 °C’de saklanmasi
gereken malzemeler i¢in
kullanildi.

Derin Dondurucu (-20 °C) SIEMENS -20 °C’de saklanmasi
gereken malzemeler i¢in
kullanildi.
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Cizelge 3.1. (Devami)

Derin dondurucu (-80 °C)

Sogutmal1 Santrifiij

pDrop

Polimeraz Zincir
Reaksiyon (PCR) cihazi

gPCR cihaz1 (Gergek
zamanli PCR)

Mikropipet

Su Banyosu

Mini Santrifiij

Vorteks

Otoklav

Yatay Elektroforez

SDS-PAGE Sistemi

Jel Gortintileme Cihazi

Isitici-Sogutucu Kuru Blok

ESCO Lexicon®

Hettich Zentrifugen

Thermo Fisher-

Multiscan Go

Sensoquest-Labcycler

Qiagen Rotor-Gene

Axygen

Wisd-WiseBath

WiseSpin

Wisd-Wisemix
VM-10

Tomy SX-500E

Bio-Rad

Bio-Rad

Bio-RadChemiDoc

BIOER
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-80 °C’de saklanmast
gereken malzemeler i¢in
kullanildi.

Peptit ekstraksiyonunda
kullanildi.

Niikleik asit konsantrasyon
Ol¢iimii i¢in kullanildi.

Gen bolgesinin
¢ogaltilmasinda ve cDNA
sentezinde kullanildi.

Gen Ekspresyonunun
belirlenmesinde kullanildi.

Calismalarda kullanilan
s1vi malzemelerin
miktarlarini dogru

hacimde elde etmek i¢in

kullanildi

Orneklerin uygun sicakliga
getirilmesi amaciyla
kullanildi.

DNA, RNA ve plazmit
1zolasyonlarinda
kullanildi.

Homojenizasyonda
kullanilda.

S1v1 ve kat1 materyalleri
sterilize etmek i¢in
kullanildi.

Niikletik asit 6rneklerinin
ayrilmasinda kullanilda.

Proteinlerin ayrilmasinda
kullanildi.

Jel goriintiilemek amaciyla
kullanildi.

Caligsmalarda kullanilan
orneklerin belirli bir 1s1ya
getirilmesinde kullanildi.



3. MATERYAL ve YONTEM

Cizelge 3.1. (Devami)

LC-MS/MS UltiMate ® 3000 HPLC Jelden kesilen protein
series (Dionex), Nanomate orneginin molekiil
nanospray source (Advion agirhiginin belirlenmesi

Biosciences), QExactive icin kullanildi.
HF (QEHF) mass
spectrometer
Liyofilizator CHRIST-Alpha Orneklerdeki stvinin
1-2 LD plus ucurulmasinda kullanildi.
Calkalayici Inkiibator Zhicheng, zhwy-2102c Bakteri ve fungus

patojenlerinin
gelisebilmesi icin gerekli
1s1n1n saglanmasinda
kullanildi.

Calismalar igin steril bir
ortam saglamak amaciyla
kullanildi.

Proteinlerin
saflastirilmasinda
kullanild.

Steril Kabin ESCO NordicSafe™

Ultrasantrifiij HITACHI

Mikroplaka okuyucu Thermo Fisher- Protein konsantrasyonu ve
Multiscan Go hiicre konsantrasyonu

olgmek amaciyla
kullanilda.

Inkiibator Memmert, IN110 Bakteri ve fungus

patojenlerinin
gelisebilmesi icin gerekli
1s1n1n saglanmasinda
kullanildi.
Bitki biiytlitmek i¢in uygun
ortam saglamak amaciyla
kullanildi.

Biiyiitme kabini Wisd SWGC-450
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Cizelge 3.2. Kullanilan sarf malzemeler

Materyal Marka

Kullanim Amaci

9 cm petri kaplari Isolab

96 kuyulu plaka

Sulfiirik asit
NaCl

Potato dextrose broth (PDB)

Nutrient broth (NA)

Nutrient Agar (NA)

Tris-Base Sigma Aldrich
Potato dextrose agar (PDA)

Setiltrimetilamonyum bromiir

(CTAB)
Protein konsantrator Amicon®
Tagq DNA Polimeraz Master AMPLIQON
Mix (2X)
PGEM-T easy vektor sistemi Promega
Nystatin Sigma Aldrich
Ampicilin Sigma Aldrich
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Kat1 besiyeri hazirlamak
i¢in kullanildi.

Peptit ekstraktinin
patojenler iizerine
etkisinin belirlenmesinde
kullanildi.

Protein ekstraksiyonunda
kullanildi.

Protein ekstraksiyonunda
kullanildi.

Fungus besiyeri olarak
kullanildi.

Bakteri besiyeri olarak
kullanildi.

Bakteri besiyeri olarak
kullanildi.

SDS-PAGE analizinde
kullanildi.

Fungus besiyeri olarak
kullanildi.

Bitki DNA
1zolasyonunda kullanildi.

Peptit ekstraksiyonunda
kullanildi.

Istenilen gen dizisini
cogaltmak amaciyla
kullanildi.

Isteniilen gen bdlgesinin
vektore aktarilmasi igin
kullanildi.
Funguslar i¢in pozitif
kontrol olarak kullanildu.

Bakteriler i¢in pozitif
kontrol olarak kullanildi.



3. MATERYAL ve YONTEM

Cizelge 3.1. (Devami)

Streptomycin

RNA-Solv Reagent

cDNA sentez kiti

gPCR Mix

Plazmit izolasyon Kiti

PCR Kkiti

Whatman kagidi

Bonine serum albiimin
(BSA)

ClearBand
Laemli Buffer 10X

EcoPURE PCR/Gel
Purification Kit

OMEGA Bio-Tek

NucleoGene

Solis BioDyne
HOT FIREPoI®
EvaGreen®

Intron Biotechnology

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

EcoTech Biotechnology

EcoTech Biotechnology

Bakteriler i¢in pozitif
kontrol olarak kullanildi.

RNA izolasyonu icin
kullanildi.

RNA’dan cDNA
sentezlemek amaciyla
kullanildi.

Gen ekspresyonlarini
belirlemek amaciyla
kullanildi.

Bakteriden plazmit izole
etmek icin kullanildi.

Koloni PCR igin
kullanildi.

Disk difiizyon testinde
kullanildi.

Protein konsantrasyonu
belirlemek i¢in kullanildi.

Proteinleri yiiriimesini
jelde izlemek i¢in
kullanildi.

PCR f{irtinlerini jelden
ekstrakte etmek amaciyla
kullanildi.

3.2. Yontem

3.2.1. M. sativa tohumlarindan peptit ekstraksiyonu

Ogiitiilerek toz haline getirilmis M. sativa tohumlarinin {izerine sivi nitrojen
eklenip havanda doviilerek ezilmistir. Elde edilen tozun her grami i¢in 3 ml 50 mM

stilfirik asit eklenmistir. Bu karisim 1 saat karistirilip sonrasinda ¢oziinmeyen kisimlar
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gazli bez yardimiyla uzaklagtirilmistir. Siiziilen sivi 14.000 g ve 4 °C’de 20 dakika
boyunca santrifiij edilmistir. Ustte kalan sivinin pH degeri 10 M NaOH ile 7,8’¢
ayarlanmustir. 4 °C’de 30 dakika inkiibe edildikten sonra ayni1 kosullarda tekrar santrifiij
edilerek {ist siv1 yeni tiipe aktarilmistir. Yeni tiipe aktarilan sivinin amonyum siilfat
doygunlugu %35 oranina ayarlanmistir. Daha sonra, amonyum siilfatli karisim 1 saat 4
°C’de inkiibe edilip tekrar 14.000 g’de 30 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda
tistte kalan s1vi %90 oraninda doygun amonyum siilfat i¢inde gece boyu 4 °C’de siirekli
karismasi saglanarak inkiibe edilmistir. Olusan ¢Okelti {ist sividan ayrilarak 20 mM Tris-
HCI (pH 7.4), 100 mM NacCl ¢ozeltisi ile ¢oztulmiistiir. Daha sonra, 85 °C’de 10 dk 1s1ile
muamele edilerek 20.000 g’de 20 dk santrifiij edilmistir. Pellet uzaklastirildiktan sonra
tistte kalan s1vi1 protein konsantratorii (10K) ile filtrelenmistir. Filtreden gegen sivi 3 kDa

por biiyiikliigiine sahip protein konsantratorii ile diyaliz edilmistir (Kovaleva et al. 2009).

3.2.2. Bradford testi

Bradford testi ekstrakte proteinlerin konsantrasyonunu belirlemek i¢in kullanildu.
Bu yontemde Coomassie Briiliant Blue G-250 boyasi kullanilmistir. Bu boya kullanilarak
10 pg- 1 mg/ml konsantrasyonlart arasinda BSA (bovine serum albiimin) ile 595 nm’de
Ol¢tim alindiktan sonra bir standart grafik hazirlanmistir. Daha sonra ekstrakte edilen
proteinler de ayn1 boya kullanilarak 595 nm’de 6l¢iim alinmistir. Alinan 6l¢iimlerin

konsantrasyonlari standart grafige gore belirlenmistir (Bradford 1976).

3.2.3. SDS-PAGE

Tohumlardan peptit ekstraksiyonu yapildiktan sonra, peptitleri ayirmak i¢in SDS-
PAGE (%15) yontemi kullanilmistir. SDS-PAGE jeli Cizelge 3.3’e gore hazirlanmustir.
Jel ayirma tamponunda (1 litre saf su igerisinde 3 g Tris-base, %1 SDS, and 14.4 g glisin)
100 voltta 2,5 saat ylriitiilmistiir. Yiriitme sonrasinda jel %1°lik Coomassie Brilliant
Blue R-250 igerisine konulup 20 dk g¢alkanarak boyanmasi saglanmistir. Boyanan jelde
ayrilan proteinleri goriintiileyebilmek i¢in fazla boya yikama soliisyonu (%30 etanol,

%10 asetik asit) ile yikanmistir.
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Cizelge 3.3. SDS-PAGE (%15) jel icerigi

Ayirma Jeli Yiikleme Jeli
(10 ml) (5 ml)

dH20 2,85 ml 3,6 ml

%30 Acrylamide/Bisacrylamide solisyonu 5 ml 670 ul

2 M Tris-Cl (pH 8,8) 1,95 ml -

1 M Tris-Cl (pH 6,8) - 625 ul

%10 SDS (sodyum dodecyl siilfat) 100 pl 50 ul

%10 APS (Amonyum per siilfat) 100 pl 50 ul

TEMED ((N,N,N",N"- 10 ul 5ul

tetramethylethylenediamine)

3.2.4. LC-MS/MS

LC-MS/MS analizi Birmingham Universitesi “Advanced Mass Spectrometry”

biriminde hizmet alim1 olarak yaptirilmistir. Uygulanan yontem asagida verilmistir.

SDS-PAGE jelinden kesilen protein bandi tripsin ile muamele edilerek kisa peptit
dizilerine parcalanmistir. UltiMate® 3000 HPLC (yiiksek performansh sivi
kromatografisi) (Dionex, Sunnyvale, CA USA) kullanilarak elde edilen kisa peptit
dizilerinin ayrilmast ve konsantrasyonlarmin belirlenmesi saglanmustir. Ornekler
uPrecolumn Cartridge, Acclaim PepMap100 C18, 5 um, 100 A 300 pm i.d.x5mm
(Dionex, Sunnyvale, CA USA) kolonunda tutulmus, Nano Series™ Standard Kolonlar
75 um i.d. x 15 cm kolonunda ayrilmistir ve son olarak C18 PepMap100, 3 um, 100 A
(Dionex, Sunnyvale, CA USA) kolonunda paketlenmistir. Gradient soliisyon %3,2-%44
solvent B (asetonitril i¢ginde %0,1 formik asit) 30 dakika boyunca kullanilmistir. Peptitler,
bir Triversa Nanomate nanosprey kaynagi (Advion Biosciences, NY) araciligiyla
dogrudan bir QExactive HF (QEHF) kiitle spektrometresine (Thermo Fisher Scientific) ~
350 nL dk* akis hiziyla aktarilmistir. Veriye bagli tarama edinimi Xcalibur 4.0 yazilim1
tarafindan kontrol edilmistir. Kiitle spektrometresi, tam bir FT-MS taramas1 (m/z 360 —
1600) ve ardindan en bol bulunan 20 iyonun yiiksek enerjili ¢arpisma ayrigmas1 (HCD)

MS/MS taramalari arasinda doniisiimlii olarak gecis yapmistir. Degerlendirme taramalari,
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m/z 200'de 120 000 ¢oziintirliik ve otomatik kazang kontrolii (AGC) 3x106 ile QEHF'de
elde edilmistir. Oncii iyonlar, ¢dziiniirliik 15.000'e ve normallestirilmis carpisma enerjisi
28'e ayarlanarak HCD MS/MS'de pargalanmistir. HCD MS/MS i¢in ACG hedefi 1x10°'i.
Oncii izolasyon penceresinin genisligi 1,2 m/z idi ve MS/MS i¢in yalmzca ¢oklu yiiklii
oncll iyonlar se¢ilmistir. Spektrumlar, 20 saniyelik dinamik dislama siiresiyle 56 dakika

boyunca elde edilmistir.

MS ve MS/MS taramalari, Proteome Discoverer 2.2 (ThermoFisher Scientific)
kullanilarak Uniprot veritabaninda aranmistir. Degisken modifikasyonlar deamidasyon
(N ve Q), oksidasyon (M) ve fosforilasyondur (S, T ve Y). Oncii kiitle tolerans1 10 ppm'dir
ve MS/MS Kkiitle tolerans1 0,02 Da'dir. Kagirilan iki boliinmeye izin verilir ve en az iki

yiiksek gilivenilirlige sahip peptit ile gergek bir isabetli protein olarak kabul edilir.

3.2.5. Disk difiizyon testi

Disk diflizyon testi i¢in bitki patojenleri NA (nutrient agar) ve PDA (potato
dextrose agar) igeren petri kaplarinda inkiibe edilmistir. Gece boyu gelistirilmis patojen
tiirleri agar tizerine pamuklu ¢ubuk yardimiyla yayilmistir. Petri iizerinde belirlenmis
noktalara pamuk diskler konulmustur. Diskler iizerine negatif kontroller yaninda 10 (3
ug) ve 20 pl (6 pg) peptit ekstrakti damlatilmistir. Islemler tamamlandiktan sonra petri
kaplar1 37 °C’de 24 saat inkiibe edilerek inhibisyon zonu olusumu gozlenmistir. Negatif
kontrol olarak saf su kullanilarak olusan inhibisyon zonlar1 karsilastirilmistir

(Wittayapipath et al. 2020).

3.2.6. Jel kapama testi

Jel kapama testi Yung and Murphy (2012)’nin yontemi takip edilerek
gerceklestirilmistir. Bu yonteme gore oncelikle Native PAGE jeli SDS eklenmeden
Cizelge 3.3’e gore hazirlandiktan sonra yiikleme boyasi jelden ¢ikana kadar 100 volt akim
ile yiiriitiilmistiir. Steril kosullarda Native PAGE jeli kesilerek agarozlu, az besin igeren
ve dokme plak yontemi ile gece boyu gelistirilmis olan patojen tiirlerinden 200 ul ekim

yapilmis besiyeri lizerine konulmustur. Jeldeki peptitlerin besiyerine ge¢mesi igin jel
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katilagmis besiyeri lizerinde 37 °C’de 4 saat bekletildikten sonra jel agarozlu besiyeri
tizerinden alinmistir. Az besin igeren besiyeri lizerine zengin besiyeri dokiilerek geceboyu
(overnight) inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda besiyeri igerisine ge¢mis peptitlerin

inhibisyon etkisi gdzlenmistir.

3.2.7. Mikrodiliisyon testi

Antimikrobiyal etkiyi belirlemek i¢in mikroplate (96-well) kuyularinin her birine
50 ul potato dextrose broth (PDB) veya nutrient broth (NB) yaklasik ve gece boyu
gelistirilen patojen mikroorganizmadan 50 pl eklenmistir. Kuyulara peptit ekstraktindan
6, 12, 24, 48 ve 96 ng/ml son konsantrasyonu olacak sekilde seyreltilerek eklenip saf su
ile 150 pl’ye tamamlanmigtir. Her bir konsantrasyon ii¢ tekrar olacak sekilde
uygulanmistir. Mikroplate 37 °C’de gelistirildikten sonra 24 ve 48 saat sonunda
mikroorganizma gelisimleri ODgoo ile spektrofotometrede 6lgiilerek pozitif (streptomycin
ve nystatin) ve negatif (dH20) kontroller ile karsilastirilmistir (Luber et al. 2003).

3.2.8. M. sativa Defensin 2.1 gen ekspresyonu

3.2.8.1. Bitki doku kiiltiirii

M. sativa Sazova ¢esidinin tohumlarmin gelisecegi standart MS ortami
hazirlanmistir (Murashige and Skoog 1962). Bu ortama ekilmek iizere tohum 6rnekleri
%30 sodyum hipoklorit ¢ozeltisi kullanilarak steril edilmistir. Daha sonra tohumlar
besiyerine ekilerek gelismesi i¢in 25 °C sicaklikta 16 saat 1s1kl1 ve 8 saat karanlik dongii
olacak sekilde inkiibe edilmistir. Tohum ekiminden 3, 7, 14 ve 21 giin sonrasina yaprak,

kotiledon, kok ve gdvde kisimlar1 toplanmistir.

3.2.8.2. RNA izolasyonu

3,7, 14 ve 21. giinlerde toplanan 6rneklerden RNA-solv reagent (Omega Bio-Tek
Nocross, Georgia, USA) kullanilarak RNA izolasyonu yapilmistir. [zolasyon asamalar

tirtiniin protokoliine gore yapilmaistir.
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100 mg doku 6rnegi sivi azot ile havanda ezildikten sonra 1 ml RNA-solv ¢ozeltisi
eklenmistir. Cozelti tizerine 200 ul kloroform eklenip 15 saniye boyunca
vortekslenmistir. Elde edilen karisim 10 dk buz iizerinde bekletildikten sonra 12000 g’de
15 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda supernatant yeni 2 ml tiipe alinarak pellet
atilmigtir. Supernatant iizerine 500 pl izopropilalkol eklenip 10 dk soda sicakliginda
bekletilmistir. Bekletilen karisim 12.000 g’de 10 dk santrifiij edildikten sonra supernatant
atilmistir. Pellet tizerine 1 ml %80 etanol ¢ozeltisi eklenerek 7.500 g’de 5 dk santrifiij
eilerek yikama islemi uygulanmistir. Son olarak pellet 5 dk oda sicakliginda

bekletildikten sonra 50 pl niikleaz icermeyen dH20’da ¢6ziilmiistiir.

3.2.8.3. cDNA sentezi

Izole edilen RNA’lar kullanilarak cDNA sentezi yapilmistir. cDNA sentezi igin
her bir RNA o6rneginden 1.000 ng (1 pg) kullanilmistir. ¢cDNA sentez karigimi
(Nucleogene, Istanbul, Tiirkiye) kullanilarak karisimla birlikte verilen verilen metot ile
yapilmistir. Bu protokole gore, cDNA sentezi i¢in 5X kit karistmindan 4 ul, 1.000 ng
RNA 6rnegi ve dH20 eklenerek toplamda 20 ul reaksiyon karigimi hazirlanmistir. Bu
karisim 30 dk 25 °C’de, 5 dk 85 °C’de bekletilmistir.

3.2.8.4. gPCR

M. sativa Defensin 2.1 gen ekspresyonunun belirlenmesi amaciyla gPCR metodu
uygulanmugtir. Primerler Primer 3 gervrimigi programi kullanilarak elde edilmistir ve bu
primerler (Oligomer, Ankara, Tiirkiye) sentezletilmistir. 5X Hot FIREPol Evagreen
gPCR karigimi (Solis BioDyne, Tartu, Estonya), sentezlenen cDNA ve primerler
kullanilarak qPCR reaksiyonu hazirlandi. gPCR kosullar1 95 °C’de 12 dk bekletildikten
sonra 95 °C’de 15 sn, 61 °C’de 20 sn ve 72 °C’de 30 sn 40 dongii olacak sekilde
ayarlanmistir. Housekeeping gen olarak MtAct2 (M. sativa aktin 2) geni kullanildi. gPCR

sonuglar1 2722 metodu ile degerlendirilmistir.
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3.2.9. Defensin 2.1 geninin klonlanmasi ve gen analizi

3.2.9.1. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in M. sativa Sazova ¢esidinin yapraklari kullanilmistir. Yaprak
ornekleri sivi azot ile toz haline getirilmistir. CTAB (Setiltrimetilamonyum bromiir)
soliisyonu hazirlanarak 600 pl 6rneklerin iizerine eklendikten sonra 6rnekler 65 °C’de 1
saat inkiibe edilmistir. Orneklerin {izerine 100 pl kloroform eklenip karismasi
saglandiktan sonra 8.000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir. Daha sonra siipernatant kismi
yeni tiipe aktarilmigtir. Yeni tiipteki hacim kadar izopropanol eklenerek 30 dk -20 °C’de
bekletildi. Bu siire sonunda oOrnekler 8.000 rpm’de santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonrasinda siipernatant kismi atilarak pellet icin %70’lik alkol ile 2 kez yikama islemi
uygulanmustir. Pellet tizerine TE (Trid-EDTA) tamponu eklenerek DNA’nin ¢6ziinmesi

saglanmstir.

3.2.9.2. PCR (Polimeraz zincir reaksiyonu)

Izole edilen M. sativa Sazova cesidinin DNA &rnegi kullanilarak PCR kosullar
ve miktarlari optimize edilmistir. Bu reaksiyonda hem Defensin 2.1 kodlanan dizisi hem
de tim gen dizisi icin farkli PCR yapilmistir. Kodlanan bolge icin 5°-
ATGAGGACTTGTGAGCATTTGGCTGATACA-3’ ve 5’-
TTAACAGTTTTGAGTGCAGAAACATT-3’ primerleri kullanilmistir. Kodlanan dizi
icin PCR kosullar1 95 °C’de 2 dk bekletildikten sonra 95 °C’de 30 sn, 58 °C’de 20 sn ve
72 °C’de 30 sn 35 dongii olarak belirlenmistir.

Klonlama sonrasinda kontrol i¢in yapilan PCR’da SP6 ve T7 primerleri
kullanilmigtir. Bu primerler ile yapilan reaksiyondaki kosullar 95 °C’de 2 dk
bekletildikten sonra 95 °C’de 30 sn, 48 °C’de 45 sn ve 72 °C’de 60 sn 35 dongii olarak

belirlenmistir.
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3.2.9.3. Gen klonlama

Gen klonlama i¢in pGEM-T easy vektor sistemi kullanilmistir. Kodlanan ve tim
gen dizileri bu vektor igine aktarilmistir. Ligasyon islemi vektor sisteminde belirtilen
metoda gore yapilmistir. Ligasyon i¢in 1 ul pGEM-T easy vektorii, 150 ng (3 ul) PCR
ornegi 5 pl ligasyon tampon ¢ozeltisi ve 1 U (1 pl) T4 DNA ligaz eklenerek toplamda 10

ul reaksiyon karigimi hazirlanarak 1 saat 25 °C’de inkiibe edilmistir.

Transformasyon isleminde kompetent hiicre olarak E. coli JM101 susu
kullanimistir. Ligasyon iirlinlinlin tamami kompetent hiicrelerin i¢ine eklenerek 30 dk
buzda bekletilmistir. Daha sonra 42 °C’de 45 sn 1s1 muamelesi uygulandiktan sonra 250
ul LB (Luria Broth) eklenerek 1 saat 37 °C’de 150 rpm’de calkalayici inkiibatorde
bekletilmistir. Bu sirada Mavi -Beyaz koloni se¢imi yapabilmek igin Ampisilin igeren
LBA (Luria Broth Agar) besiyeri iizerine XGal ve IPTG eklenerek yayilmistir. Son olarak
calkalayict inkiibatordeki kompetent hiicre 6rnekleri alinarak 100 ve 50 pl hacimlerde
LBA besiyeri lizerine yayilarak ekim yapilmistir. 16 saat 37 C’de inkiibe edildikten sonra

beyaz kolonilerden secilerek Ampisilin igeren LB igerisine koloni ekimleri yapilmastir.

3.2.9.4. Plazmit izolasyonu

Hedef dizileri igeren vektor plazmitleri Mavi-beyaz secilimi sonrasinda LB’de
gelistirilen koloni hiicrelerinden izole edilmistir. Plazmit izolasyonu kullanilan kit

protokolii (Intron Biothechnology) uygularak yapilmistir.

Geceboyu LB’de gelistirilen kiiltiirden bakterileri elde etmek igin 2 ml kiiltiir
13.000 rpm’de 30 sn santrifiil edilmistir. Pelleti ¢ozmek igin 2 pul RNase igeren 250 ul
resiispansiyon ramponu eklenerek vortekslenmistir. Daha sonra 250 pl lizis tamponu
eklenen tiip 10 defa ters-diiz edilerek karigmas1 saglanmigtir. Tiip 3 dk oda sicakliginda
inkiibe edildikten sonra 350 ul nétralizasyon tamponu eklenmistir. Daha sonra, tiipii 10
defa ters-diiz edilip yine karigmasi saglanmistir ve 5 dk buz tizerinde bekletilmistir. 5 dk
sonra tip 13.000 rpm’de 10 dk 4 °C’de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda
supernatant aliarak kit i¢inde bulunan kolon iizerine aktarilarak 13.000 rpm’de 1 dk

satrifiij edilmistir. Toplama tiipiinde biriken s1v1 atildiktan sonra kolon iizerine 1. yitkama
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tamponundan 500 ul eklenmis ve yine 13.000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir. Toplama
tiiptindeki s1v1 atildiktan sonra 2. yikama tamponundan 700 pl eklenerek ayni kosullarda
santrifiij edilmistir. Kolon bir kere de ayni kosullarda bos olarak santriflij edilmistir.
Kolon yeni 1,5 ml tiipe aktarilmistir. Eliisyon tamponu kolona eklenerek 1 dk oda
sicakliginda bekletilip 13.000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir. Plazmitler 1,5 ml tiipiin

icine gegmisgtir.

3.2.9.5. Sekans analizi

Plazmit izolasyonundan sonra sekans analizi i¢in Sanger yontemi ile gen sekansi

belirlenmistir. Bu dizileme Biolabs’tan hizmet alim1 ile yapilmistir.

3.2.9.5. Biyoinformatik analizler

DNA sekans analizi NCBI BLAST ¢evrimigi programi ile gergeklestirilmistir.
Elde edilen DNA dizisi BLAST programina yiiklenerek veri tabaninda karsilastiriimistir.
DNA  sekanst  Expasy  “Translate  Tool”  (Gasteiger et al. 2003)
(https://web.expasy.org/translate/) ile amino asit seknasina doniistiiriilmiistiir. Protein
dizisi yine NCBI BLAST (Altschul et al. 1990) programina yiiklenerek veritabaninda

karsilastirma yapilmistir.

AMP’nin amino asit sekans1 belirlendikten sonra Expasy Protparam (Gasteiger et
al. 2005) (https://web.expasy.org/protparam/) ve ADP-AMP “Calculator and Predictor”
(Wang et al. 2016) (https://aps.unmc.edu/prediction) araclar1 kullanilarak AMP

sekansinin fizyokimsal 6zellikleri belirlenmistir.

AMP dizilerinin tripsin kesim noktalar1 “Expasy PeptitCutter” (Gasteiger et al.
2005) (https://web.expasy.org/peptide_cutter/) araci ile tespit edilmistir.

AMP’nin primer dizisi kullanilarak PROCHECK (Laskowski et al. 1993,
Laskowski et al. 1996; Laskowski et al. 2001) (https://saves.mbi.ucla.edu/) ¢evrimigi

36


https://web.expasy.org/protparam/

3. MATERYAL ve YONTEM

programi ile proteinin sekonder yapisinin tahmini yapilmistir ve sekonder yapi

tahmininde kullanilan Ramachandran Grafigi elde edilmistir.

Tersiyer yapmin (3 boyutlu yapi) tahmini olarak belirlenmesi i¢in Expasy
SwissModel (Guex et al. 2009), Phyre2 (Kelley et al. 2015) ve PRISPRED (Bunchan et
al. 2019) (https://swissmodel.expasy.org/interactive,
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/,  http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/)  gevrimigi

programlari kullanilmastir.

3.2.10. istatistiksel analizler

Elde edilen veriler SPSS programinda One-way ANOVA - Duncan testi ile analiz
edilerek peptit muamelelerinin etkileri istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Tiim testler
ti¢ tekrarli olarak yapilmistir. Testler sonucunda p degerinin 0,05’ten kiigiik bulunmasi

durumunda sonuglarin anlamli oldugu séylenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA
4.1. Antimikrobiyal Peptit izolasyonu ve Molekiiler Kiitlesinin Belirlenmesi

M. sativa tohumlarindan proteinler amonyum siilfat ¢oktiirmesi yontemiyle izole
edildikten sonra SDS-PAGE yontemi kullanilarak jelde goriintiilenmistir. 10 kDa alt1
proteinler (peptitler) jele diyalizden once ve sonra elde edilen halleriyle jel kuyularina
yiiklenmistir (Sekil 4.1). Protein ve peptit ekstraktlarinin konsantrasyonlar1 Bradford
metodu ile belirlenmistir (Cizelge 4.1). Yapilan Onceki c¢alismalarda, ayni yontemin
kullanildig1 farkli tiirlerden izole edilen antimikrobiyal peptitler (AMP) karakterize
edilmistir. Ilk olarak, sarigam fidelerinden p1 (11 kDa) ve p2 (5,8 kDa) olmak iizere iki
farkli AMP tanilanmigtir (Kovaleva et al. 2009). Yine, ayn1 yontem kullanilarak Carum
carvi’den (frenk kimyonu) 10 kDa altinda farkli peptitler SDS-PAGE’de
goriintiilenmistir ve 36 amino asit igeren Cc-AFP1 AMP’si tanilanmugtir (Seyedjavadi et
al. 2021).

Peptitler
tein P

198 kDa
98 kDa
62 kDa
49 kDa

38 kDa
28 kDa

17 kDa
14 kDa

6 kDa
3kDa

L ——

Sekil 4.1. Tohumlardan protein ekstraksiyonu sonrasi elde edilen jel goriintiisii (1 diyaliz
oncesi, 2 ve 3 diyaliz sonrasi elde edilen peptitlerin yiiklendigi kuyulardir.).
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Cizelge 4.1. Protein ve peptit konsantrasyonlari

Konsantrasyon (ug/ml)

Total Protein 0,487882
Peptit (10K cut off) 0,338972
Diyaliz Sonrasi Peptit 0,31

Jelde ayrilan peptit bantlarinin Rf degerleri hesaplanarak tahmini molekiil
agirliklar belirlenmistir. Protein marker ile karsilastirildiginda 7,4 kDa’a denk gelen ve
Sekil 4.2°de sar1 okla gosterilen bant 6rnegi kesilerek LC-MS/MS yontemiyle analiz
edilmistir. Bu analiz sonucunda elde edilen kromatogramdaki (Ek 1) pikler Uniprot
veritabaninda bulunan proteinlerle benzeyen diziler belirlenmistir.  LC-MS/MS
analizinden sonra, gonderilen peptit 6rnegi Uniprot veri tabaninda bulunan karakterize
edilmemis 3 farkli M. sativa defensini ile benzerlik gostermistir (Cizelge 4.2). Benzerlik
gosteren peptitler arasinda hipotetik (putative) defensinler de bulunmaktadir. Hipotetik
proteinler genom analizleri sonucunda sadece dizi benzerligi sonucunda belli bir sinifa
dahil edilen ancak fonksiyonuna dair ¢ok az veya higbir deneysel veri bulunmayan
proteinlerdir (Varma et al. 2015); hipotetik defensinler de bunun i¢ine dahil oldugundan

ayni sekilde tanimlanmaktadir.

Sekil 4.2. SDS-PAGE jelinden kesilen bant 6rnegi
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Cizelge 4.1. LC-MS/MS sonucunda dizi benzerligi gosteren peptitler

UniProt  Peptit Ismi MW (Molekiill Benzerlik gosteren diziler
ID Agirhg, kDa) (bulundugu dizi arahgy)
Q4G3U7  Putative defensin 1.1 8,1 GPCFSGCDTHCTTK (63-79)
Q4G3U6 Putative defensin 2.1 8,2 GPCFTDASCDDHCK (39-52)
TCEHLADTYR (29-38)
Q29ZQ8 Putative defensin 3.1 8,2 GPCFGGCDFHCK (39-50)
Q40329  Serin proteinaz 12,6 CTDIGETCHSACK (75-87)
inhibit6r STTTACCNFCPCTR (54-67)
CTDITNFCYPK (101-111)
HI9D2D5 Snakin-1 (MsSN1) 9,9 CVPSGTYGNKHECPCYR (63-79)
Q40330  Serin proteinaz 12,6 STTTACCNFCPCTK (54-67)
inhibitdr CTDITNFCYPK (101-111)

Kesilen peptit bandinin benzerlik gosteren defensinlerden hangisine ait oldugunu
dogrulamak amaciyla qPCR analizi yapilmistir ve 222t metodu ile gen ifadeleri
degerlendirilmistir. gJ°PCR analizinde housekeeping gen olarak MsSACT2 (M. sativa actin
2) geni kullanilmistir. Serin proteaz inhibitdrlerinin gen ifadeleri kok ve yapraklarda bir
uyaran sonucu (yaralanma veya patojen enfeksiyonu) gergeklestiginden ve siirekli ifade
edilmediginden dolay1 bu peptitler qPCR analizine dahil edilmemistir (McGurl et al.
1995). qPCR sonucunda MsSN1 ve Q4G3U7 kodlu defensin 1.1 i¢in anlamli bir sonug
elde edilememistir. Q29ZQ8 kodlu defensin 3.1 ve Q4G3U6 kodlu Defensin 2.1 gen
ifadesi bulunmaktadir (Sekil 4.3). Defensin 3.1 igin sadece bir dizi cakismasi mevcutken
defensin 2.1 iginse iki farkli dizi ¢akismasi bulunmaktadir (Cizelge 4.2). Bunun yaninda,
dogru bir tanilama yapabilmek i¢cin LC-MS/MS sonucunda peptitle en az iki farkli dizi
cakismasi olmasi gerekmektedir. Her iki sonug birlikte degerlendirildiginde ise
gonderilen SDS-PAGE bandinin hipotetik Defensin 2.1’ (Q4G3U6) ait oldugu

belirlenmistir.
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qPCR
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Sekil 4.3. gPCR analiz sonucunda hesaplanan 242t degerleri

UniProt veri tabaninda Defensin 2.1’in ilk 27 amino asidi sinyal dizisi olmak
lizere 73 amino asit igeren ve toplamda 8,201 kDa molekiiler agirliga sahip bir peptittir
(Hanks et al. 2005). Sinyal dizisi olmadan aktif formu ise 46 aminoasit igerirken molekiil
agirhigr 5,205 kDa’dur. Sinyal dizisi disindaki amino ait dizisinde 8 tane sistein
icermektedir (Sekil 4.4A). Bu peptidin amino asit dizisinden dolay:1 tahmini {i¢ boyutlu
yapisinda 2 tane a-heliks ve 3 tane B-tabaka yapi1 bulunmaktadir (Sekil 4.4.B). UniProt
veritabanindaki Defensin 2.1 M. sativa’nin LegenDairy ¢esidinin genomundan elde
edilmistir (Hanks et al. 2005).

10 20 30 40 50 60 7@
A MEKKSIAGLC FLFLILFVAQ EIVVTEARTC EHLADTYRGP CFTDASCDDH CKNKAHLISG TCHRLQCFCT ONC

| %

Sekil 4.4. Defensin 2.1°in amino asit dizisi (A) ve varsayimsal ii¢ boyutlu yapisi (B)
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4.2. Antimikrobiyal Ozelliklerin Belirlenmesi

Tim  antimikrobiyal testlerde  Agrobacterium tumefaciens (AGL-1),
Staphylococcus aureus (ATCC 25023), Escherchia coli (ATCC 25922), ve
Ramotenellum solonacearum (bitki izolati) bakteri patojenleri ve Candida albicans
(ATCC 10231) fungal patojeni kullanilmistir.

4.2.1. Disk difiizyon testi

Disk difiizyon testi patojen ekimi yapilmis bir agar besiyeri tizerine antimikrobiyal
ajanlarin emdirildigi diskler koyarak bu antimikrobiyal ajanlarin patojen iizerine olan
etkisinin disk etrafinda olugan inhibisyon halkasi ve bu halkanin genisligi ile belirlenmesi

icin uygulanan bir testtir (Tenover 2019).

Bu test peptit ekstraktinin antimikrobiyal Ozelliklerini test etmek igin
uygulanmistir. 3.1.1°de belirtilen patojenler disk difiizyon testi ile peptit ekstraktina
maruz birakildiginda S. aureus ve E. coli’ye karsi inhibisyon zonu olusumu goriilmiistiir
(Swrastyla Sekil 4.5 ve 4.6). Disk difiizyon testinde peptit ekstrakti C. albicans’a karsi
inhibisyon etkisi goriilmemistir (Sekil 4.7) ancak diger testlerde g¢ogalmasini inhibe
etmigtir.  Negatif kontrol (K) ile karsilastirildiginda olusan inhibisyon zonunun
antimikrobiyal etki oldugu sonucuna varilmistir. Bu sonuglar, mikrodiliisyon testi ve jel

kapama testi ile dogrulanmaigtir.
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Sekil 4.5. S. aureus disk difiizyon test sonucu

Sekil 4.6. E. coli disk diflizyon test sonucu
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—.

Sekil 4.7. C. albicans disk difiizyon test sonucu

Disk diflizyon testinde R. solanocearum ve A. tumefaciens’e peptit ekstrakti
uygulandiginda ise inhibisyon zonu goriilmedigi i¢in antimikrobiyal etki olmadigi
sOylenmistir. Bu iki patojene kars1 antimikrobiyal etki olmadigr mikrodiliisyon testi ve

jel kapama testi ile de dogrulanmistir.
4.2.2. Jel kapama testi

Jel kapama testi peptitlerin akrilamid jelden agarozlu besiyerine gegisi temeline
dayanan bir yontemdir (Yung and Murphy 2012; Liu et al. 2012). Bu test, peptit ekstrakti
icin uygulandiginda S. aureus, E. coli bakterilerine ve C. albicans’a karsi bir inhibisyon
zonu olusumu goriilmiistiir (Sekil 4.8, 4.9, 4.10). Jel kapama testi bitki patojeni olan
Agrobacterium tumefaciens ve Ralstonia solanacearum bakterileri i¢in de uygulanmasina
ragmen bu bakterilerin gelisiminde bir inhibisyon etkisi goriilmemistir. Benzer
calismalarda, AMP’ler ile yapilan jel kapama sonucunda Gram pozitif MRSA (meticillin
direngli S. aureus), VRE (vancomycin direngli Enterococcus faecium), Enterococcus
faecalisa, Listeria monocytogenes ve Gram negatif Pseudomonas fluorescens
bakterilerine karsi inhibisyon zonlari elde edilmistir (Valore et al. 1996; Abdel-Mohsei et
al. 2011; Aliahmadi et al. 2012; Liu et al. 2012; Mirzaee et al. 2021).
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Sekil 4.8. S. aureus jel kapama testi sonucu

Sekil 4.9. E. coli jel kapama testi sonucu

Jel kapama testinde tiim bakteriler ve C. albicans’a karsi olusan inhibisyon jelin
en altinda bulunan 3 peptit ¢evresinde oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.10). Benzer sekilde
SDS-PAGE jelinde de belirtilen kDa araliginda bantlar goériilmiistiir. Bunun sonucunda
peptit ekstraktinin inhibisyon zonu goriilen patojen mikroorganizmalara karsi
antimikrobiyal etki eden en az bir peptit icerdigi belirlenmistir. Bu test sonucuyla birlikte
disk difiizyon testi sonucu da dogrulanmistir. C. albicans’a kars1 disk difiizyon testinde
inhibisyon etkisi goriilmezken jel kapama ve mikrodiliisyon testinde inhibisyon etkisi

tespit edilmistir. Bu sonug agarli besiyeri lizerinde C. albicans ¢ogalmasimin daha fazla
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olmasi nedeniyle disk difiizyon testinde fazla sayida patojene karsi bir inhibisyon

zonunun belirgin olarak goriilememesinden kaynaklanmustir.

Sekil 4.10. C. albicans jel kapama testi sonucu

4.2.3. Mikrodiliisyon testi

Mikrodiliisyon testi antimikrobiyal ajanlar i¢in standart bir antimikrobiyal 6zellik
belirleme testidir (Jorgensen et al. 2009). Bu test mikroorganizmalarin antimikrobiyal
ajanlara kars1 duyarliliklarini belirlemek i¢in uygulanir. Mikrodiliisyon testinde
mikroorganizmaya belirli bir molekiiliin artan konsantrasyonlarinin muamelesi yapilir ve
sonucunda molekiiliin etkili oldugu konsantrasyonlar belirlenir (Kowalska-Krochmal and
Dudek-Wicher 2021). Bu ¢alismada mikrodiliisyon testi peptit ekstraktinin farkli
mikroorganizmlara karst inhibisyon etki gosterip gOstermedigi ve artan
konsantrasyonlarda etkisinin nasil degistigini belirlemek i¢in uygulanmistir. Caligma
kapsaminda yukarida belirtilen 3.1.1°de belirtilen patojen mikroorganizmalar
kullanilmigtir. Belirtilen patojen mikroorganizmalara artan miktarda peptit ekstrakti (6,
12, 24, 48 ve 96 ng/ml) ile muamale edildikten 24 ve 48 saat sonrasinda mikroorganizma
gelisimleri ODsgo Olgtimiiyle belirlenmistir. R. solanocearum ve A. tumefaciens igin bir

inhibisyon etkisi goriilmemistir.

Peptit ekstraktt muamelesinden 24 saat sonra 6lgiilen ODsoo degerlerine gore tiim

mikroorganizmalarda en yiiksek etki 48 ve 196 pg/ml muamelesinde goriilmiistiir (Sekil
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4.11). En yiiksek inhibisyon ise %72 inhibisyon oraniyla S. aureus’a karsi 96 pg/ml
muamelesinde oldugu goriilmiistiir. 24 saat sonra 96 pg/ml muamelede E. coli’de %63 ve
C. albicans’ta ise %48 oraninda bir inhibisyon oldugu hesaplanmigtir. 48 pg/mi
muamelede ise S. aureus’ta %60, E. coli’de %25 ve C. albicans’ta %25 oraninda
inhibisyon etkisi hesaplanmigtir. Elde edilen inhibisyon oranlarina gore en fazla

antimikrobiyal etkinin S. aureus’a kars1 oldugu belirlenmistir.

1.5
: A
& Em kontrol

'g _E’ri o b B 6 ug/ml
S 1.0 . B 12 ug/ml
e ot m . 3 24 pg/ml
g T
8 2 48 pg/mi
o I . 3 96 pg/ml
205 e
< 4

0.0 T T T

S. aureus E. coli C. albicans

Duncan testine gore dagihmlar goriilmektedir. (p<0,05)

Sekil 4.11. 24 saat sonra mikrodiliisyon testi sonuglari

48 saat sonra almman Ol¢limlerde ise yine en yliksek inhibisyon 96 pg/ml
muamelede S. aureus’a kars1 goriilmiistiir. Bu konsantrasyonda patojen gelisimlerine
bakildiginda S. aureus’ta %65, E. coli’de %53 ve C. albicans’ta %32 oraninda inhibisyon
etkisi hesaplanmistir. Benzer olarak 48 pg/ml peptit ekstrakti muamelesinde S. aureus’ta
%54, E. coli’de %41 ve C. albicans’ta %21 oraninda inhibisyon etkisi oldugu
belirlenmistir. Elde edilen bu sonuglara gore 48. saatte inhibisyon etkisi devam etmesine
ragmen C. albicans i¢in bu etki azalmistir. Bunun aksine E. coli igin inhibisyon orani
ozellikle 48 pg/ml peptit ekstrakti muamelesinde artig goriilmistiir. Yine 24 saat sonraki
inhibisyonda oldugu gibi 48 saat sonunda da en yiiksek inhibisyon etkisinin S. aureus’a

kars1 oldugu belirlenmistir.
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S. aureus E. coli C. albicans

Duncan testine gére dagilimlar gériilmektedir. (p<0,05)

Sekil 4.12. 48 saat sonra mikrodiliisyon testi sonuglari

Peptit ekstraktinin belirtilen mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal etki
gosterdigi belirlenmistir. Diger yandan pozitif kontrol olan streptomycin (balteriler igin)
ve nystatin (funguslar i¢in) (Sekil 4.13 ve Sekil 4.14) ile karsilastirildiginda benzer
inhibisyon etkisinin oldugu sdylenmistir. Sekil 4.13’ye gdre 24 saat sonunda tiim
patojenler i¢in en yiiksek inhibisyon etkisinin 20 ve 40 pg/ml streptomisin ve nystatin
muamelelerinde goriilmiistiir. Sadece C. albicans’a muamele edilen nystatin 40 pg/ml
muamelede %66 ve 2 pg da ise %61 inhibisyon saglanmistir. Peptit ekstraktinin 96 pg/ml
muamelesi ile karsilagtirildiginda 20 ve 40 pg/ml nystatinin etkisinin daha fazla oldugu
goriilmiistiir. Streptomisin muamele edilen bakteri patojenlerinden S. aureus igin 20 ve
40 ug/ml muamelelerinde sirasiyla %56 ve %46 oranida inhibisyon etkisi belirlenmistir.
Peptit ekstrakti nin 48 ve 96 pg/ml (sirasiyla %54 ve 65) muamelesine gore S. aureus’a
kars1 streptomisinin 20 ve 40 pg/ml muamelesinden daha fazla inhibisyon sagladigi tespit
edilmistir. Benzer olarak E. coli i¢in de peptit ekstraktinin 48 ve 96 ug/ml muamelesinde
elde edilen inhibisyon oraninin streptomysine (20 ve 40 pg/ml) gére daha fazla oldugu

bulunmustur.
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Streptomycin ve Nystatin 24 saat sonra
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S. aureus E. coli C. albicans

Sekil 4.13. Pozitif kontrol olan streptomisin ve nystatinin 24 saat sonunda patojenler
tizerine etkisi.

Pozitif kontrol muamelesinde 48 saat sonunda tiim patojenlerde inhibisyon devam
ederken 40 ug/ml muamalede S. aureus ve E. coli’ye karsi inhibisyon oranininda (%85
ve 67) artis oldugu goriilmistiir. C. albicans iginse inhibisyon oraninda (%60) azalma
olmustur. Tiim patojenler i¢in inhibisyon etkisi 20 ve 40 ug/ml muamelelerde 48. satte

peptit ekstraktindan daha yiiksek oranda oldugu tespit edilmistir.

Streptomycin ve Nystatin 48 saat sonra
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Sekil 4.14. Pozitif kontrol olan streptomisin ve nystatinin 48 saat sonunda patojenler
tizerine etkisi.

49



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Daha 6nce yapilan ¢aligsmalarda kiiltiir veya peptit ekstraktlar1 i¢cin mikrodiliisyon
testleri cesitli patojen mikroorganizmalara kars1 uygulanmistir. Ornegin; bir yumusakga
olan Olivancillaria hiatula’dan elde edilen peptit ekstraktinin gram pozitif olan S. aureus
ve Enterococcus faecalis ve gram negatif E. coli, Proteus mirabilis ve Pseudomonas
aeruginosa’ya karsi inhibisyon etkisi gosterilmistir (Gasu et al. 2018). Bir diger
calismada kuzukulagigillerden olan ravent bitkisinden elde edilen ekstraktin beslenmeye
dahil edildiginde hepatik inflamasyonunu onledigini ve mikrobiyotanin degisimine etki
ettigini belirlenmistir (Neyrinck et al. 2016). Bir diger benzer ¢alismada, Lactobacilli
kiiltiirlerinden elde edilen peptit ekstraktinin Helicobacter pylori’nin farkli klinik
izolatlarina kars1 inhibisyon etkisi mikrodiliisyon testi ile belirlenmistir (Muyst et al.
2010). Verilen farkli ¢alismalarda bu g¢alismada da oldugu gibi elde edilen peptit
ekstraktlar1 gesitli patojenlere karsi antimikrobiyal 6zellikler gostermistir. Bu 6zelliklerin
belirlenmesi gelisen ve yayilan antnibiyotik direnclerine karsi alternatif c¢oziimler

tiretebilmenin bir pargast olmasi agisindan 6nem tasimaktadir.

4.3. M. sativa Defensin 2.1 gen ekspresyonu

LC-MS/MS ile M. sativa Defensin 2.1 AMP’sinin tanilamasi yapildiktan sonra,
bu peptidin M. sativa (Sazova gesidi) gelisim asamalarinda tiretilip tiretilmedigi veya ne
kadar iiretildigi qPCR yoOntemiyle belirlenmistir. Bu yontem 3, 7, 14 ve 21. giinlerde M.
sativa yaprak kotiledon, govde ve kok kisimlari i¢in uygulanmustir. Bitki gelisim
stirecinde 3. giin kotiledonlar ve primer kok bulunmaktadir. Biiylime 7 giine geldiginde
kotiledon, govde, yaprak ve kok kisimlari olugsmustur (Sekil 15). 14 ve 21. giinlerde

olusan bitki organlarinin gelisimleri gozlenmistir (Sekil 15).
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Sekil 4.15. M. sativa Sazova gesidinin 21 giinliik gelisimi

M. sativa’dan 3, 7, 14 ve 21. giinlerde toplanan 6rneklerde Defensin 2.1 gen
ekspresyonu degisimleri incelenmistir. gPCR sonuglarina gore (Sekil 4.16) en yiiksek
ekspresyon seviyesi 7. giin kotiledonlarinda, ikinci en yliksek ekspresyon seviyesi ise
tohumda hesaplanmustir. 7. giinden sonra kotiledonlarda gen ekspresyonu azalirken, 3.
giinden itibaren az da olsa koklerde gen ekspresyonu seviyesinde artig goriilmiistiir. Diger
yandan bitki govdesindeki gen ekspresyonu 7. giinde en fazlayken ilerleyen giinlerde
azaldig1r goriilmiistiir. Gen ekspresyonu verileri gostermistir ki bitkinin ilk gelisim
zamanlarinda Sazova Defensin 2.1 gen ekspresyonu fazla iken gelisimin ileri safthalarinda

azalmistir.
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Duncan testine gore dagilmlar gosterilmektedir. (p<0,05)

Sekil 4.16. M. sativa gelisim siirecinde ¢esitli organlarin gen ekspresyon seviyeleri

Defensinler siirekli veya bir uyarana bagl olarak bitkilerin farkli organlarinda
tiretilirler (Tam et al. 2015). Defensinler diger AMP’ler gibi dogal bagisiklik sisteminin
bir parcas1 olmakla birlikte patojenlere karsi savunmanin ilk asamasinda gorev alirlar.
Stirekli iiretilen AMP’ler ise patojen saldirilarina karsi bir bariyer olusturmasi agisindan
onemlidir. El-Shehawi et al. (2016) alt1 farkli defensin geninin iretildigi bitkilerin ¢igek
tomurcugu ve yapraklarindaki gen ifadesi seviyelerini arastirmiglardir. Caligmalarinda
defensin genlerinin ifadelerinde farklilik olmasina ragmen bir uyaran olmadan
tiretildigini gosterilmistir. Baska bir ¢alismada ise Solanum lycopersicum’un (domates)
kok, govde, yaprak, tohum gibi farkli organlarinda Snakin-2 AMP’sinin gen
ekspresyonunun degisiklik gosterdigi bildirilmistir (Herbel et al. 2017). Bu ¢alismada ise
tanimlanan M. sativa (Sazova) Defensin 2.1’in bitkinin gelisim asamalarinda farkli
organlarda ekspresyonunun degisiklik gosterdigini ve siirekli eksprese edildigini agiga

cikarilmstir.

AMP ekspresyonunun siirekli olmasi innate immune i¢inde patojenlere karst bir
bariyer olusturdugu anlamia gelmektedir. Ornegin, bir ¢alismada kdpekgillerin normal
deri epiteli hiicrelerinden alinan 6rneklerle 65 farkli hipotetik AMP’nin ekspresyonunu

belirlenmistir (Wingate et al. 2008). Belirlenen gen seviyeleri deri hiicrelerinin
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enfeksiyonun ilk agamasinda bagisikliga katki yaptigr belirtilmistir. Cesitli ¢aligmalarda
da AMP’lerin normalden fazla eksprese edilmesi sonucunda belirli hasataliklara kars1 da
dayaniklik sagladigi gosterilmistir (Rivero et al. 2012; Garcia et al. 2014; Deb et al. 2020).

4.4. M. sativa Defensin 2.1 Gen Analizi

Sanger sekans analizinden sonra elde edilen sekans NCBI BLAST online
programi ile NCBI veri tabanindaki verilerle karsilastirilmistir. Bu incelemede NCBI veri
tabaninda bulunan M. sativa Defensin 2.1 gen sekansi ve Sazova gesidine ait sekans
arasinda %97 oraninda benzer oldugu goriilmistir (Sekil 4.17). Bu diziler arasinda
Sazova cesidinden elde edilen sekansta 49. bazda adenin (A) bulunuyorken NCBI
dizisinde guanin (G) bulunmaktadir. Benzer olarak NCBI verisinden fakli 93. bazda A
yerine timin (T) bazi bulunmaktadir. Sekanslar karsilastirildiginda 100. bazda Sazova
¢esidinde ve 113. bazda ise NCBI sekansinda bosluk olustugu goriilmistiir. Ancak her
ikisinde de birer bosluk varligindan dolayr bu durum tiim sekans uzunlugunda bir

degisime sebep olmamuistir.

SO e sk ok R e sk sk R MR SR R sk i sk sk R Rk ok ok sk kR ik SRk ok e sk sk R sk sk sk sk sk sk ok R ol ok ok ok ol sk sk sk s sk kR 3R sk sk sk SR ol sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk ok R R R R ok
e D AGRAETTaTaAGE AT TTaqcTGATA A TATAGAGGAC CATAC T TEACAGATRE TAGE TATOACGATEA TaE ARGARE
Uniprot Defensin 2.1 c c [ c cc c CAC c c c CAC c [
ok ok ok ook koA ok dkok koK LEEE R EREELEEERERE R ek se s s o e oo sie ok o e s ok se ok ok s ok ke ode sl ok kR Xk
Sazova Defensin 2.1 CACAC CAC el c c CTGCACTC (5
v 2 AAAGCACACTTAATAAGTGGCA: TTaccATAGAE TTAATGTTTcTaEAC TC ARG TaTTAR
Sekil 4.17. NCBI veri tabaninda bulunan M. sativa Defensin 2.1 kodlanan sekans ve
Sazova ¢esidindeki sekans karsilastirmasi.

LC-MS/MS ile belirlenen hipotetik AMP olan M. sativa (UniProt) Defensin 2.1
46 amino asitten olusmaktadir. Gen sekans analizi sonucunda Sazova Defensin 2.1 de 46
amino asitten olugmaktadir. Yapilan amino asit sekans karsilagtirmas1 sonucunda Sekil
4.21°de goriilen baz degisimleri sonucunda amino asit dizisinde de farklilik meydana
geldigi belirlenmistir. Diziler arasinda 3 amino asit farkliligi gorildi (Sekil 4.18). 17.
siradaki amino asit aspartik asit (D) yerine asparajin (N) amino asidine doniismiistiir
(Sekil 4.18). Benzer olarak 37. amino asitte arjinin (R) yerine asparajin ve 38. amino asit

ise 16sin (L) yerine fenilalanin gelmistir.
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Bitki tiirlerinin c¢esitleri arasinda genomlarinda veya iretilen proteinlerin
sekanslarinda bir farklilik olmasi olasiligi beklenen bir durumdur. Genetik farkliliklar
bitkilerin kuraklik, soguk ve patojenler gibi c¢esitli streslere karsi duyarliliklarini da
belirlemektedir (Eckardt 2002). Bir tiiriin ¢esitleri arasinda dizi farkliliklar1 olabildigi gibi
bunun sonucu olarak gen ifadelerinde de degisiklikler meydana gelmektedir (Lopez et al.
2021, Palacioglu et al. 2023). Bu tez ¢alismsinda M. sativa’nin yerel bir ¢esidi olan
Sazova kullanilarak gen dizisi elde edilmistir ve M. sativa Defensin 2.1°e ait NCBI’da
bulunan veriler ile karsilastirilmasi sonucunda Sazova ¢esidindeki Defensin 2.1 i¢in

sekans farkliliklari ortaya ¢ikarilmistir.

Sazova Defensin 2.1 RTCEHLA YRGPCF ASC HCKNKAHLI CH.F CFC Cc

Uniprot Defensin 2.1 RICIH L A.Y RIP o F.AIC.H (o KIK AHL I -C HRLQCF C-C

Sekil 4.18. M. sativa Sazova Defensin 2.1 ve Uniprot Defensin 2.1 amino asit sekans
karsilagtirmas.

Sazova Defensin 2.1 i¢in ADP ve NCBI veritabanlarindaki aramalarda farkli
AMP sckanslariyla benzerlikleri belirlenmistir (Sekil 4.19). Veritabanlarina gore
AMP’lerden Pisum sativum defensin-1 (Almeida et al. 2002) ile %91,3 oraninda en
yiksek benzerlige sahip oldugu gorilmiistir. Vigna radiata defensin 2 (VrD2)
(tohumdan) ile %70,21, V. unguiculata tohumunda bulunan pSAS10 defensini ile
%68,09, Phaseolus vulgaris tohumundan tanimlanan Pv-defensin ile %67,35 oraninda
benzer oldugu tespit edilmistir. Tim bu AMP’ler (M. sativa da dahil olmak {izere)
Fabaceae ailesine ait farkli cins ve tiirlerdeki canlilarin tohumlarinda bulunan
AMP’lerdir. Ayrica tiim benzerlik gosteren AMP’lerden P. sativum defensin-1 46 ve

digerleri 47 amino asit icermektedir.

L L o3k ko skl ok sk L LS L

Sazova Defensin 2.1 PCF HCKNKAHL I cHNF@cFc c
Uniprot Defensin 2.1 R PCF (] HCKNKAHL I CHRL CFC Cc
Pisum sativum defensin-1 K VCF C HCKNKAHL I KCF C c
viD2 K PCF c HCKNKEHLR ch FRC RNcC
PSASI0 K PCF c HCKNKEHLL RCRDDVRC RNC
Pv-Defensin K PCFA ( HCKNKEHLL RCR FRC RNC
Sekil 4.19. Sazova Defensin 2.1 ile benzer olan AMP’lerin sekans karsilastirmasi

Sazova Defensin 2.1’in P. sativum defensin-1 ile sekanslarinda bulunan sistein
kalintilar1 karsilastirildiginda bu sisteinlerin sayisinda ve sirasinda bir degisiklik olmadigi

ve bu sebbeple kurulacak difiilfit kopriilerinde de bir degisiklik olmadigi gorilmistiir
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(Sekil 4.20). Didiilfit kopriileri tersiyer yapida da gosterilmistir. ADP veri tabanina gore
P. sativum defensin-1 antifungal bir AMP’dir ve C. albicans’a kars: inhibisyon etki
gostermektedir. Diger yandan Sazova Defensin 2.1 ile %70 benzerlige sahip olan VrD2
AMP’si antibakteriyel ve antifungal etki géstermektedir. Pv-defensin ise gram (+) ve (-)
bakterilere antibakteriyel etkisi vardir. Bitki AMP’lerinin bir¢ogu antifungal ve
antibakteriyel 0zelligi bir arada gosterebilmektedir (Liv et al. 2021, Bakare et al. 2022).
Ornegin M. sativa’dan saflastirilan antifungal defensin olan MsDefl Pseudomonas
syringe pv tabaci ve Ralstonia solanacearum ve Xanthomonas campestris karsi

antibakteriyel etki de gostermektedir (Deb et al. 2020).

Sazova defensin 2.1 RTCEHLA YR@GPCF AlSlc HCKINKAHL I cHNFl@cFc
Uniprot Defensin 2.1 RTCEHLA YRGPCF AScC HCKNKAHL I CHRLQCFC
Pisum sativum defensin-1 KTIC[EH L A YRGVCF ASC HCKNKAHL I CHNWKC FT

;4

000

2

1

Sekil 4.20. Sazova Defensin 2.1 ve P. sativum defensin-1 disiilfit kopriileri

Sekil 4.19’te verilen AMP sekanslar1 icin MEGA11 programi kullanilarak
Filogenetik agaci elde edilmistir. Filogenik aga¢ olusturmak igin “Neighbor-Joining”
metodu kullanilmistir. Filogenik agaca gore Sazova Defnsin 2.1 ve UniProt Defensin 2.1
ile evrimsel olarak en yakin olan ve yilizde olarak da en ¢ok benzerlige sahip AMP P.

sativum defensin-1 oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.21).
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Sazova Defensin 2.1

0,02

0,04

Uniprot Defensin 2.1

Pisum sativum defensin-1

pSAS10

0,04
020 viD2

0,10

Pu-defensin
Sekil 4.21. Taksonlarin evrimsel iliskileri. Evrimsel tarih, Komsu Birlestirme yontemi
kullanilarak ¢ikarilmistir (Saitou and Nei 1987). Evrimsel mesafeler Poisson
diizeltme yontemi (Felsenstein 1985) kullanilarak hesaplanmistir ve birimi
bolge basina diisen farkli amino asit sayisidir. Bu analiz 6 amino asit dizisini
igeriyordu. Her dizi ¢ifti i¢in tiim belirsiz konumlar kaldirilmistir (¢ift yonli
silme segenegi). Nihai veri setinde toplam 47 pozisyon vardi. Analizler

evrimsel MEGA11'de yapilmigtir (Tamura et al. 2021).

4.5. Biyoinformatik Analizler
4.5.1. Fizyokimyasal ozellikler

Karakterizasyonun yanisira hipotetik proteinlerin sekonder ve tersiyer yapilarinin
in silico yaklagimlarla desteklenmesi onem arz etmektedir. In silico araglar deneysel
arastirmalar i¢in bir 6n ¢alisma olabildigi gibi baz1 araglarla veri analizi saglanmaktadir
(Amberg 2013). Bu ¢alismada gesitli biyoinformatik araglar kullanilarak LC-MS/MS ile

belirlenen hipotetiksel AMP’nin in silico analizleri yapilmistir.

[lk olarak Sazova ¢esidinden elde edilen dizinin farkl fizikokimyasal dzelliklerini
belirlemek amaciyla g¢evrimi¢i bir program olan Expasy Protparam ve ADP-AMP

“Calculator and Predictor” araglari kullanilmistir. Tiim bu 6zellikler Uniprot Defensin 2.1
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ve Sazova Defensin 2.1 i¢in karsilagtirmali olarak Cizelge 4.1°de verilmistir. Bu grafige
gore Uniprot veritabaninda bulunan hipotetik Defensin 2.1 ve Sazova Defensin 2.1 ayni
amino asit sayisina sahipken amino asit dizisindeki farkliliklar molekiil agirliklarinin
olmasma sebep oldugu gorilmiistiir. Yine amino asit dizisinde meydana gelen
degisiklikler sonucunda Defensin 2.1 AMP’sinin igerdigi pozitif ve negatif yiiklii amino

asit sayis1 azalmasina ragmen net yiikii degismemistir.

Instability indeks II proteinlerin test tiipiindeki stabilitesini belirlemek igin
kullanilan bir deger olmakla birlikte bu deger proteinlerin igerdigi belirli diziler sayesinde
belirlenir (Guruprasad et al. 1990). Bu deger 40°tan biiyiik ise protein stabil degil, eger
bu deger 40’tan kiiciik ise protein stabil anlamina gelmektedir (Guruprasad et al. 1990).
Cizelge 4.1°de goriildiigii gibi Uniprot Defensin 2.1 ve Sazova Defensin 2.1 igin
hesaplanan insatbility indeks II her iki protein i¢in de 40 degerinden kiiclik oldugundan
iki proteinin de stabil oldugu anlamina gelmektedir. Bu deger ayni zamanda in vivo
yarilanma siiresini de etkilememistir. Her iki AMP dizisi i¢in hesaplanan yarilanma siiresi
memeli hiicrelerinde 1 saat, mayada 2 dk ve E. coli’de ise 2 dk’dir. Onceki ¢alismalarda
in silico olarak AMP ve diger protein dizileri igin instability indeks II degerleri
hesaplanmistir (Ramathan and Sethumadhavan 2011; Enany 2014; Dziuba and Dziuba
2014; Sunil et al. 2021; Rahman et al. 2023). Ornegin, Trichogramma chilonis’e ait
6515.76 Da molekiil agirhigina sahip bir AMP igin in silico analizlerde stability indeks 11
degeri 32,71 olarak hesaplanmugtir (Sunil et al. 2021). Ayrica SARS-CoV ile iligkili
hipotetik Q6S8D9 SARS kodlu bir protein igin yapilan in silico ¢alismada da instability
indeks Il 26,67 olarak hesaplanmistir (Rahman et al. 2023). Benzer olarak, siit
proteinlerinden tiiretilmis potansiyel AMP’ler i¢in in silico olarak instability indeks
belirlenmistir. Bu AMP’lerin %51 inin instability indeks II degerinin 40’1n altinda oldugu
belirlenmistir (Dziuba and Dziuba 2014).
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Cizelge 4.1. Uniprot Defensin 2.1 ve Sazova Defensin 2.1 i¢in karsilagtirmali
fizyokimyasal 6zellikler.

Fizikokimyasal Ozellik Uniprot Defensin 2.1 Sazova Defensin 2.1
Amino asit sayis1 46 46
Molekiil Agirhig (Da) 5.204,85 5.195,79
Teoriksel pl 7,02 7,03
Negatif yiiklii amino asit sayisi 5 4
Pozitif yiiklii amino asit sayisi 5 4
Net yiik +1 +1
instability indeks 0 25,96 17,48
Alifatik indeks 40,43 31,96
Hidropatisity (GRAVY) -0,598 -0,598
Boman indeks (kcal/mol) 2,54 2,36

Alifatik indeks bir proteinin yan zincirinde bulunan alanin, valin, izolésin ve 16sin
amino asitlerinin bagil hacmi olarak tanimlanir. Alifatik indeks globular proteinlerde
termostabilite ile iligkilendirilir (Ikai 1980). Sazova Defensin 2.1’in tohumdan izolasyonu
sirasinda total protein 10 dk siireyle 85 °C sicakliga maruz birakildiktan sonra
antimikrobiyal testler gergeklestirilmistir. Antimikrobiyal testlerde Sazova Defensin
2.171n aktif olmasi1 da bu defensinin termostabil oldugunu gostermektedir. Cizelge 4.1°de
goriildiigii gibi alifatik indeks olarak UniProt Defensin 2.1 ve Sazova Defensin 2.1 igin
birbirinden farkli ve hipotetik peptit i¢in daha yiiksektir. Bu sebeple alifatik indekse gore
her iki peptit dizisinin de termostabil oldugu ancak Uniprot verisindeki peptit dizisinin

daha termostabil oldugu sdylenmistir.

58



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Hidropatisity (GRAVY) proteinlerin hidrofilik veya hidrofobik oldugunu
belirlemek icin kullanilan bir degerdir. Bu deger pozitif ise hidrofobik, negatif deger ise
hidrofilik 6zellik tagimaktadir. Bu degerin biiylikliigli ise ne kadar hidrofilik veya
hidrofobik bir protein oladugunu belirtmektedir (Kyte and Doolittle 1982). Bu ¢alismada
ise her iki peptit dizisi de aynit GRAVY degerine sahiptir ve negatif degere sahip olduklari
icin hidrofilik olduklart belirlenmistir.

UniProt Defensin 2.1 ve Sazova Defensin 2.1 amino asit dizileri ile ADP
veritabaninda bulunan AMP “Calculator and Predictor” araciyla bu dizlerin 6zellikleri
belirlenmistir. Bu arag¢ peptit dizileri i¢in Boman indeksini de vermektedir. Boman
indeksi bir proteinin bagka bir proteine baglanma potansiyelini tahmin etmek icin
kullanilan bir degerdir (Boman 2003). Yiiksek Boman indeksi degeri AMP’nin
multifonksiyonel oldugunu veya ¢esitli proteinlerle etkilesebilmesi nedeniyle hiicre
icinde farkli rollerde gérev aldigini gostermektedir (Boman 2003). UniProt Defensin 2.1
icin Boman indeks degeri 2,54 kcal/mol ve Sazova Defensin 2.1 i¢in bu deger 2,36
kcal/mol’diir. Boman indeksi agisindan iki peptit arasinda belirgin bir farklilik
olmamasina ragmen UniProt Defensin 2.1 i¢in daha farkli gorev alabilecegi sdylenmistir.
Sazova Defensin 2.1 dizisine %91 oraninda benzer olan P. sativum defensin-1 i¢in ADP
veritabaninda Boman indeksi 2.08 olarak belirlenmistir ve M. sativa Sazova cesidinde
bulunan Defensin 2.1 AMP’sinin bu defensine gore daha fazla islevinin oldugu
soylenmistir. P. sativum defensin-1 ile UniProt Defensin 2.1 arasinda ise %87 oraninda

bir benzerlik oldugu yine ADP veritabanindaki karsilastirma ile belirlenmistir.

4.5.2. Tripsin kesimi karsilastirma

M. sativa Uniprot defensin 2.1 ve Sazova Defensin 2.1 amino asit dizilerinde Sekil
4.18’de goriildiigii gibi 3 farkli amino asit vardir. Bu amino asitlerden Uniprot defensin
2.1°de R olan amino asidin Sazova Defensin 2.1’de N ile degismesinden dolay1 tripsin
kesim noktasini etkiledigi belirlenmistir. Uniprot defensin 2.1 amino asit dizisindeki 5.
tripsin kesim noktast Sazova Defensin 2.1°de yer almamaktadir (Sekil 4.22). LC-MS/MS
yontemi i¢in gonderilen 6rnek M. sativa Uniprot defensin 2.1 ile 2 farkli peptit gakismasi

tespit edilmistir. Gonderilen 6rnek (Sazova Defensin 2.1) tripsin kesim noktasi
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bakimindan eksik oldugu i¢in LC-MS/MS yonteminde tespit edilememesi beklenen bir

durumdur.
A
(A) Tryps
Tryps Tryps Tryps |
I | | |
RTCEHLADTYRGPCFTNASCDDHCKNKAHLISGTCHNFQCFCTQNC
1 - +--------- F--------- t--------- +------ 46
B
( ) Tryps
Tryps Tryps Tryps | Tryps
| I | | |
RTCEHLADTYRGPCFTDASCDDHCKNKAHLISGTCHRLQCFCTQNC
1 @ --------- L L +--------- +------ 46

Sekil 4.22. Sazova Defensin 2.1 (A) ve Uniprot defensin 2.1 (B) tripsin kesim noktalar1

Tripsin kesim noktalarindaki farklilik kesim sonucunda olusan peptitler
birbirinden farklidir. Sazova Defensin 2.1 i¢in tripsin kesimi ile “R”, “TCEHLADTYR”,
“GPCFTNASCDDHCK?”, “NK” ve “AHLISGTCHNFQCFCTQNC” peptitleri olusurken
Uniprot defensin 2.1 i¢in “R”, “TCEHLADTYR”, “GPCFTDASCDDHCK”, “NK”,
“AHLISGTCHR” ve “LQCFCTQNC?” peptitleri ortaya ¢gikmistir. LC-MS/MS sonucunda
Uniprot defensin 2.1 ile uyussan “TCEHLADTYR” ve “GPCFTDASCDDHCK”
peptitleri her iki sekans i¢in ortaktir.

4.5.3. Sekonder yapi

Sekans analizinden sonra belirlenen AMP amino asit dizisine gore in silico
sekonder yap1 tahmin edilmistir. Sekonder yap1 analizi PROCHECK g¢evrimigi araci ile
gerceklestirildikten sonra sekonder yapilar elde edilmistir (Sekil 4.23A). Sekil 4.23A’ya
gore Sazova Defensin 2.1’in sekonder yapida 1 tane a-heliks ve 3 tane B-tabaka oldugu
goriilmistiir. Sazova Defensin 2.1 ADP veritabaninda yapilan karsilagtirmaya gore P.
sativum defensin-1 ile %91 benzerlige sahiptir. P. sativum defensin-1 sekonder yapisinda

da 1 tane a-heliks ve 3 tane B-tabaka igermektedir (Sekil 4.23B). Daha 6nce P. sativum
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defensin 1 ile yapilan ¢aligmada belirlenen sekonder ve teyrsiyer yapilar: (Almeida et al.

2002) bu program ile elde edilen yapilar aynidir.
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© ol T ARt o
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Sekil 4.23. PROCHECK cevrimici araciyla elde edilen Sazova Defensin 2.1’in tahmini
sekonder yapisi (A), P. sativum defensin-1 sekonder yapisi1 (B) ve Uniprot
Defensin 2.1 sekonder yapisi.

Ramachandran grafigi yapisal stereokimya 6zelliklerini 6ngorebilen bir grafiktir.
Tahmin edilen protein yapisinin  dogrulugunu degerlendirebilmek amaciyla
Ramachandran grafigi kullanilmaktadir (Yadav et al. 2022). Bu tez c¢alismasinda
kullanilan PROCHECK c¢evrimigi araci proteinin genel modelini analiz ederken amino
asit kalintilarinin geometrisini kullanilmistir ve tahmin edilen bir modelin stereokimyasal
kalitesini verirmistir. Sekil 4.24’te goriilen PROCHECK’in olusturdugu Ramachandran
grafikleri Sazova Defensin 2.1 (A) ve Uniprot Defensin 2.1’e (B) aittir.

61



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

¥|‘w-"” p— Y
- . 7!:
‘ b 7__
X
Tw\‘
\

-1
.~ o
m - \h.v\
45 ™ HI -
’ \
|

=Y
|_JI _J
|

c

.

|

180 <135 90 45 0 45 90 135 180 180 135 90 s
Phi (degrees) Phi (degrees)

(A) 180 (B)

135

90

45

Psi (degrees)
Psi (degrees)

45+ 45

90+ =90+

1354 135"

I
| ) |
v | n|
|| e
4590 135 180

|
P
0

Sekil 4.24. PROCHECK c¢evrimigi araciyla elde edilen Sazova Defensin 2.1 (A) ve
Uniprot Defensin 2.1 (B) Ramachandran grafigi.

Ramachandran grafiginde 4 farkli bolge (avantajli, izin verilen, sik¢a izin verilen
ve izin verilmeyen) bulunmakla birlikte protein sekansindaki amino asitlerin bulundugu
bolgeye gore sekonder yapi tahmin edilmektedir (Ramachandran 1963, Ramachandran
ve Sasisekharan 1968). Ramachnadran grafiginde avantajli bolge olan A bolgesi sag el a-
heliks, B bolgesi f-tabaka ve L bolgesi sol el a-heliksi temsil etmektedir. Sazova Defensin
2.1 Ramachandran grafiginde (Sekil 4.24A) avantajli (favoured region) bolge olan A, B
ve L’ de %68,3, izin verilen bolge olan a, b, 1 ve p’de %29,3 ve izin verilmeyen bolge
olan beyaz alanda ise %2,4 (fenilalanin-15) oraninda amino asit goriilmiistiir. Uniprot
Defensin 2.1 Ramachandran grafiginde ise avantajli bolgede %73,2, izin verilen bolgede
%19,5, sikga izin verilen bolgede %2,4 ve izin verilmeyen bolgede %4,9 (alanin-28,

histidin-29 ve arjinin-37) oraninda aminoasit bulunmaktadir (Sekil 4.24B).

Son yillarda in silico araglarin kullaniminin yayginlagmasi ve artan bilgyle birlikte
daha giivenilir sonuglar vermesi nedeniyle in silico araglarin kullanimi artmugtir. Protein
calismalarinda hipotetik proteinlerin sekonder ve tersiyer yapilarinin tahmin edilmesi i¢in
de ¢esitli araclar mevcuttur ve Ramachandran grafigi de bunlardan biridir. Ornegin
Sorsogona tuberculata’a ait olan hepcidin antimikrobiyal peptidin sekonder yapisini
tahmin etmek, diger antimikrobiyal peptitlerle olan benzerligini tespit etmek icin ¢esitli
in silico araglarla (Ramachandran grafigi de dahil olmak tizere) kullanilarak bu 6zellikler
belirlenmistir (Veedu et al. 2021). Benzer sekilde Bacillus subtilis’e ait olan Subtilosin A
antimikrobiyal peptidi i¢in de in silico degerlendirmeler yapilarak sekonder yapi

Ramachandran grafigi ile dogrulanmistir (Venkatasamy et al. 2021). Diger yandan,
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modifiye edilen proteinlerin sekans ve konformasyonel degisikliklerini belirlemek

amaciyla da Ramachandran grafigi kullanilabilmektedir (Moazzezy et al. 2022).

4.5.4. Tersiyer yapi

Proteinlerin 3 boyutlu konformasyonu olan tersiyer yapi proteinin fonksiyonu
acisindan Onemlidir. Tersiyer yapi tek zincirli bir proteinin islevsel olan formudur.
Proteinin primer yapisinda bulunan amino asit degisiklikleri islevsel formunu
etkilemektedirler. Bu tez c¢alismasinda c¢esitli ¢evrimigi modelleme araglar1 (Expasy-
Swiss-Model, Phyre2 ve PRISPRED kullanilarak Sazova Defensin 2.1 i¢in 3 boyutlu
modellemeler yapildi ve herbirinde ayni sonug elde edilmistir (Sekil 4.25).

((,1

Sekil 4.25. Sazova Defensin 2.1 AMP’sinin tahmini tersiyer yapisi

Disiilfit kopriileri proteinlerin dizisinde bulunan sistein amino asitlerinde bulunan
thiol gruplar1 arasinda kurulan ve tersiyer yapinin kurulmasinda gorevli baglardandir.
Proteinlerin yapisinda olusan disiilfit kopriileri sayilarinin artmasi prtoteinin stabilitesini
artirmaktadir. Sazova Defensin 2.1’in tahmini 3 boyutlu yapist modellendikten sonra
Pymol programu ile disiilfit kopriileri Sekil 4.26°da kirmizi renkle gosterilmistir. Sazova
Defensin 2.1 ve UniProt Defensin 2.1’in amino asit farkliliklar tersiyer yapida rastgele
sarim bolgelerindedir (Sekil 4. 27).

63



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Sekil 4.26. Sazova Defensin 2.1’de bulunan disiilfit kopriilerinin tersiyer yapidaki
gosterimi.

Son yillarda biyoinformatik araglarin gelismesi ile protein karakterizasyonu bu
araclar yardimiyla sekonder ve tersiyer yapilar yiiksek dogrulukta tahmin
edilebilmektedir. Farkli canlilarin genomlarindan belirlenen antimikrobiyal peptitler i¢in
de karakterizasyon in silico olarak yapilabilmektedir (Noonan et al. 2017; Duan et al.
2020). Ornegin Schizothorax richardsonii’den hepcidin benzeri bir AMP belirlenerek dizi
analizi, sekonder ve tersiyer yapilar1 gosterilmistir (Chaturvedi et al. 2014). Benzer olarak
127 hipotetik AMP dizileri alinarak ADP veritabaninda fizyokimyasal ozellikleri
belirlenip biyoinformatik araglarla (PROCHECK, I-TASSER, PEP-FOLD) sekonder ve
tersiyer yapilari elde edilmistir (Okella et al. 2020). Diger bir ¢alismada glikoz tasiyici 4
protein (GLUT4) ligand baglanma 6zelliklerini belirlemek amaciyla gesitli tersiyer yapi
elde etmek i¢in 3 boyutlu modelleme araglar1 kullanilip kanser ¢calismalarinda terdpatik
hedef olarak kullanilmasi arastirilmistir (Aruleba et al. 2018). Bu gibi caligmalar
gostermistir ki biyoinformatik araglarin daha da giivenilir olmasi bir yandan tedavi amaclh
kullanilacak proteinlerin test edilmesini kolaylastirirken diger yandan proteomik
calismalara hiz kazandirabilmektedir. Ayrica biyoinformatik araglarin kullanimi deneysel
olarak test edilmeden 6nce bilim insanlarina giivenilir bir 6ngérii kazandirmast ile birlikte

laboratuvar malzemesi kullanimi ve zaman agisindan tasarruf saglayacaktir.
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Sekil 4.27. M. sativa Sazova Defensin 2.1 (A) ve Uniprot Defensin 2.1 (B) arasindaki
amino asit farkliliklarinin tersiyer yapidaki gosterimi.

AMP’lerin tersiyer yapisindaki y-kor motifi tim disiilfit kopriileri igeren
antimikrobiyal peptit siniflari i¢in ortaktir. y-kor motifi iki antiparalel f-tabakasi ve ikisi
arasinda baglant1 kuran bir ilmek bolgesi igerir. Bitki defensinlerindeki y-kor motifi X1-
3GXCX3-9C .... seklindedir (Yount and Yeaman, 2004). Sazova Defensin 2.1 bu sekans
icermektedir ve tersiyer yapisindak y-kor motifi Sekil 4.28’de gosterilmistir.

N-terminal

Sekil 4.28. Sazova Defensin 2.1 y-kor motifi

Bazi yapi-aktivite caligmalar1 gostermistir ki bitki defensinlerinde antifungal ve
antimikrobiyal aktivite y-kor motifine baghdir (Sagaram et al. 2011; Ochiai et al. 2018).
Ek olarak %65 oraninda benzer olan MsDefl ve MtDef4 defensinlerinde y-kor
motifindeki belirli bolgeler farkli antifungal aktivite gostermelerine katki saglamaktadir
(Munoz et al. 2014). Sazova Defensin 2.1 ve Uniprot Defensin 2.1 y-kor motifindeki L3
bolgesinde aminoasit farkliliklari (Sekil 4.27) oldugundan dolayr antimikrobiyal
aktivitelerinde de farklilik olmasi beklenmektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu tez ¢alismasinda M. sativa Sazova ¢esidine ait tohumlardan termostabil bir
antimikrobiyal peptit tanimlanmak istenmistir. Bu amag¢ dogrultusunda ilk olarak
antimikrobiyal 6zellikte bir peptit olup olmadig1 disk diflizyon testi, mikrodiliisyon testi
ve jel kapama testleri ile belirlenmistir. Jel kapama testinde inhibisyon zonu olusturdugu
diistiniilen SDS-PAGE jel bandi LC-MS/MS ile analiz edilerek M. sativa Sazova gesidi
tohumundan termostabil 6zellikte olan Defensin 2.1 antimikrobiyal peptidi

tanimlanmaistir.

Sazova ¢esidinden tanimlanan Defensin 2.1 amino asit sekans1 ve UniProt veri
tabaninda yer alan sekans arasinda 3 amino asit farkliligi belirlenmistir. Bu farklilik bitki
tiirlerinin ¢esitleri arasindaki sekans farkliliklar ile iliskilendirilmistir. Sazova Defensin
2.1 igin gesitli in silico analizler yapilarak bu yeni peptidin fizyokimyasal 6zellikleri,
sekonder ve tersiyer yapilari belirlenerek benzer AMP’ler ile karsilagtiritlmistir. UniProt
Defensin 2.1 ve Sazova Defensin 2.1 arasindaki 3 aminoasit degisikliginin net yiikiinii
degistirmedigi goriilmiistiir. Alifatik indeksleri UniProt Defensin 2.1 i¢in 40,43 iken
sazova Defensin 2.1 i¢in 31,96 hesaplanmistir. Boman indeksleri ise sirasiyla 2,54 ve 2,36

olarak hesaplanmustir.

Sazova Defensin 2.1 e en yakin AMP ise P. sativum defensin-1 olarak belirlendi
ve diger benzer sekanslarin Fabaceae ailesine ait tohumdan izole edilen AMP’ler oldugu
tespit edilmistir. Tanimlanan bu peptidin sekonder yapisinda 1 a-heliks ve 3 B-tabaka
oldugu PROCHECK ile gosterilirken Ramachandran grafigi ile bu yapilar dogrulanmastir.
Tersiyer yapist 3 farkli program (SwissModel, Phyre2 ve PRISPRED) ile tahmin

edilmistir ve tiim programlarda ayni tersiyer yapi elde edilmistir.

Diger yandan Sazova Defensin 2.1’in bitki gelisimi siiresince (tohum, 3, 7, 14 ve
21. giinler) farkli organlarindaki gen ekspresyonu belirlenmistir. Gen ekspresyon
seviyelerinde en yiiksek seyiyenin 7. glin gdvde drneklerinde ve ikinci en yiiksek seviye

2—AACt

ise tohumda oldugu yontemiyle hesaplanmustir.
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Bu tez ¢alismasi ile hipotetik bir protein olan M. sativa Defensin 2.1’in M. sativa
Sazova ¢esidindeki gen ve protein sekansi belirlenerek in silico araglarla
karakterizasyonu yapilmustir. Bitkinin gelisiminin 21 giinliik periyodundaki farkli
organlarindaki gen ekspresyonu belirlenmistir. Tanimlanan Sazova Defensin 2.1’e 85
°C’de 10 dk 1s1 uygulamasi sonrasinda peptidin antimikrobiyal 6zellik gostermesi

sonucunda da bu peptidin termostabil oldugu sdylenmistir.

AMP’lerin dogal kaynaklarindan sinirli miktarda elde edilebilmesi bir dezavantaj
olsa da rekombinant teknoloji sayesinde biiyiik miktarlarda iiretilebilmektedir. Bu tez
calismasindan sonraki siireclerde Sazova Defensin 2.1’in rekombinant iiretimi yapilarak
daha fazla miktarda elde edilmesi saglanmalidir. Fizyokimyasal Ozelliklerinde
belirlendigi gibi stabil bir yapida olmasi sebebiyle de antifungal veya antibakteriyel ilag

olarak kullanilabilmesi ac¢isindan avantaj saglamaktadir.

Bu tez ¢aligmasinda Sazova Defensin 2.1 i¢in yapilan gen ekspresyon analizinde
bitkinin gelisimindeki 21 giinliik siirecte gen ekspresyonu belirlenmistir. M. sativa’nin
fungal veya bakteriyel enfeksiyonu sirasinda gen ekspresyonunun seviyesi
degerlendirilmelidir. Bu sayede Sazova Defensin 2.1’in gen ekspresyonunun
indiiklenebilir olup olmadigi belirlenebilir. Diger yandan bitki defensinlerinin kuraklik,
soguk ve tuzluluk gibi ¢esitli stres faktorlerinde diizenleyici roller oynadig bilinmektedir.
Yeni tanimlanan bu AMP’nin bitki stres faktorlerinde bir rolii olup olmadigi da test

edilmelidir.

Defensinlerin antimikrobiyal 6zellik gosterdikleri konsantrasyon araliklarinda
memeli hiicrelerine toksik olmadigi bilinmektedir ancak yeni tanimlanan her AMP i¢in
sitotoksisite ve hemoliz testleri ilk asamada uygulanmalidir. Bu testler bir AMP veya bir
maddenin ilag¢ olarak kullanilabilmesindeki ilk asama testlerindendir. Dolayisiyla klinik

testlerde uygulanabilmesi i¢in bu testlere de ihtiyac vardir.
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