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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

VERI TABANI FILTRELEME TEKNOLOJISI ILE DIiZAYN EDILEN TOAP2
TUREVININ (L1-15) PATOJEN MIKROORGANIZMALARA KARSI
ETKILERININ ARASTIRILMASI

Ruhane TOSUNOGLU

Erzurum Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisu

Molekdiler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Aysenur YAZICI

Antimikrobiyal peptitler (AMP), dogustan gelen bagisiklik sisteminin 6nemli bilesenlerinden biri
olup; bakteriler, funguslar, bitkiler ve hayvanlar tarafindan sentezlenen, genis antimikrobiyal spektruma
sahip kugtk molekullerdir. Antibiyotik direncinin kiiresel saglik agisindan ciddi bir tehdit haline gelmesi,
yeni ve etkili antimikrobiyal ajanlara duyulan ihtiyaci artirmistir. Bu dogrultuda AMP’ler, alternatif
biyolojik ajanlar olarak &n plana ¢ikmaktadir. Ancak dogal AMP’lerin toksisite ve stabilite gibi sinirlayici
ozellikleri, sentetik olarak tasarlanan peptitlere olan ilgiyi artirmistir. Son yillarda gelisen biyoinformatik
yaklagimlar, hedefe yonelik, diisiik toksisiteli ve yiiksek etkinlikte AMP’lerin rasyonel tasarimina olanak
saglamaktadir. Bu c¢alismada, "veri tabani filtreleme teknolojisi" kullanilarak AMP tasarimi
gerceklestirilmis ve antibiyofilm 06zellik gosteren ToAP2 peptidi analiz edilerek LI-15 peptidi
tasarlanmigtir. LI-15’in antimikrobiyal, antibiyofilm ve sitotoksik Ozellikleri in vitro kosullarda
degerlendirilmis, sekonder yapist FTIR ve CD spektroskopisi ile karakterize edilmigtir. Antimikrobiyal
aktivitesi mikrodiliisyon ve 6ldiirme kinetigi ile; antibiyofilm etkisi kristal viyole testi ve SEM analizleri
ile test edilmistir. Sitotoksisite analizi, insan fibroblast hiicre hattt (HDFa) kullanilarak MTT ve LDH
testleriyle yapilmistir. Ayrica, LI-15’in biyofilm olusumuyla iliskili viriilens genleri tizerindeki etkisi qRT-
PCR ile analiz edilmistir. Sonug olarak, ilk kez tasarlanan LI-15 peptidinin antimikrobiyal ve antibiyofilm
etkiler gosterdigi, ayrica diisiik sitotoksisite profiline sahip oldugu belirlenmistir. Bu bulgular, LI-15’in
yeni bir antibiyofilm peptit aday1 oldugunu 6nermektedir.

2025, 66 sayfa

Anahtar Kelimeler: Antimikrobiyal Peptit, Antibiyofilm Peptit, Veri Tabanl Filtreleme Teknolojisi,
ToAP2



ABSTRACT
MS. Thesis

VERI TABANI FILTRELEME TEKNOLOJISI iLE DiZAYN EDILEN TOAP2
TUREVININ (L1-15) PATOJEN MIKROORGANIZMALARA KARSI
ETKILERININ ARASTIRILMASI

Ruhane TOSUNOGLU

Erzurum Technical University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Aysenur YAZICI

Antimicrobial peptides (AMPs) are important components of the innate immune system and are
small molecules with a broad antimicrobial spectrum synthesized by bacteria, fungi, plants, and animals.
The emergence of antibiotic resistance as a serious global health threat has increased the need for novel and
effective antimicrobial agents, positioning AMPs as promising alternative biological molecules. However,
certain limitations of natural AMPs, such as toxicity and stability, have increased interest in synthetically
designed peptides. Recent advances in bioinformatics have enabled the rational design of AMPs with target
specificity, low toxicity, and high efficacy. In this study, an AMP was designed using "database filtering
technology," and the antibiofilm peptide ToAP2 was analyzed to design a novel derivative, L1-15. The
antimicrobial, antibiofilm, and cytotoxic properties of LI-15 were evaluated in vitro, and its secondary
structure was characterized using FTIR and CD spectroscopy. Antimicrobial activity was tested via
microdilution and time-Kkill kinetics assays, while antibiofilm activity was assessed using crystal violet
staining and SEM analysis. Cytotoxicity was evaluated using MTT and LDH assays with human fibroblast
(HDFa) cells. Additionally, the effect of LI-15 on biofilm-related virulence genes was analyzed by qRT-
PCR. The results demonstrated that LI-15, designed for the first time through a bioinformatic approach,
exhibited antimicrobial and antibiofilm activity under in vitro conditions and had a low cytotoxicity profile.

These findings suggest that L1-15 is a promising candidate as a novel antibiofilm peptide.
2025, 66 page
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1. GIRIS

1. GIRIS
1.1. BiYOFIiLM NEDIiR?

Mikroorganizmalarin, yilizeylerle ve birbirleriyle etkilesime gecerek olusturdugu
karmasik yapilara biyofilm denir. Biyofilmler, bakteriler, mantarlar ve algler gibi ¢esitli
mikroorganizmalarin dogal ortamda, insan viicudunda ve endiistriyel sistemler gibi pek
cok yerde ylizeylere tutunarak kendilerini koruyan ve organize eden matriks yapilar
halinde bulunurlar.(Gida et al. 2021a) Bu yap1, mikroorganizmalarin ¢evresel kosullara
kars1 dayaniklilik kazanmalarini saglayarak onlar1 dis faktorlerden koruyan bir matriks
ile ¢cevreler. Matriks, polisakkaritler, proteinler, lipitler ve DNA gibi bilesenlerden olusur
ve mikroorganizmalar arasindaki baglari guclendirir ve biyofilmin stabilitesini ve

dayaniklihigimi artirir(Diseases-Special and 2018 n.d.; Kartal et al. n.d.).

BIYOFILM

“”@f
m@

Mikrokoloninin Matriksin Olgun Biyofilm,
Olusumu Olusumu Dagilhim

Tutunma

Sekil 1.1. Biyofilm Olusum Semasi

Biyofilm olusumu, mikroorganizmalarin yiizeylere tutunmasiyla baslar. Ilk
olarak, mikroorganizmalar adezyon molekillerini kullanarak uygun bir yizeye
baglanirlar. lkinci asamada, mikroorganizmalar kendilerine cevreden gelen stres
faktorlerine karsi daha direncli hale getiren ekstraseliiler bir matriks salgilar. Bu matriks,
mikroorganizmalarin yiizeye daha sik1 tutunmasini saglarken ayni zamanda dis etkenlere,

antibiyotiklere ve bagisiklik sisteminin saldirilarma karsi koruma saglar. Biyofilmin bu

1



1. GIRIS

ozelligi, tedavi siirecinde antibiyotik tedavilerine karsi biyofilm igindeki bakterilerin daha

direncli hale gelmesine neden olur (Jefferson 2004; Mirzaei, Abdi, and Gholami 2020).

Biyofilmler, bir¢ok biyolojik, endustriyel ve tibbi surecte 6nemli rol oynarlar.
Insan viicudunda bulunan biyofilmler, kronik yara enfeksiyonlari, endokardit, idrar yolu
enfeksiyonlar1 ve dis plagi gibi cesitli hastaliklarin olusumda aktif rol {istlenirler.
Biyofilm yapisina sahip bakteriler, hastane ortaminda ve tibbi cihazlarin yiizeylerinde
kolonize olarak, enfeksiyon riskini dnemli 6l¢iide artirir ve tedavi siirecini zorlastirirlar.
Endiistriyel uygulamalarda ise biyofilmler, 6zellikle su borulari, 1sitma sistemleri ve gida
isleme kontaminasyona yol acarak ciddi ekonomik sorunlara neden olur. Bu nedenle,
biyofilmlerin endustriyel sistemler tizerindeki etkileri de arastirmalarda 6nemli bir etken
olusturmaktadir(Gida et al. 2021b; Kilic et al. 2021).

Biyofilm olusumu siireci incelendiginde, mikroorganizmalarin yalnizca bireysel
olarak yasama egiliminde olmadiklar1, ayni1 zamanda koloniler halinde yasayarak gevresel
stres faktorlerine kars1 direng gelistirdikleri gézlemlenmektedir. Biyofilm yapisinda yer
alan mikroorganizmalar, cesitli sinyal molekiilleri ile hiicreler arasi iletisim kurar ve bu
iletigim, biyofilm i¢inde bir yap1 olusturur. Bu yapinin isleyisinde "quorum sensing" adi
verilen bir mekanizma rol oynar; bu mekanizma, mikroorganizmalarin yogunlugunu
algilayarak davraniglarini buna gore ayarlamalarini saglar. Bu organizasyon, biyofilm
icindeki hiicrelerin daha az oksijen ve besinle hayatlarina devam ettirmesine, kaynaklari
sinirlt dahi olsa daha etkin sekilde kullanilmasina ve biyofilmin ¢evresel streslere karsi
daha dayanikl1 hale gelmesini saglar. Biyofilm i¢inde bulunan hiicreler, antibiyotikler gibi
zararli maddelere karsi da daha direnclidir, ¢linkii biyofilmin matriksi bu maddelerin

hiicrelere ulagsmasini engelleyebilir(Erkihun et al. 2024; Gida et al. 2021a).

Biyofilmlerin tibbi ve endiistriyel uygulamalardaki etkileri ¢ok cesitlidir. Ornegin,
biyofilm yapisina sahip bakteriler, hastane enfeksiyonlarinda tedaviye karsi direncli
oldugu i¢in antibiyotik tedavilerini zorlastirir. Endustriyel sistemlerde ise biyofilmler, su
aritma sistemlerinde kirleticileri azaltmak i¢in kullanilirken, ayn1 zamanda ylizeylerde
kireglenmeye ve tikanikliklara sebep olarak ekonomik zararlara yol a¢ar. Bunun yan sira,
biyofilmler gida giivenligi agisindan da énemli bir sorundur. Mikroorganizmalarin gida
isleme yiizeylerinde kolonize olmasi, kontaminasyon riskini artirir ve gida giivenligi

onlemlerinin 6nemini ortaya ¢ikarir(Zhai and Yeo 2022).

2
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Sekil 1.2. Biofilm Kullanim Alanlar1 Semasi

Sonug olarak, biyofilmler mikroorganizmalarin c¢evresel kosullara adaptasyon
saglama ve dayaniklilik gelistirme stratejilerinden biridir. Hem insan sagligi hem de
endustriyel siiregler agisindan biyofilmler, mikroorganizmalarin yasam dongiisiinde ve
cevresel uyum mekanizmalarinda kritik bir 6neme sahiptir. Bu yapilarin olusumu ve
organizasyonu mikrobiyoloji, biyoteknoloji ve malzeme bilimi gibi alanlarda yapilan
caligmalarla daha iyi agiga ¢ikmayr amaglamigtir. Biyofilm arastirmalari, bu yapilari
anlamak ve kontrol etmek amaciyla yapilan bilimsel ¢alismalarin yani sira, gelecekteki

teknolojik gelismelere de 151k tutmaktadir.

1.2. Antimikrobiyal Nedir?

Antimikrobiyal terimi, mikroorganizmalarin biiylimesini engelleyen veya onlari
6ldiren maddeleri tanimlamak igin kullanilan genis bir kavramdir. Bu terim, bakteriler,
viriisler, mantarlar ve parazitler gibi mikroorganizmalara kars1 etkinlik gosteren kimyasal
bilesikleri ve fiziksel yontemleri ifade eder. Antimikrobiyaller; ilaglar, dezenfektanlar,
antiseptikler ve diger biyositik ajanlari icerir. Bu maddeler hem insan saglig1 hem de
tarim, gida endiistrisi ve ¢esitli sanayi kollarinda biiyiilk bir 6neme sahiptir.

Mikroorganizmalarin, 6zellikle hastalik yapan tiirlerinin kontrol altina alinmasi ve
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yayllmalarinin ~ engellenmesi, antimikrobiyal —maddeler araciligiyla saglanir.
Antimikrobiyal maddeler, dogrudan mikroorganizmalara etki eden ozelliklere sahip
olduklarindan, ¢ogu zaman mikroorganizmalarin hiicre duvari, zar yapilari, proteinler ve
genetik materyalleri gibi hayati bilesenlerini hedef alirlar. Ornegin, antibiyotikler
bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilirken, antifungal ajanlar mantarlarin neden
oldugu enfeksiyonlara karst etkilidir. Antiviral ilaglar ise virlislerin g¢ogalmasini
engelleyerek viral enfeksiyonlar1 kontrol altina almaya calisir. Parazitlere karsi kullanilan
antiparazitik ajanlar da aymi sekilde bu genis antimikrobiyal sinifin i¢inde yer alir. Her
antimikrobiyal tirQ, belirli bir mikroorganizma grubu iizerinde etkili olacak sekilde

gelistirilmistir ve etki mekanizmalari birbirinden farklilik gosterir(Ergin et al. n.d.)

Bakteriler
Funguslar
Staphylococcus aureus,,
Aspergillus, Penicillium , Escherichia coli,
Candida albicans, Pseudomonas aeruginosa,
Cryptococcus neoformans Klebsiella pneumoniae vb.
vb.
ANTIMIKROBIYAL
Virisler Parazitler £
| SARS-CoV-2, Noroviris, Schistosoma, A&
Influenza virdsu vb. Plasmodium

vb.

Sekil 1.3. Antimikrobiyallerin Etki Ettigi Organizmalar

1.3. Antimikrobiyal Bilesiklerinin Cesitleri ve Etki Mekanizmalari

Antimikrobiyallerin etkinliklerine gore ¢esitli kategorilere ayrilirlar. Genel olarak

etki ettigi canlilara gore antibiyotikler, antifungaller, antiviraller ve antiparazitikler olarak
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gruplandirilirlar. Antibiyotikler, bakterilere karsi kullanilan en bilinen antimikrobiyal
tiiriidiir ve bakteriyel hiicre duvari sentezini, protein sentezini veya DNA replikasyonunu
hedef alarak bakterilerin ¢ogalmasini engeller ya da onlar1 yok eder. Antifungal ajanlar
ise mantar hicrelerinin zar yapisin1 bozar veya hiicre fonksiyonlarini durdurarak etkili
ederler. Antiviral ilaglar ise viriislerin hiicre igine girmesini veya ¢ogalmasini 6nleyerek
etki gosterir. Bu Ozellikleri ile her bir antimikrobiyal bilesik, spesifik bir enfeksiyon

tiirline kars1 tasarlanmis ve gelistirilmistir.

Antimikrobiyal ajanlarin etkinlik diizeyleri, "bakteriyostatik" ve "bakterisidal"
gibi terimlerle ifade edilir. Bakteriyostatik ajanlar, mikroorganizmalarin biiytimesini
durdururken onlart dogrudan oldiirmez. Bu ajanlar mikroorganizmalarin ¢ogalmasini
engelleyerek viicudun bagisiklik sistemi tarafindan ortadan kaldirilmasini kolaylastirir.
Bakterisidal ajanlar ise mikroorganizmalar1 dogrudan 6ldiiren bilesenlerdir. Bu farkl etki
mekanizmalari, antimikrobiyallerin kullanim amacina gore tercih edilmesini saglar

(Erginetal. n.d.)

1.2.2. Antimikrobiyallerin Bilesiklerinin Kullamim Alanlari

Antimikrobiyal bilesiklerin en yaygin kullanim alani saglik sektoriidiir.
Enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde kullanilan bu maddeler, modern tibbin temel
taglarini olusturur. Hastane ortamlarinda sterilizasyon, dezenfeksiyon ve yara bakimi gibi
sireclerde antimikrobiyal maddeler 6nemli rol oynar. Tibbi cihazlarin ve cerrahi
ekipmanlarin sterilizasyonunda kullanilan antimikrobiyaller, hastane enfeksiyonlarimi
Onlemede kritik bir 6neme sahiptir. Ayni sekilde, el dezenfektanlar1 ve antiseptik
soliisyonlar, bireysel hijyen ve toplumsal saglik agisindan da ©nemli bir etkisi
bulunmaktadir. Antimikrobiyallerin endiistriyel alanda da genis bir kullanim alani
bulunmaktadir. Ornegin, gida endiistrisinde, mikroorganizma kaynakli bozulmay1
onlemek ve gida gilivenligini saglamak i¢in bu ajanlar kullanilir. Su aritma sistemlerinde,
mikroorganizmalarin sudaki ¢ogalmasini engellemek amaciyla gesitli antimikrobiyal
kimyasallar kullanilir. Tarim sektoriinde ise hem bitkilerde olusabilecek hastaliklar
onlemek hem de hayvan sagligini korumak i¢in antimikrobiyallerden faydalanilir.(Akarl

et al. n.d.; Ergin et al. n.d.; Kayis n.d.)



1. GIRIS

Antimikrobiyal bilesikler, tarimsal iiretimde bitki hastaliklarinin kontrol altina
alinmasi, toprak sagliginin korunmasi ve hasat sonrasi meydana gelebilecek kayiplarin en
aza indirgenmesi a¢isindan blylk éneme sahiptir. Tarimsal hastaliklarla miicadelede
yaygin olarak kullanilan sentetik antimikrobiyaller (fungisitler, bakterisitler ve
viriisisitler), bitkileri patojen mikroorganizmalardan koruyarak verimliligi artirsa da uzun
vadede ¢evresel kirlilige, biyolojik dengenin bozulmasina ve direngli patojenlerin ortaya
cikmasina yol agabilmektedir. Bu nedenle, dogal antimikrobiyal bilesiklere olan ilgi gin
gectikce artmaktadir. Ugucu yaglar, bitki Oziitleri ve mikrobiyal antagonistler gibi
biyolojik ajanlar, siirdiiriilebilir tarim uygulamalarinda sentetik bilesiklere alternatif
olarak degerlendirilmektedir (Basu et al. 2021; Li et al. 2024). Dogal antimikrobiyaller,
tarimsal hastalik yonetiminde hem ¢evre dostu hem de etkili ¢éziimler sunmaktadir. Bu
bilesikler, bitki yiizeyinde koruyucu bir bariyer olusturarak patojenlerin bitkiye girisini
engellemekte ve ayni zamanda bitkinin dogal savunma mekanizmalarmi aktive
etmektedir. Ayrica, antimikrobiyaller ve biyofilm inhibitorleri gibi yaklasimlar, hasat
sonrasi olusan donemde meyve ve sebzelerin mikrobiyal kontaminasyonunu 6nleyerek

raf omriini ve gida glivenligini arttirlar.

Dogal antimikrobiyal bilesiklerin tarimsal iiretimde kullanimi hem c¢evresel
etkileri azaltmakta hem de direncli patojenlerin yayilmasini engelleyerek uzun vadede
verimliligi desteklemektedir. Biyofilmler, tarim alaninda faydali mikroorganizmalarin
(PGPB: Bitki Biiyiimeyi Tesvik Eden Bakteriler) g¢evresel stres faktorlerine karsi
adaptasyon gelistirmesini saglayan kritik bir mekanizma olarak kabul edilmektedir (Basu
et al. 2021). Kuraklik, tuzluluk, agir metal kirliligi ve ekstrem sicakliklar gibi olumsuz
kosullarda biyofilm olusturan mikroorganizmalar, bitki koklerine kolonize olarak toprak
yapisini iyilestirmekte, besin elementlerinin dongiisiinii optimize etmekte ve kok
bolgesinde koruyucu bir ¢evre olusturmaktadir. Biyofilmler, bakterilerin bitki koklerine
tutunmasini kolaylastirarak bitkilerin su ve besin alim kapasitesini artirmaktadir. Ayrica,
mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen ikincil metabolitler, bitkilerin stres kosullarina
dayanikliligimi artirarak tarimsal iiretimin siirdiiriilebilirligine katki saglamaktadir. Ek
olarak, biyofilm tabakalari, toprakta bulunan toksik bilesenlerin bitki tarafindan
emilimini azaltarak, agir metal ve patojenik mikroorganizmalarin olumsuz etkilerini
minimize etmektedir. Son yillarda yapilan arastirmalar, biyofilm bazli tarimsal

uygulamalarin, kimyasal girdilere duyulan ihtiyac1 azaltarak ekosistem dengesinin
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korunmasina katki saglayabilecegini gostermektedir.(Zhang et al. 2024) Bu dogrultuda,
biyoteknolojik gelismeler ve mikrobiyal yoOnetim stratejileri, biyofilm olusturan
mikroorganizmalarin tarimsal verimliligi artirmak amaciyla daha etkin sekilde
kullanilabilmesini saglayacak potansiyele sahiptir. Antimikrobiyal bilesiklerin tarimsal
tiretimde etkin kullanimi, hastalik yonetimini gelistirirken ayn1 zamanda siirdiiriilebilirlik
hedeflerine de katki sunmaktadir. Sentetik antimikrobiyallerin olumsuz cevresel etkileri
dikkate alindiginda, dogal alternatiflerin ve biyofilm olusturan mikroorganizmalarin
kullanimi, tarimsal sistemlerin dayanikliligini artirmak adina biiyiik bir potansiyel
tagimaktadir. Gelecekte yapilacak calismalar, bu bilesiklerin ve biyofilm bazh
uygulamalarin tarimda daha yaygin ve etkin bir sekilde kullanilmasina yonelik stratejiler

gelistirmeyi amaglamalidir (Ansari and Ahmad 2023; Li et al. 2024; Zhang et al. 2024)

1.3. Antimikrobiyal Diren¢ Sorunu

Antimikrobiyallerin yaygin ve yanlis kullanimi, mikroorganizmalarin bu ajanlara
kars1 direng gelistirmesine Sebep olur. Antimikrobiyal direnci, mikroorganizmalarin,
kendilerini 6ldiirmeye veya biiylimelerini engellemeye yonelik bu maddelere karsi
koyabilme yetenegi olarak tanimlanir. Direng gelistiren mikroorganizmalar,
antimikrobiyal tedavilere yanit vermez hale gelir ve tedavi siiregleri daha karmasiktir.
Antimikrobiyal direncin en yaygin goriildiigii alanlardan biri antibiyotik kullanimidir.
Gereksiz ve yanlis antibiyotik kullanimi, bakterilerin direng gelistirmesine neden olur ve
bu durum diinya genelinde halk saglig1 agisindan biiyiik bir tehdit olusturmaktadir. Bu
soruna ¢oziim olarak antimikrobiyal bilesik kullaniminin smirlandirilmas: ve yeni
antimikrobiyal bilesiklerin kesfi tesvik edilmelidir. Antimikrobiyal direncin gelisimi,
antimikrobiyal ajanlarin etkili oldugu bakterileri oldurtp, direncli bakterilerin hayatta
kalmasma yol acarak gerceklesir. Bu direng, genetik degisimlerle nesiller boyunca
aktarilir ve daha direngli bakteri popiilasyonlarinin ortaya ¢ikmasma sebep olur.
Antimikrobiyal diren¢ sorununu ¢6zmek amaciyla, akilci antimikrobiyal kullanima,
direng izleme programlar1 ve yeni antimikrobiyal bilesiklerin gelistirilmesi tizerindeki

caligmalar yogun bir sekilde yurutlilmektedir (Ergin et al. n.d.; Kayis n.d.)

Sonug olarak antimikrobiyaller, mikroorganizmalarla micadelede etkili olan

temel ajanlar olarak tip, endiistri ve tarim gibi pek ¢cok alanda 6nemli bir yere sahiptir. Bu
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maddeler, mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyonlar1 kontrol altina almak ve
yayilmalarini engellemek amaciyla kullanilir. Ancak, antimikrobiyal direncin artmasi, bu
ajanlarin  etkinligini tehdit etmekte ve daha dikkatli, bilingli bir kullanim
gerektirmektedir. Antimikrobiyal direncin azaltilmasi, toplum sagligin1 koruma agisindan
biiyiik 6nem tasir ve yeni antimikrobiyal stratejilerinden olan antimikrobiyal peptitlerin

(AMP) 6nemini artirmaktadir.

1.4. Antimikrobiyal Peptitler

Antibiyotikler bilim diinyasinda O6nemli bir doniim noktasi olmustur.
Antimikrobiyal peptitler (AMP) ise antibiyotiklerden daha once kesfedilmis olup
antibiyotiklerin kullanima girmesiyle gélgede kalmis olan molekiillerdir. ilk AMP
Alexander Fleming tarafindan 1922 yilinda kesfedilen lizozimdir. Daha sonra 1939
yilinda, Dubos’un Bacillus susundan elde ettigi antimikrobiyal bir peptidin kesfi ile
baslamistir. Daha sonra 1940’11 yillara gelindiginde bakterilerin iirettigi baska bir AMP
olan ve hem Gram negatiflere hem de Gram pozitif bakterilere etkili olan tirotrisin izole
edilmistir. Ancak, AMP'lerin biyolojik 6nemi 1956'li yilinda tavsan l6kositlerinden izole
edilen defensinler elde edilmis ve dogustan gelen bagisiklik mekanizmalarindaki kritik
yollarin da kesfi baslamustir.(Bahar and Ren 2013; Ozdemir 2023) Bugiine kadar yapilan
caligmalar neticesinden 5.000’den fazla AMP kesfedildi ve her gegen giin sayisinda artis
gostermektedir. Dogal olarak elde dilen AMP’ler hem 6karyotik canlilarda (protozoan,
mantarlar, bitkiler, bocekler ve hayvanlar gibi) hem de prokaryotlarda (bakteriler vs.)
bulunabilirler. Antimikrobiyal peptitler (AMP'ler), canli organizmalarda dogal olarak
bulunan ve bagisiklik sisteminin dnemli bir bileseni olarak gdrev yapan kiigiik protein
molekdlleridir. Genellikle 10 ila 150 amino asit uzunlugunda olup(G. Wang 2014),
bakterilere, mantarlara ve viriislere gibi pek ¢ok organizmaya karsi etkili olurlar. Son
yillarda, antibiyotik direncinin giderek artmasiyla birlikte yeni yontemlerin {lizerinde
durulmus ve AMP'ler, yeni nesil antimikrobiyal ajanlar olarak 6n plana ¢ikmistir (Bahar

and Ren 2013; Luo and Song 2021a)

Bu peptitler, pozitif yiiklii ve hidrofobik 6zelliklere sahip olmalar1 sayesinde
mikroorganizmalarin hiicre zarlariyla dogrudan etkilesime girerek membran biitiinliigiinii

bozar ve hiicre Oliimiine neden olur. Bunun yani sira, bazi AMP'ler hiicre ici
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metabolizmay1r hedef alarak DNA, RNA ve protein sentezini engelleyebilir.
Antimikrobiyal etki mekanizmalar1 agisindan olduk¢a genis bir yelpazeye sahip olan
AMP'ler, ¢esitli yapisal formlarda bulunabilir. Ornegin, bazilar1 a-heliks yapisinda,
bazilar1 ise B-tabaka formunda olabilir. Yapilari, onlarin biyolojik aktivitesini belirleyen

en 6nemli faktorlerden biridir (Westerhoff et al. 1989)

= Py

Antimikrobiyal Peptit
(AMP)

!

.
S oo (UIR
. DO

dizenlemesi lmmﬂnomodﬂla'syon

8N g
220 8%

Mebran Lizizi

Sekil 1.4. AMP’lerin Hedef Gosterimleri

AMP'lerin tibbi kullanimi giderek daha fazla ilgi gormektedir. Antibiyotiklerin
yetersiz kaldig1 direngli patojenlere karsi etkili olmalari, onlart yeni tedavi
yaklasimlarinda umut verici hale getirmektedir. Ozellikle yara iyilesmesini
hizlandirmalari, biyofilm olusumunu engellemeleri ve immiin yaniti modiile edebilmeleri
sayesinde enfeksiyon kontrolinde Onemli bir rol oynayabilirler. Bununla birlikte,
AMP'lerin klinik uygulamalarinda bazi zorluklar da bulunmaktadir. Yiiksek iiretim
maliyetleri, biyolojik ortamlarda hizla pargalanabilmeleri ve bazi durumlarda insan
hiicrelerine toksik etkiler gosterebilmeleri gibi faktorler, genis capta kullanimlarimi

siirlayan etmenler arasindadir (Akiin et al. 2021; ERDOGAN 2020)

Gelecekte yapilacak caligmalar, AMP'lerin daha stabil ve giivenli hale getirilmesi
yonunde ilerlemektedir. Nanoteknoloji ve genetik muhendislik gibi alanlardaki
gelismeler, bu peptitlerin terapdtik potansiyelini artirarak klinik  kullanimlarini

yayginlagtirabilir. Antibiyotik direncinin kiiresel saglik sorunlarindan biri haline geldigi
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gunidmuzde, antimikrobiyal peptitler, yeni nesil enfeksiyon tedavilerinde énemli bir yer
tutacak gibi gorinmektedir.

1.5. Antibiyofilm Peptitler

Bakteriyel biyofilmler, mikroorganizmalarin kendilerini olumsuz ¢evresel
kosullardan koruyarak belirli bir yiizeye tutunduklari, karmagik yapilardir. Bu yapilar,
bakteriler tarafindan sentezlenen hiicre dis1 polimerik maddeler (EPS) ile desteklenen bir
matriks icinde bulunur. Biyofilmler, bakterilere antibiyotikler, dezenfektanlar ve konagin
bagisiklik sistemine karsi diren¢ kazanma avantaji saglar. Saglik, endiistri ve tarim
alanlarinda ciddi sorunlara yol agan biyofilmlerin kontrol altina alinmasi, 6zellikle artan
antibiyotik direnci nedeniyle giderek daha fazla 6nem kazanmaktadir. Son yillarda,
biyofilm olusumunu engelleme veya var olan biyofilmleri bosaltma potansiyeline sahip
antibiyofilm peptitler (ABP'ler) 6nemli bir arastirma konusu haline gelmistir.(Di Somma
et al. 2020) Antibiyofilm peptitler, dogal kaynaklardan elde edilen veya sentetik olarak
tasarlanan kisa amino asit dizilerinden olugsmaktadir. Bu peptitler, biyofilm olusumu
streclerini bozarak veya mevcut biyofilmleri parcalayarak etkili olur (Luo and Song
2021b, 2021c)

Antibiyofilm peptitler, antibiyotik direncinin artig gosterdigi gilinlimiizde,
biyofilm kaynakli sorunlara karsi umut vadeden bir alternatif olarak ortaya ¢ikmaktadir.
Tarimsal {iretimde antibiyofilm peptitlerin kullanimi hem ¢evre dostu hem de
siirdiriilebilir tarim uygulamalarini destekleyebilir. Gelecekte, daha stabil ve etkili
peptitlerin kesfi ve optimizasyonu ile tarimsal hastalik yonetiminde 6nemli ilerlemeler

saglanmasi beklenmektedir (Luo and Song 2021c)

1.6. Biyoinformatik Olarak Antimikrobiyal Peptit Dizayni

Antimikrobiyal peptitler (AMP) ve antimikrobiyal biyoaktif peptitler (ABP),
dogal kaynaklardan elde edilebilen molekiiller olup geleneksel yontemlerle tarama,
izolasyon ve purifikasyon sureglerinden gegirilerek tretilebilmektedir. Ancak bu strecler
hem zaman alict hem de maliyet agisindan dezavantajlidir. Ayrica, dogal kaynaklardan

yeterli miktarda AMP ve ABP (retimi her zaman mimkun olmayabilir (Torres et al.

10
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2019). Bu nedenle, rekombinant iiretim yontemlerinin gelistirilmesi iizerine yogun

caligmalar yapilmaktadir.

Dogal AMP’lerin klinik uygulamalara aktarilmasini zorlastiran ¢esitli sorunlar
bulunmaktadir. Bunlardan en Onemlileri, bazi AMP'lerin hemolitik ve sitotoksik
ozellikler gdstermesi, proteazlara duyarli olmalar1 ve yiiksek tuz konsantrasyonlarinda
biyolojik aktivitelerini kaybetmeleridir (Torres et al. 2018). Bu sorunlar1 gidermek

amaciyla AMP'lerin ¢esitli modifikasyonlarla optimize edilmesi gerekmektedir.

AMP dizayni i¢in farkli yontemler gelistirilmistir. Bunlar arasinda, dogal
AMP’lerin sablon olarak kullanilmasi, dizideki aminoasit pozisyonlarinin degistirilmesi,
AMP motiflerinin hibritizasyonu, rastgele kombinasyonlarla yapilan rasyonel tasarim (de

novo) ve biyoinformatik yaklasimlar yer almaktadir (Mishra and Wang 2012).

Dogal AMP’lerin dizayninda cesitli modifikasyonlar uygulanabilir. Bunlar
arasinda aminoasit dizilimlerinde delesyon, insersiyon veya yer degistirme gibi
degisiklikler bulunmaktadir. Bunun yani sira, AMP'lerin proteazlardan korunmasini
saglamak amaciyla terminal uglara ek modifikasyonlar yapilabilmektedir. Dogal
AMP’lerden tiiretilen yeni dizaynlar olusturulurken, sablon olarak kullanilan molekiiliin
aminoasit bilesimi, net yilikii ve hidrofobisite 6zellikleri dikkate alinmaktadir. Bu
yaklasim sayesinde daha kiigiik peptitler elde edilerek Gretim maliyetleri
diisiiriilebilmektedir. Ornegin, LL-37 Katelisidinin turevlerinden biri olan OP-145’in,
plazma proteazlarina karst stabilitesinin artirildigi rapor edilmistir (Ming and Huang
2017). Benzer sekilde, DRGN-1 peptidinde N-terminaldeki serin aminoasidi prolin ile
degistirilerek proteolitik yikima kars1 daha direngli hale getirilmistir (Chen et al. 2020).
Ayni stratejiyle gelistirilen 1018 tiirevlerinde ise agregasyonun Oniine gecilmeye
calisilmistir (Mansour, De La Fuente-Nufiez, and Hancock 2015). Lizin, prolin, sistein ve
izoldsin gibi aminoasitlerin dizilere eklenmesi, baglanma kapasitesini artirarak
antimikrobiyal aktiviteyi glclendirmektedir. Ek olarak, N-terminal uglarina glisin
eklenmesi, aminopeptidazlara karsi direng saglarken, C-terminal uglarinin aminasyonu
karboksipeptidazlara kars: stabiliteyi artirmaktadir. Bunun yani sira, proteolitik yikimi

engellemek icin laktam ve disiilfit kopriileri olusturulabilmektedir (Torres et al. 2018).

11



1. GIRIS

ABP dizayninda hibrit peptit liretimi 6nemli bir strateji olarak 6ne ¢ikmaktadir.
Sitotoksik etkileri azaltmak ve antibiyofilm aktivitesini artirmak amaciyla farkl
peptitlerin fonksiyonel bolgeleri birlestirilerek hibrit peptitler tasarlanabilmektedir.
Rasyonel tasarim silirecinde ise rastgele aminoasit kombinasyonlar1 kullanilarak yeni
peptitler olusturulmaktadir. Ancak bu yontemde, peptitlerin dogal evrimsel secilim
mekanizmalarindan ge¢cmemesi nedeniyle Ozgiinliikk eksikligi ve potansiyel toksisite

riskleri bulunabilmektedir (Torres et al. 2018, 2019).

Giliniimilizde, bazi arastirma gruplar tarafindan gelistirilmis c¢esitli AMP veri
tabanlar1 bulunmaktadir. Bu veri tabanlar1 sayesinde AMP tasarimi yapilabilmekte ve
biyoinformatik analizlerle optimize edilebilmektedir. Bu veri tabanlarinda basit
istatistiksel modelleme, yapay zekd ve makine Ogrenimi gibi biyoinformatik araglar
kullanilmaktadir. Ancak, bilgisayar tabanl yaklasimlar yalnizca dizayn edilen AMP’lerin
potansiyel 6zelliklerini tahmin etmekte olup, etki mekanizmalar1 hakkinda dogrudan bilgi
saglamamaktadir. Bu nedenle, AMP-membran etkilesimlerini ve por yapisi olusturma
potansiyellerini analiz etmek i¢in molekiiler dinamik simiilasyonlar1 gibi ileri seviye
teknikler de kullanilmaktadir. Ozellikle, kantitatif yapi-aktivite iliskisi (QSAR) modeli,
MRSA gibi direngli bakterilere karsi etkili yeni peptit tiirevlerinin gelistirilmesinde
yaygin olarak uygulanmaktadir (Menousek et al. 2012; Mishra and Wang 2012).

AMP dizayninda kullanilan bir diger biyoinformatik yaklasim ise veri tabani
filtreleme teknolojisidir. Bu yontemde, hedeflenen mikroorganizmaya kars1 etkili olan
AMP’ler veri tabanlarindan segilerek ortak 6zellikleri belirlenir ve bu 6zelliklere uygun
yeni peptitler tasarlanir. Bu yontemle, anti-MRSA etkili DFTamP1 adli peptidin dizayn
edildigi bildirilmistir (Mishra and Wang 2012). AMP tasariminda en 6nemli hususlardan
biri, peptitlerin yalnizca mikroorganizmalara kars1 etkili olup insan hiicrelerine zarar
vermemesidir. Dogal AMP’lerin ¢ogu bagisiklik sistemi elemanlarindan veya
toksinlerden tiretildiginden, dogal olarak sitotoksik Ozellikler gosterebilmektedir.
Ayrica, bazi AMP'ler yalmzca smirli sayida mikroorganizmaya kars1 etkili
olabilmektedir. Bu nedenle, bakterilere 6zgii etki gosterecek sekilde AMP tasarimi
yapilmasi ve Okaryotik hiicrelerle etkilesimi sinirlayan amfipatik yapilar kullanilmasi

gerekmektedir.
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Biyoinformatik tabanli AMP dizayni, geleneksel yontemlere kiyasla daha hizli ve
verimli bir sekilde yeni antimikrobiyal ajanlarin gelistirilmesine olanak tanimaktadir.
Ancak, bu sirecte biyolojik etkinligin ve giivenligin deneysel olarak dogrulanmasi
gerekmektedir. Gelecekte, yapay zekd ve makine Ogrenimi gibi teknolojilerin

ilerlemesiyle birlikte AMP dizayninin daha hassas ve etkili hale gelmesi beklenmektedir.

Cizelge 1.1. Bazi Antimikrobiyal ve Biyolojik Aktif Peptitlerin Listelendigi
Veritabanlar1 ve Tahmin Araglar

Veritabam Adi Web Sitesi Referans

DBAASP (Database of https://dbaasp.org/home (Pirtskhalava et al.
Antimicrobial Activity and 2021)

Structure of Peptides)

CAMP (Collection of | http://www.camp.bicnirrh.res.in/ Waghu ve Thomas
antimicrobial peptides) 2019

DRAMP 2.0 (Data Repository of | http://dramp.cpu-bioinfor.org/ (Kang et al. 2019)
Antimicrobial Peptides)

APD  (Antimicrobial Peptide | https://wangapd3.com/main.php (G. Wang, Li, and
Database) Wang 2016)
dPABBs (design Peptides | http://ab- (Sharma et al. 2016)
Against Bacterial Biofilms) openlab.csir.res.in/abp/antibiofilm/

BaAMPs (Biofilm-active AMPs | http://www.baamps.it/ (Di Luca et al. 2015)
database)

YADAMP (yet another database | http://yadamp.unisa.it/default.aspx (Piotto et al. 2012)
of antimicrobial peptides)

BACTIBASE (A data repository | http://bactibase.nammamilab.org/main.php | (Hammami et al.
of bacteriocins) 2010)

1.7. Veri Tabanh Filtreleme Teknolojileri

1.7.1. Antimikrobiyal Peptit Veritabanlarinin Gelisimi ve Filtreleme Teknolojileri

AMP'lerin kesfi ve karakterizasyonu, kapsamli ve gilincel veritabanlarinin
olusturulmasin1  gerektirmistir. 2003 yilinda Wang laboratuvar1 tarafindan kurulan
Antimikrobiyal Peptit Veritabani (APD), AMP arastirmalar i¢in 6nemli bir kaynak
olmustur. Baglangicta 525 antimikrobiyal peptit iceren APD’de 498 adet bakteriyel, 155’1
mantarlar, 28’1 viriisler ve geri kalan 18’1 de kanser hiicreleri iizerinde etkilidir (Z. Wang
and Wang 2004) (G. Wang 2023a). APD'nin gelisimi, AMP'lerin siniflandirilmasi, arama
fonksiyonlari, post-translasyonel modifikasyonlar, baglanma hedefleri ve etki

mekanizmalar1 gibi bir¢cok 0Ozelligin eklenmesiyle devam etmistir. Bu gelismeler,
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aragtirmacilarin spesifik peptitleri daha etkili bir sekilde bulmalarina ve analiz etmelerine

olanak tanimistir (G. Wang 2023a; Z. Wang and Wang 2004).

Veritabanlarinin  etkinligi, kullanilan filtreleme teknolojileriyle yakindan
iligkilidir. Gelismis filtreleme teknikleri, biiylik veri kiimelerinden istenilen bilgilerin
hizli ve dogru bir sekilde elde edilmesini saglar. Ozellikle, AMP'lerin antibakteriyel
aktivitesi, toksisitesi ve tuz toleransi gibi Ozelliklerine gore belirlenmesini saglarken
peptit tasarimi i¢in de yeni bilgiler sunmustur. Bu tir filtreleme yaklasimlari,
arastirmacilarin belirli kriterlere gore peptitleri segmelerine ve analiz etmelerine yardimci

olur (G. Wang 2023b).

Sonu¢ olarak, antimikrobiyal peptit veritabanlarinin gelisimi ve bu
veritabanlarinda kullanilan gelismis filtreleme teknolojileri, AMP arastirmalarinin
ilerlemesine biiyiik katki saglamistir. Bu teknolojiler, arastirmacilarin daha spesifik ve
etkili peptitler tasarlamalarma olanak taniyarak, yeni antimikrobiyal bilesiklerin

gelistirilmesine zemin hazirlamaktadir (Ripperda et al. 2022; G. Wang et al. 2022).

Gilinlimiizde biyoinformatik veri analizleri, mikrobiyoloji alaninda 6nemli bir yer
tutmaktadir. Mikrobiyal genomlarin incelenmesi, antibiyotik direnci mekanizmalarinin
belirlenmesi ve cevresel mikroorganizmalarin siniflandirilmas: gibi alanlarda biiytik
Onem arz etmektedir. Bu siirecte, veri tabanli filtreleme teknolojisi, biiytlik veri kiimeleri
icindeki anlamli bilgilerin ayrigtirilmasini saglayarak arastirmacilara daha verimli analiz
yapma imkani sunmaktadir. Veri tabanl filtreleme teknolojisi, genis alandaki verinin
belirli kriterlere gore ayrilmasi ve yalnizca istenilen Olgekte analiz edilmesini saglayan

bir yontemdir.

1.8. ToAP2

ToAP2, Tityus Obscurus akrep tiiriinden elde edilen bir antimikrobiyal peptittir
ve antibiyotik direncine kars: alternatif bir ajan olarak dikkat cekmektedir. Ilk olarak
mantarlara karsi etkisiyle tanimlanan ToAP2'nin, ilerleyen yillarda bakterilere, 6zellikle
coklu ilag direncli tiirlere karsi da giiglii bir inhibitor etki gosterdigi ortaya konulmustur.

ToAP2'nin modifikasyonlari, stabiliteyi artirarak ve toksisiteyi azaltarak daha etkili
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tirevler gelistirilmesini saglamistir (Lata et al. 2024; Marques-Neto et al. 2018a; do
Nascimento Dias et al. 2024).

Cesitli in vitro ve in vivo c¢alismalar, ToAP2 ve tiirevlerinin Pseudomonas
aeruginosa, MRSA, Mycobacterium massiliense gibi direncli bakterilere ve Candida
tiirleri gibi mantarlara kars1 etkili oldugunu gostermektedir. Ayrica, biyofilm olusumunu
inhibe ederek enfeksiyonlarla miicadelede 6nemli bir rol oynamaktadir. Son yillarda
yapilan arastirmalar, ToAP2’nin flukonazol ile kombinasyonunun sinerjik etki
gosterdigini ve bakteriyel membranlar1 hedef alarak antibakteriyel etkisini artirdigini

gostermistir (Lata et al. 2024; do Nascimento Dias et al. 2020).

ToAP2'nin klinik kullanima gecebilmesi i¢in toksisite ve stabilite lizerine daha
fazla arastirma gerekmektedir. Ancak mevcut veriler, bu peptidin antibiyotik direncine
kars1 gelistirilebilecek yeni nesil antimikrobiyal ajanlar arasinda umut vadettigini

gostermektedir.

1.9. Tezin amaci

Bu tez ¢aligmasinin amaci, veri tabani filtreleme teknolojisi kullanilarak dizayn
edilen ToAP2 tirevi (LI-15) bilesiginin, patojen mikroorganizmalara karsi
antimikrobiyal etkinligini ve biyolojik etkilerini kapsamli bir sekilde arastirmaktir.
Calismada, Pseudomonas aeruginosa (PAO1) ve metisiline direncli Staphylococcus
aureus (MRSA) turleri Uzerinde mikrodillisyon yontemiyle minimum inhibitdr
konsantrasyon (MIC) degerleri belirlenerek LI-15’in antimikrobiyal potansiyeli
degerlendirilecektir. Ayrica, 6ldiirme kinetigi analizi, taramali elektron mikroskobu
(SEM) gortintiilemesi ve kristal viole testi ile bilesigin etki mekanizmasina dair daha
kapsamli veriler elde edilmesi hedeflenmektedir. LI-15’in sitotoksisite profili, HDFA
(Primary Dermal Fibroblast; Normal, Human, Adult) insan fibroblast hiicre hattinda MTT

ve LDH testleri kullanilarak belirlenecektir.

Bu calisma, yeni antimikrobiyal ajanlarin kesfine bilimsel katki saglamayzi,

patojenlere kars: etkili alternatif biyomolekiillerin gelistirilmesine yonelik veri sunmay1
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ve veri tabani filtreleme teknolojisinin hedefe yonelik molekiil tasarimindaki etkinligini

degerlendirmeyi amaglamaktadir.
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2. KAYNAK OZETLERI

2.1 ToAP2’nin Kesfi ve Tarihsel Gelisimi

AMP’ler, dogal savunma mekanizmalarinin kritik bilesenleri olarak, patojenlere
kars1 etkin biyolojik aktivite gosteren molekiilerdir. Son yillarda, artan antibiyotik direnci
nedeniyle AMP’ler, alternatif antimikrobiyal ajanlar olarak yogun sekilde
aragtirtlmaktadir. Bu baglamda, ToAP2 peptidi 6nemli bir biyoaktif molekiil olarak 6ne
cikmaktadir. TOAP2, Tityus Obscurus akrep tirinden elde edilen bir antimikrobiyal
peptittir. 11k olarak 2010’1u yillarda tanimlanan bu peptit, baslangigta Candida albicans
ve Cryptococcus neoformans gibi mantarlara karsi etkinligi ile dikkat ¢ekmistir. 2016
yilinda yapilan ¢aligmalar, ToOAP2 nin bakterilere kars1 da gii¢lii bir inhibitor etkiye sahip
oldugunu ortaya koymustur (Marques-Neto et al. 2018Db).

2018 yilinda, ToAP2’nin Mycobacterium massiliense gibi coklu ila¢ direngli
bakterilere karsi etkili oldugu in vitro ve in vivo deneylerle gosterilmistir. Bu ¢alismada
ToAP2’nin etkinligini aragtirmak icin farelere verilen bakteri suglarina belirli araliklarla
ToAP2 peptidi verilerek tedavi edilmistir (Marques-Neto et al. 2018b; do Nascimento
Dias et al. 2020).

2020’de, Candida tiirlerine kars1 etkinligi daha detayli analiz edilmis ve biofilm
olusumunu inhibe ettigi bulunmustur. 2021 yilina gelindiginde ise, ToAP2’den tiiretilen
ToAP2D peptidinin mantar tlrl Sporothrix globosa 'ya kars1 etkili oldugu gosterilmistir.
Bu tiirev, gelistirilmis stabilite ve daha diisiik toksisiteye sahip olup, fare modellerinde
sporotrikoz enfeksiyonunu inhibe etmede neredeyse itrakonazol kadar etkili bulunmustur

(Yan et al. 2021).
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Antimikrobiyal direncli patojenlerle miicadelede yeni biyoterap6tik ajanlarin

Sekil 2.2. Grafiksel Ozet (Marques-Neto et al. 2018a)

gelistirilmesi  biiyllk Onem tasimaktadir. Lata ve arkadaslarn (2024) tarafindan
gerceklestirilen calismada, ToAP2 tiirevi kisa antimikrobiyal peptitlerin tasarimi ve
ESKAPE patojenlerine karsi etkinligi incelenmistir. 15 amino asitlik peptit sentezlenmis
ve mikrodillisyon, sitotoksisite, Oldliirme kinetigi, SEM analizi gibi yontemlerle
antimikrobiyal aktiviteleri test edilmistir. FKL15 ve SKL15 peptitleri, ozellikle
Pseudomonas aeruginosa tzerinde gicli antibakteriyel etki gosterirken, sitotoksik etki
olusturmadan bakteriyel membranlar1 parcalamistir. Sonuglar, kisa kriptik antimikrobiyal

peptitlerin ilag gelistirme siirecinde umut vadettigini gostermektedir (Lata et al. 2024).
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Bir diger caligmada Dias ve arkadaslart (2024), ToAP2 ve flukonazol
kombinasyonunun Candida albicans biyofilmlerine karsi sinerjik etkisini arastirmustir.
Calismada, ToAP2’nin tek basina ve flukonazol ile birlikte uygulandiginda C. albicans
biyofilmlerinin olusumunu ve canliligin1 6nemli 6l¢iide azalttigi bulunmustur. Scanning
electron microscopy (SEM) ve atomic force microscopy (AFM) analizleri, kombinasyon
tedavisinin biyofilm yapisinda ciddi bozulmalara neden oldugunu ortaya koymustur. Bu
bulgular, ToAP2’nin flukonazol ile birlikte biyofilm enfeksiyonlarina kars1 potansiyel bir
tedavi ajani olarak degerlendirilebilecegini gostermektedir (do Nascimento Dias et al.
2024).

Bu c¢alismalar, ToAP2 tiirevlerinin bakteriyel ve fungal patojenlere karsi
etkinligini ortaya koyarak, yeni nesil antimikrobiyal ajanlarin gelistirilmesi i¢in degerli

veriler sunmaktadir.

2.2. Mikrobiyal Etkinlik ve Etki Mekanizmasi

ToAP2, bakteri, mantar ve mikobakterilere kars1 giiclii bir antimikrobiyal aktivite
gOstermektedir. Etki mekanizmalarina bakildiginda c¢esitli yollarla etki ettigi
belirlenmistir. Bunlardan biri membran gecirgenligini artirarak patojen hiicre duvarinda
bozulmalara neden olurken bir digeri bagisiklik hiicrelerini enfeksiyon bolgesine geker,
boylece dogal immiin yanit1 destekler. Ve son olarak da biofilm olusumunu inhibe eder,
bu da Ozellikle mantar enfeksiyonlarinda biiyiik avantaj saglar. Bu etki
mekanizmalarindan 6tiiri ToAP2 peptidin antimikrobiyal ve antibiyofilm alaninda

calisma perspektifine daha ¢cok odaklanilmistir (Marques-Neto et al. 2018b).

ToAP2, antibiyotik direnci gelistiren bakterilere karsi yeni bir tedavi yontemi
olarak degerlendirilmis ve bu durumda modifikasyon ¢aligmalar1 yapilmistir. Yapilan
calismalarda Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) ve Pseudomonas
aeruginosa (PAQO1) gibi direngli bakterilere kars1 etkili oldugu gosterilmistir. Bunun yani
sira, son aragtirmalar ile ToAP2’nin antifungal ve antiviral potansiyelini de ortaya
konulmustur. Candida tiirlerine karst antifungal aktivite gosterdigi belirlenmistir
(Marques-Neto et al. 2018b; do Nascimento Dias et al. 2020).
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ToAP2, ozellikle antibiyotiklere direngli mikroorganizmalara karsi alternatif bir
tedavi yoOntemi olarak degerlendirilmektedir. Bunlardan biri Mycobacterium
massiliense’ye kars1 gostermis oldugu antibiyotiklerle benzer gosterdigi etkidir. Bunu
yan1 sira Candida albicans ve Sporothrix globosa gibi mantarlara kars1 antifungal etki

gostermektedir.

ToAP2’nin daha ¢ok gelistirmek ve antimikrobyal olarak kullanilabilmesi igin
stabilite ve toksisite ¢alismalar1 devam etmektedir. Yeni tlirevlerinin gelistirilmesi ve
tizerinde yapilacak olan caligsmalar ile klinik uygulamaya gegis siirecini hizlandirabilir.
2021’de yapilan modifikasyon calismalari, ToAP2’nin daha stabil, disiik toksisiteli ve

daha etkili yeni versiyonlarini ortaya ¢ikarmistir.

Sonug olarak, ToAP2, 2010’lu yillardan bu yana antibakteriyel ve antifungal
ozellikleri tizerinde genis ¢apli arastirmalar yapilan umut vadeden bir antimikrobiyal
peptittir. Klinik uygulamalara gegebilmesi icin daha fazla mikrobiyal ve toksisite
caligmalarina ihtiya¢ duyulsa bile, antibiyotik direncine kars1 6nemli bir alternatif olma

potansiyeline sahiptir.
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3.1. Materyal

3.1.1. Cihazlar

Tez calismasinda kullanilan cihazlar Erzurum Teknik Universitesi, Yiiksek

Teknoloji Arastirma Merkezi Laboratuvarlarinda (YUTAM) bulunmaktadir. Cihazlarin

listesi Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Cihazlarin Ad1 ve Modelleri

Cihaz Ad1 Model
+4 Sogutucu VESTEL
-20 Sogutucu PROFILO

Calkalamal1 Inkiibator

Niikleon Incubator

Elektroforez Sistemi

Bio-Rad PowePac Basic

Hassas Terazi

Weightlab Instrument WSA-224

Homojenizator

Qiagen TissueLyser LT

Isik Mikroskobu

ZEISS, Primo Star

Jel Gorintileme Sistemi

Bio-Rad ChemiDoc MP

Mikrobiyolojik Steril Kabin

Bio Safety Cabinet Clasl|

Mini Santrif(rj

Weightlab Instrument WN-CM15

Ultra Saf Su Cihazi Millipore, Q-3W
Otoklav Hiramaya Hv 50-L
PCR Cihazi Labcycler Sens Quest
Realtime PCR Rotor-Gene Q

Statik Inkiibasyon Memmert
Spektrofotometre BioTek Epoch

Taramali elektron Mikroskobu

FEI Quanta 250

Vorteks

XH-C Vorteks
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3.1.2. Sarf Malzemeler

Tez hazirlama siirecinde kullanilan kimyasal maddeler Sigma Aldrich (USA) ve

Merck A.S. (USA) firmalarindan temin edilmistir. Besiyerleri ise Oxoid A.S. (UK)

firmasindan temin edilmistir.

3.1.3. Bakteri suslari

Cizelge 3.2. Tezde Kullanilacak Patojen Suslar ve Kodlari

Bakteri ve Maya Suslar:

Kodlan

Staphylococcus aureus

ATCC 25923, ATCC 43300, ATCC 6538

Enterococcus faecalis

ATCC 29212

Pseudomonas aeruginosa

PAO1, ATCC 10145, ATCC 27853

Escherichia coli

ATCC 25922, Coklu antibiyotik direncliligine
sahip 1 klinik izolat (EC1)

Acinetobacter baumannii

ATCC BAA-1605

Klebsiella pneumoniae Coklu antibiyotik direngliligine sahip 2 klinik
izolatlar (KP1, KP2)

C. albicans ATCC 90028

C. dubliniensis CBS 7987

C. glabrata ATCC 2001

C. parapsilosis ATCC 220199

C. tropicalis KUEN 1025

3.1.4. Kullanilan Besiyerleri ve Hazirlamslari

3.1.4.1. Mueller-Hinton Agar (MHA)

MHA besiyeri, antimikrobiyal testlerde yaygin olarak kullanilan bir besiyeri
tiirtidiir. 36 g besiyeri, 1 L saf su icinde ¢oziilerek hazirlanmistir. Otoklavda 121 °C’de

15 dakika sterilizasyon islemi uygulanmaistir. Sterilizasyonun ardindan, besiyeri 50 °C'ye
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kadar sogutulmus ve 90 mm c¢apindaki petri kaplarina dokiilerek kullanima hazir hale

getirilmistir.

3.1.4.2. Mueller-Hinton Broth (MHB)

MHA besiyerinin agar icermeyen formu olan MHB, Minimum Inhibitér
Konsantrasyonu (MIK) belirleme gibi siv1 besiyeri kullanilmas1 uygun olan testlerde
kullanilmak iizere hazirlanmistir. Ticari formiilasyondan 26,5 g MHB tartilarak 1 L distile

su igerisinde ¢oziilmiis ve 121 °C’de 15 dakika otoklavda sterilize edilmistir.

3.1.5. %0,1’lik Kristal Viyole Boyasi

Kristal viole (CV) boyasindan 0,05 g tartilarak 35 mL %99’1uk etil alkol igerisinde
¢cozilmustiir. Cozeltiye 15 mL saf su eklenmis ve 24 saat karanlikta inkiibasyonun

ardindan 0,22 pum’lik filtre ile siiziilerek kullanima hazir hale getirilmistir.

3.1.6. %30’luk Asetik Asit

35 ml saf suyun iizerine %99,9’luk asetik asitten 15 ml yavasga ilave edilerek

hazirlanmstir.

3.1.7. Agaroz Jel Hazirlama

Izole edilen RNA’larin gorsellestirilmesi amaciyla %1,5°lik agaroz jel
hazirlanmistir. Bunun i¢in 1,5 g agaroz, 100 mL TBE tamponu igerisinde ¢oziilmiis ve jel

icerisine 2 pLL etidyum bromiir eklenmistir.
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3.1.8. Primerler

Cizelge 3.3. Kullanilacak Primerlerin Isimleri, Dizileri ve Referanslari

Genler Primer Dizileri Referanslar
gyrB F: 5 ATCTGGTCGTGACTCTAGAA3 (Bezar et al.
R: 5 TGTACCAAATGCTGTGATCA3’ 2019)
hla F: 5GTACAGTTGCAACTACCTGA3 (Bezar et al.
R: 5CCGCCAATTTTTCCTGTATC3’ 2019)
S. aureus agrA F: 5ACGAGTCACAGTGAACTTAC3’ (Bezar et al.
R: 5GACAACAATTGTAAGCGTGT3’ 2019)
blaz F: 5TGCTTTAAATACTAAAAGTGGTAAGGY (Alexander et al.
R:5AGCAACTATATCATCTTTGTTAATATG3’ 2020)
pbp2a F: 5ACTTAAAACAAGCAATAGAATCATCAGS (Alexander et al.
R: 5AATTTGAGCATTATAAAATGGATAATCACS 2020)
rpoD F: 5CATCCGCATGATCAACGACAZ Beaudoin et al.
R: 5GATCGATATAGCCGCTGAGG3’ 2012
lasB F: 5GGAATGAACGAAGCGTTCTCCGACY (Faraji et al.
R: 5’TTGGCGTCGACGAACACCTCG3’ 2016)
P. aeruginosa pilA F: 5 CAGAGGCGACTGGTGAAATC3 (Panayidou et
R: 5 AGGGTAGAGTCAGCCGGAATY al. 2020)
algD F: GCGACCTGGACCTGGGCT3’ Beatrice vd,
R: 5TCCTCGATCAGCGGGATC3’ 2004
oprl F: 5 AACAGCGGTGCCGTTGACY Beatrice vd,
R: 5 GTCGGAGCTGTCGTACTCGAA3’ 2004
gapdh F: 5CGGTCCATCCCACAAGGAY (Nailis et al.
C. albicans R: 5AGTGGAAGATGGGATAATGTTACCAS’ 2006)
hwp1 F: 5CGGAATCTAGTGCTGTCGTCTCT3’ (Samaranayake
R: 5CGACACTTGAGTAATTGGCAGATG3Y etal. 2013)
sap4 F: 5CGCTGGTGTCCTCTTAGATTCTG3’ (Samaranayake
R: 5AGGCATAGATAATGCTACGAGCAA3Z etal. 2013)
plbl F: 5GGTGGAGAAGATGGCCAAAAZ’ (Samaranayake
R: 5AGCACTTACGTTACGATGCAACA3Z etal. 2013)
ecel F: 5GTCGTCAGATTGCCAGAAATTG3’ (Samaranayake
R: 5CTTGGCATTTTCGATGGATTGT3 etal. 2013)

3.2. YOntem

3.2.1. Peptit sentezi ve karakterizasyonu

3.2.1.1. Peptit Sentezi

Biyoinformatik analizler dogrultusunda tasarlanan LI-15 peptidi, mikrodalga
destekli kati faz peptit sentezi yOntemi ile sentezlenmistir. Sentezlenen peptit,
liyofilizasyon islemi uygulanarak saflastirilmis ve ardindan ters faz yiiksek performanslh
stvi kromatografisi (RP-HPLC, C-18 kolonu) ile saflik derecesi >%90 olacak sekilde elde
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edilmistir. Peptidin karakterizasyonu ve sekonder yapisinin belirlenmesi amaciyla FTIR
ve CD spektroskopisi teknikleri kullanilmistir. (Peptitin sentezi hizmet alimi ile
gerceklestirilmistir. Hizmet aliminim Nanore Biyoteknoloji As. (Istanbul) firmasindan
yapilmistir. Ayrica, sentez sonrast kontroller kiitle spektroskopisi ve HPLC ile yapilip,

bu analizlerin datalar1 sentez firmasi tarafindan saglanmistir)

3.2.1.2. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR) Analizi

FTIR-ATR analizleri, Bruker VERTEX 70 V cihaz1 kullanilarak
gergeklestirilmistir. Olgiimler, 5 pg/mL konsantrasyonunda fosfat tamponu igerisinde

¢oziilmiis LI-15 peptidi kullanilarak, 500-4000 cm™ dalga boyu araliginda alinmustir.

3.2.1.3. Circular Dichroism (CD) Spektrometresi

CD spektroskopisi, peptitlerin sekonder yapilarini ve katlanma o6zelliklerini
belirlemek amaciyla kullanilan bir tekniktir (Greenfield, 2007). Analizler, hizmet alim1
yoluyla Gebze Teknik Universitesinde gergeklestirilmistir. 5 pg/mL konsantrasyonunda,
fosfat tamponu igerisinde ¢oziilmiis LI-15 peptidi kullanilarak, 50 nm/dakika tarama
hiziyla, 190-260 nm dalga boyu araliginda ve 25°C sicaklikta dlgtimler alinmistir. Elde
edilen spektrumlar incelenerek peptidin sekonder yapisi belirlenmistir. Bestsel

algoritmasi kullanilarak analiz edildi.

3.2.2. Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MIK) Testi

MIK degerinin belirlenmesi amaciyla European Committee for Antimicrobial

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

MIK, mikroorganizmanin gelisimini inhibe eden en diisiik madde konsantrasyonu olarak
tanimlanmaktadir. Bu degeri belirlemek i¢in s1vi mikrodiliisyon yontemi kullanilmistir.

Calismada, 96’lik plaklar kullanilarak sivi mikrodiliisyon testi gergeklestirilmistir.
Oncelikle, test edilecek bakteriler P. aeruginosa ve S.aureus 0,5 McFarland standardina
(yaklasik 1,5 x 108 CFU/ml) ayarlanmistir. Ardindan, her kuyucuga 100 pl bakteri
stispansiyonu eklenmistir. Test bilesigi (ToAP2 tiirevi LI-15) seri dillisyon yontemi ile 0;
0,125; 0,25; 0,5; 1; 2; 4; 8; 16; 32; 64; 128; 256; 512 pg/ml konsantrasyonlarinda
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hazirlanarak kuyucuklara ilave edilmistir. Son hacim 200 pl olacak sekilde

tamamlanmustir. 96’11k plaklar 37 °C’de, 24 saat inkiibasyona birakilmistir.

Deneyin kontrol gruplar su sekilde olusturulmustur:
e Negatif kontrol: Yalnizca besiyeri igeren kuyucuk (mikroorganizma ve test
bilesigi icermeyen).

o Pozitif kontrol: Mikroorganizma igeren, ancak test bilesigi eklenmemis kuyucuk.

3.2.3. Kristal Viyole (CV) Testi (MBIK Tayini)

Biyofilm olusumunu inhibe eden en diisiik test bilesigi konsantrasyonunu
belirlemek amaciyla Kristal Viyole (CV) testi uygulanmistir. MBIC degeri belirlenirken

(Schillaci ve ark. 2014) tarafindan bildirilen yontem temel alinmistir.

Calismada, 96°lik plaklar kullanilarak sivi mikrodiliisyon testi gergeklestirilmistir.
Oncelikle, test edilecek bakteriler 0,5 McFarland standardina ayarlanmustir. Ardindan,
her kuyucuga 100 pl bakteri siispansiyonu eklenmistir. Test bilesigi (ToAP2 tiirevi LI-
15) seri dilisyon yontemi ile 0; 0,125; 0,25; 0,5; 1; 2; 4; 8; 16; 32; 64; 128; 256; 512
pg/ml konsantrasyonlarinda hazirlanarak kuyucuklara ilave edilmistir. Son hacim 200 pl

olacak sekilde tamamlanmistir.

96’lik plaklar, statik kosullarda, 37 °C’de, 48 saat boyunca inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda kuyulardaki siipernatan siv1 dikkatlice uzaklastirilmis ve her
kuyucuk 3 kez fosfat Tamponlu Salin (PBS) ile yikanmistir. Daha sonra, her kuyucuga
200 pl, %0,1’lik Kristal Viyole (CV) boyasi eklenerek karanlik ortamda 20 dakika

inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon sonunda, kuyular tekrar yikanarak biyofilm tabakasii fikse etmek
amaciyla %30’luk asetik asit eklenmistir. Biyofilm varlig1 ve yogunlugu 590 nm dalga
boyunda absorbans Ol¢limii yapilarak degerlendirilmistir. Biyofilm olusumunun

gozlenmedigi en diisiik test bilesigi konsantrasyonu MBIC degeri olarak belirlenmistir.
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3.2.4. Biyofilm Eradikasyon Testi (MBEK)

Bu deney, test edilen polipeptitin biyofilm eradikasyon kapasitesini belirlemek
amaciyla gergeklestirilmistir. Calismada, 96’11k plaklar kullanilarak biyofilm olusturan
bakteri hiicrelerinin test bilesigine maruz birakilmasi ve biyofilm miktarindaki degisimin

Olciilmesi hedeflenmistir.

Deneyin basinda, her kuyucuga 100 pl MHB besiyeri eklenmis ve deney
gruplaria 100 pl bakteri siispansiyonu (0,5 McFarland standardinda) ilave edilmistir.
Biyofilm olusumunu saglamak amaciyla plaklar 37°C’de 24 saat boyunca inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra, kuyularin icerigi uzaklastirilmis ve
hiicreler PBS ile yikanarak bakteriler temizlenmistir. Ardindan, her kuyucuga artan
konsantrasyonlardaki (0-256 pg/mL) test bilesigi eklenerek plaklar yeniden 37°C’de 24

saat inkiibasyona birakilmstir.

Inkiibasyon siiresi sonunda, kuyular tekrar PBS ile yikanarak artik hiicreler
uzaklastirilmistir. Biyofilm tabakas1 degerlendirmek amaciyla kuyulara %0,1°1ik kristal
viyole (CV) ¢ozeltisi eklenmis ve karanlik ortamda 20 dakika inkiibe edilmistir. Daha
sonra fazla boya uzaklastirilmis ve biyofilme bagl boya, %30’luk asetik asitten 200 pl
eklenerek ¢oziindiiriilmistiir. Son olarak, 590 nm’de absorbans o&l¢iimii yapilarak

biyofilm miktar1 degerlendirilmistir.

3.2.5. Taramah Elektron Mikroskobisi (SEM) Analizi

Antimikrobiyal ve antibiyofilm 0&zellik gosteren ToAP2 turevi LI-15
polipeptidinin Staphylococcus aureus ve Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus
(MRSA) hiicrelerinde olusturdugu morfolojik degisiklikleri incelemek amaciyla
Taramali Elektron Mikroskobisi (SEM) analizi gergeklestirilmistir. (Kong ve ark. 2018)

tarafindan bildirilen yontem esas alinmistir.

Deney kapsaminda, test edilen mikroorganizmalar 6’lik plaklarin igerisine

yerlestirilen steril lameller iizerinde ti¢ farkli grupta kiiltiire edilmistir. Kontrol grubu
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(peptit uygulanmayan hicreler), ¥4 MIK konsantrasyonunda test bilesigi uygulanmig
hicreler ve MIK konsantrasyonunda test bilesigi uygulanmis hiicreler olarak

belirlenmistir.

6’lik plaklar 37 °C’de, 48 saat boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi
sonunda, lamel ylizeyine tutunmayan hiicrelerin uzaklagtirilmasi amaciyla PBS ile
yikama islemi yapilmistir. Ardindan, yiizeye tutunmus hiicrelerin fikse edilmesi igin
%35’lik glutaraldehit ¢ozeltisi ile 15 dakika fikse islemi uygulanmistir. Sabitleme islemi
sonrasinda, 6rnekler artan konsantrasyonlarda etanol serileriyle (sirasiyla %20, %50, %80
ve %100 etanol) 10’ar dakika siireyle inkiibe edilerek dehidratasyon islemi
gerceklestirilmistir. Ornekler Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) cihazinda,
Secondary Electron (SE) modiiliinde, 10 paskal basing altinda ve 10.000 kat biyltme

seviyesinde goriintiilenmistir.

3.2.6. Floresan Mikroskobu Analizi

LI-15 peptitinin bakteri membrani iizerindeki etkilerini degerlendirmek amaciyla
floresan mikroskobu analizi yapilmistir. Bu test kapsaminda, Pseudomonas aeruginosa
ve Staphylococcus aureus suslari kullanilmistir. Bakteri kiiltiirleri bir gece onceden
besiyerine ekilerek inkiibe edilmis, ertesi giin 0,5 McFarland standartlarina ayarlanmistir.
Her bir bakteri stispansiyonuna LI-15 peptiti 2MIC konsantrasyonunda uygulanmustir.

Muamele sonrasi siispansiyonlar 37 °C’de 2 saat inkiibe edilmistir.

Ilgili floresan mikroskobunun (Erzurum Teknik Universitesi, YUTAM) arizali
olmasi nedeniyle analizler Atatiirk Universitesi Dogu Anadolu Yiiksek Teknoloji

Uygulama ve Arastirma Merkezi (DAYTAM)'da bulunan Zeiss Axio Scope Al
mikroskobuyla gerceklestirilmistir.

Canl1 ve 6lii hiicrelerin ayrimimi saglayabilmek i¢in SYTO9 ve Propidium Iyodiir
(PI) boyalar1 kullanilmigtir. Peptit muamelesi yapilan bakteri siispansiyonlari, boya

karisimi ile pipet yardimiyla nazikge karistirnllmis ve 15 dakika igerisinde floresan
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goruntilemeye alinmistir. Goriintiileme sirasinda SYTO9 igin 480/500 nm, PI igin ise

490/635 nm uyarma/emisyon filtreleri kullanilmistir.

3.2.7. Hareketlilik Testleri

3.2.7.1. Kaynasma Hareketinin incelenmesi (Swarming Motility)

Bakterilerin hareketlilik yeteneklerini degerlendirmek amaciyla swarming
hareketlilik testi uygulanmistir. Bu testte, bakterilerin yiizey {izerinde yayilma yetenekleri

incelenmistir.

Bu test kapsaminda, %0.5 agar iceren MHA besiyerleri hazirlanmus, steril petri
kaplarina dokiilerek katilagsmaya birakilmistir. Test edilecek bakteri suslari, sivi
besiyerinde cogaltilarak 0.5 McFarland standardina gore ayarlanmistir. Hazirlanan
besiyerlerinin merkezine MIK degerleri esas alinarak peptid (LI-15) steril mikropipet ucu
ile damlatilarak drigalski ile yayma islemi gergeklestirilmistir. Daha sonra peptit
emdirilen merkeze 5 pl bakteri silispansiyonu damlatilarak asilama islemi
gerceklestirilmistir. Petri kaplari, 37°C’de 18-24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
stiresi sonunda, bakterilerin petri kab1 ylizeyinde olusturdugu yayilma desenleri

degerlendirilmistir.

3.2.7.2. Segirme Hareketinin Incelenmesi (Twiching Motility)

Twitching hareketlilik testi, bakterilerin kati1 yiizeylerde pilus araciligiyla
gerceklestirdigi  hareketliligi degerlendirmek amaciyla uygulanmistir. Bu  test
kapsaminda, steril edilmis lamlar alinarak ve 15 dakika UV de bekletildi. Steril edilen
lamlarin {izerine 700 pl besiyeri konuldu ve lamel ile yayildi. Kuruyana kadar yaklasik
10 dakika bekletildi ve ardindan belirlenen MIK degerlerinde peptit (LI-15) lamin orta
kismina ekledi ve kurumaya birakildi. Test edilecek bakteri suslari, 0.5 McFarland
standardina (yaklasik 1.5 x 10® CFU/mL) ayarlanmistir ve lamlarin tizerine 1 pl
eklenmistir. Lamlar, {izeri lamel ile kapatilmis ve 3 saat boyunca inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda, mikroskop ile faz kontrast gériintiisii alinmistir.
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3.2.8. Hemolitik Aktivitenin Degerlendirilmesi

LI-15 peptitinin insan eritrosit hiicrelerine karsi hemolitik etkisini degerlendirmek
amaciyla hemolitik aktivite testi uygulanmistir. Bu test, Wu ve arkadaslarinin 2014
yilinda gelistirdigi yonteme dayanarak modifiye edilmistir. Arastirma amaclh kullanilan,
etik rapor gerektirmeyen ticari kan 6rneginden 5 ml alinarak esit hacimde PBS ile
karistirilmis ve 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek yikanmustir. Ust faz tamamen

berrak hale gelene kadar bu islem tekrarlanmistir.

Elde edilen eritrosit siispansiyonu, 1:20 oraninda PBS ile seyreltilmis ve 8 - 128
ug/ml konsantrasyon araliginda peptit (L1-15) eklenerek 37 °C’de 2 saat inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon siiresi sonunda, numuneler 13.500 rpm’de 10 dakika santrifiij
edilmis, iist faz 96 kuyulu plaklara aktarilmis ve 405 nm dalga boyunda absorbans 6l¢imi
yapilmistir. Pozitif kontrol olarak %100 hemoliz olusturan Tween-20, negatif kontrol

olarak ise %0 hemoliz saglayan PBS kullanilmistir (Wu et al., 2014).

3.2.9. Piyosiyonin Deneyi

Sivi bakteri kiiltiirinden 1 mL alinarak eppendorf tlpine transfer edilmistir.
Uzerine 500 pL kloroform eklenmis ve 2 dakika boyunca vortexlenmistir. Ardindan,
numune 13.500 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek iki fazin olusumu gézlemlenmistir.
Alt faz dikkatlice yeni bir tiipe aktarilmis ve lizerine 200 uL 0,2 M HCI eklenmistir.
Karistm 2 dakika vortexlenmis, HCI ilavesiyle birlikte pembe renk olustugu
gozlemlenmistir. Daha sonra numune 2 dakika santrifiij edilmis ve elde edilen pembe
renkli fazdan 150 pL alinarak 96 well plate icerisine aktarilmistir. Spektrofotometrik
analiz, 520 nm dalga boyunda gergeklestirilerek absorbans degerleri kaydedilmistir.
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Pembe Renk

Yeni tiipe Alimir Olusumu
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+ HCI —
Alt Faz
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Sekil 3.1. Piyosiyonun Deney Sablonu

3.2.10. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu igin dncelikle PAO1 ve MRSA suslari uygun besiyerlerinde
37°C’de 24 saat inkiibe edilerek kiiltiir elde edilmistir. Ertesi giin, kiiltiirlerin yogunlugu
0,5 McFarland standardina ayarlanmis ve peptit (LI-15) eklenerek 24 saatlik inkiibasyona

devam edilmistir.

Inkiibasyonun ardindan, hiicreler 6000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek
coktiirilmiis, siipernatant uzaklastirilmis ve spin atilarak yalnizca pelet elde edilmistir.
Peletler, 500 ul TRIzol reaktifi ile 30 rpm’de 10 dakika homojenize edilmistir. Daha
sonra, 12.000 g’de 10 dakika santrifiij edilmis ve silipernatant dikkatlice alinmustir.
Stipernatanta 100 pl kloroform eklenerek 3 dakika karistirilmis, ardindan 10.000 g’de 15
dakika 4°C’de santrifiij edilmistir. Ust faz dikkatlice yeni bir tiipe transfer edilerek 250
ul izopropanol eklenmis ve RNA c¢oktiiriilmiistiir. RNA, 10 dakika bekletilerek,

siipernatant uzaklastirilmis ve pelet %75 etanol ile yikanmistir.24

Etanol uzaklastirildiktan sonra, RNA peleti uygun hacimde niikleaz icermeyen su
ile ¢ozllerek -80°C’de saklanmistir. Elde edilen RNA'nin saflik ve konsantrasyonu
spektrofotometrik dl¢iimlerle degerlendirilmis, kalite kontrolii ise agaroz jel elektroforezi

ile dogrulanmustir.
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3.2.11. cDNA Sentezi

cDNA sentezi icin Oncelikle izole edilen toplam RNA'min konsantrasyonu
Nanodrop spektrofotometre ile belirlenmistir. Calismada her 6rnekte RNA miktar1 1000
ng olacak sekilde ayarlanmistir. cDNA sentezi i¢in her bir RNA 6rnegine 3,2 pl niikleaz
icermeyen su, 2 pl 10x RT Buffer, 0,8 pl 25% dNTP mix, 2 pl 10x RT random primer, 1
pl RNaz inhibitord ve 1 pl Reverse Transkriptaz eklenerek toplam hacim 10 pl olacak

sekilde hazirlanmustir.

Elde edilen RNA-primer karigimma 10 ul esitlenmis RNA eklenerek toplam
reaksiyon hacmi 20 pl'ye tamamlanmigtir. Reaksiyon kosullari, 25°C’de 10 dakika,
37°C’de 120 dakika ve 85°C’de 15 dakika olacak sekilde gergeklestirilmistir.

Sentezlenen ¢cDNA ornekleri kisa siireli saklama i¢in -20°C’de, uzun siireli
saklama i¢in -80°C’de muhafaza edilmistir. Hazirlanan cDNA, gen ekspresyon analizleri

icin gercek zamanli PCR (qPCR) deneylerinde kullanilmustir.

3.2.12. RealTime PCR Analizi

RT-PCR analizi, hedef genlerin ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi amaciyla
gerceklestirilmistir. Calismada, EvaGreen boyasi bazli tespit yontemi kullanilmigtir. PCR
reaksiyonlar1 toplam 10 pl hacminde olacak sekilde hazirlanmistir. Reaksiyon karigima;
2 ul 5% EvaGreen Master Mix, 0,2 ul Forward primer, 0,2 ul Reverse primer, 2 ul cONA
ve 5,6 pl dH20 igerecek sekilde olusturulmustur.

Reaksiyon sartlar1 olarak, baslangi¢c denatiirasyonu igin 95°C’de 12 dakika,
ardindan denatiirasyon i¢in 95°C’de 15 saniye, baglanma ic¢in 60°C’de 60 saniye ve
uzama i¢in 72°C’de 20 saniye olacak sekilde 40 dongl boyunca tekrarlanarak

yuriitiilmistiir.

Elde edilen Ct (Cycle threshold) degerleri, referans gen kullanilarak housekeeping

genler (S. aureus icin gyrA; P. aeruginosa i¢in rpoD) 2ACt yontemi ile analiz edilmis ve
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gen ekspresyon seviyeleri belirlenmistir. Tiim analizler iic bagimsiz tekrar halinde

yapilmistir.

3.2.13. MTT Testi

Insan fibroblast HDFA (Primary Dermal Fibroblast; Normal, Human, Adult)
hiicre hattina LI-15’in toksik etkileri incelendi. Hiicreler, 96 kuyulu plaklara ekildi ve
%70-80 oraninda tutunma saglandiktan sonra artan konsantrasyonlarda (0-256 pg/mL)
LI-15 peptidi uygulandi. Plaklar, 37 °C’de %5 CO: igeren inkiibatore yerlestirildi. 48
saat sonra her bir kuyuya 0,01 ml MTT soliisyonu eklendi ve plaklar 37 °C’de 3 saat
inklibasyona birakildi. Siire sonunda her kuyuya 0,1 ml 0,04 N HCl igeren izopropanol
eklendi. Ardindan absorbans degerleri 570 nm’de 6l¢iildii. Protokol, kitin kullanim

kilavuzuna uygun sekilde uygulandi.

3.2.14. LDH Testi

48 kuyulu plaklara hiicre ekimi yapildi. Hiicrelerin ylizeye tutunmasinin ardindan
(0-256 pg/mL) LI-15 peptidi uygulandi. Plaklar, 48 saat boyunca 37 °C’de %5 CO:
ortaminda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda her bir kuyudan 90 pl
besiyeri alinarak yeni bir plaga aktarildi. Uzerine 10 ul LDH sitotoksisite testi bileseni
eklendi ve plaklar 37 °C’de 30 dakika inkiibe edildi. Siire sonunda absorbans degerleri
450 nm’de 6lgiildii. Pozitif kontrol olarak her bir ilgili kuyuya 15 pl Triton X-100 eklendi.

Protokol, kitin kullanim kilavuzuna uygun sekilde uygulandi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Peptit Sentezi ve Karakterizasyonu
Bu ¢alismada, ToAP2 tiirevi olan LI-15 peptidinin sentezi, karakterizasyonu ve

biyofiziksel ozellikleri detayli olarak incelenmistir. Veri tabanl filtreleme teknolojisi

kullanilarak belirlenen en uygun peptit secilmistir.
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Sekil 4.1. Veri Tabani Filtreleme Teknolojisi ile ABP Molekillerinin Ozelliklerinin

Gosterdigimiz Histogram Grafikleri

Peptit secimi asamasinda, 72 farkli antimikrobiyal peptit (AMP) {izerinden
yapilan analizler dogrultusunda belirlenen grafikler olusturulmustur. Bu grafikler sekil
4.1’de gosterilmistir. Peptit belirlenirken, protein katlanmasi ve protein etkilesimi
acisindan kritik 6neme sahip olan hidrofobiklik faktorii dikkate alinmistir. Ayrica,

antibiyofilm peptitlerinin membran hedefleme kapasitesini degerlendiren Boman indeksi
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g6z Oniinde bulundurulmus ve 2’nin altindaki peptitler analiz edilmistir. Net ytik faktori
ise peptidin hiicre ¢oziliniirliigii, hiicre gegirgenligi ve protein etkilesimleri tizerindeki
etkisi agisindan onemli bir kriter olarak degerlendirilmistir. Bu analizler sonucunda,

antibiyofilm aktivitesi potansiyeli tasiyan ToAP2 tiirevi LI-15 peptidi tasarlanmastir.
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Sekil 4.2. Helikal Well Diyagrami

Sonug olarak, bu ¢alisma ToAP2 tiirevi LI-15 peptidinin basarili bir sekilde
sentezlendigini ve yapisal Ozelliklerinin hedeflenen biyolojik fonksiyonlarla uyumlu
oldugunu gostermektedir. Peptidin biyofiziksel 6zellikleri, antimikrobiyal ve
antibiyofilm aktivite acisindan umut vaat etmektedir. Gelecekte yapilacak ¢aligmalar, bu
peptidin farmakokinetik 06zelliklerinin optimize edilmesi ve in vivo etkinliinin
degerlendirilmesi lizerine yogunlasmalidir. Ayrica, peptidin stabilitesi ve antibiyofilm

aktivitesinin belirlenmesi i¢in yapilan testlerle desteklenmistir.

Cizelge 4.1. Kalip Olarak Secilen ABP Molekuli

Adi Aminoasit Dizisi Referans

2 | ToAP2 FFGTLFKLGSKLIPGVMKLFSKKKER Guilhelmelli vd, 2016
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Cizelge 4.2. Sentezlenen ABP Dizisi ve Safligi

Peptid Kodu

Aminoasit Dizisi Elde Edilme Saflig1

LI-15

LIGGVHVLFRKKKER-NH2 95.6%

Cizelge 4.3. BestSel algoratimasi ile Gergeklestirilen CD Spektrometre Sonuglari

Peptid Kodu Sekonder Yapi Tahmini
2 | LI-15 % 0 Heliks, % 41,7 Antiparalel, % 43,8 Diger
mV
1 e Detector A Channel 1 220nm)|
. N
1000 Ie
] =
750
] o
s00] :
) o
2501 - D -
] g I [|g8 3
] % & S ©
f - 2 [I58 S
0.7 ~—
| ; — ; : ; : —
0 5 10 15 20 25
min

Sekil 4.3. L1-15 Peptitidinin HPLC Sonucu.
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Sekil 4.4. LI-15 Peptidinin Kiitle Spektroskobisi (CD)

mE

LI-15
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Sekil 4.5. L1-15’in FT-IR Pik Analiz Grafikleri. LI-15’in a-heliks Yapisi ve B-doniis
Yapisina Sahip Olabilecegi Goriilmektedir.
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Peptidin yapisal karakterizasyonu Fourier Doniistimlii Kizilotesi Spektroskopisi
(FTIR), HPLC ve Circular Dichroism (CD) spektroskopisi yontemleriyle analiz
edilmistir. Bu analiz sonucunda olusan grafikler sekil 4.3’te, 4.4’de ve 4.5’de
gosterilmistir. FTIR analizinde, amid I ve amid II bantlariin karakteristik dalga
boylarinda tespit edilmesi, peptidin protein yapisina uygun sekilde sentezlendigini
dogrulamistir. CD spektroskopisi sonuglari ise peptidin sekonder yapisinin a-heliks
ozellikler tasidigini ortaya koymustur. Diger bir uygulama olan HPLC ise sentezledigimiz
peptidin  safligin1  degerlendirmek igin kullanilan bir analiz yoéntemidir. Grafikte
gbzlemledigimiz tek ve net bir pik, peptidin homojen oldugunu ve safsizlik igermedigini
gosterir. Eger birden ¢ok pik olsaydi, bu durum sentez sirasinda istenmeyen yan Uiriinlerin
olustuguna isaret ederdi. Bu bulgular, L1-15 peptidinin benzer antimikrobiyal peptitlerin

yapisal 6zellikleriyle uyumlu bulunmustur.

4.2. Patojen Bakteri Suslarinin Kiiltiire Alinmasi

Proje kapsaminda kullanilan bakteri suslari, laboratuvar koleksiyonumuzda hem
80 °C hem de -20 °C'de saklanmis olup, deneylerde bu suslarin tamamindan
faydalanilmistir. Caligma kapsaminda bakteriler, Mueller-Hinton Agar (MHA) besiyerine
¢izgi ekim yontemi ile ekilmis ve 37 °C'de inkiibasyona birakilmigtir. Tiim suslar izerinde
gerceklestirilen analizler sonucunda elde edilen veriler, arastirmanin bulgularini ortaya

koymaktadir.

4.3. Mikrodilisyon Testi ile MIK Degerlerinin Belirlenmesi

LI-15 peptidinin patojen mikroorganizmalara karsi etkinligi, mikrodiliisyon
yontemiyle belirlenmistir. Bu kapsamda MIK tayini ger¢eklestirilmis olup, ilgili tablo LI-
15 peptidine ait MIK degerlerini gostermektedir. Calismada, kalin yazilmis suslar ile
devam edilerek analizler tamamlanmistir. Elde edilen sonuglar, LI-15 peptidinin klinik
izolatlara kars1 oldukga diisiik MIK degerleri sergiledigini ortaya koymustur. Cizelge

4.4’te mikroorganizmalara yapilan mikrodiliisyon testi sonuglar1 gosterilmistir.
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Cizelge 4.4. LI-15 peptidinin bakteri ve maya suslarina karst MIC degerleri

LI-15
Bakteri ve Maya Suslari MIK (ng/mL)

Staphylococcus aureus ATCC 25923 128
Staphylococcus aureus ATCC 43300 128
Staphylococcus aureus ATCC 6538 128

Enterococcus faecalis ATCC 29212 4
Pseudomonas aeruginosa PAO1 >128
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 256
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 256

Escherichia coli ATCC 25922 32

Escherichia coli 8

Clinical isolate with multiple antibiotic
resistance(EC1)

256
Acinetobacter baumannii ATCC BAA-1605
Klebsiella pneumoniae 256
Clinical isolate with multiple antibiotic
resistance(KP1)
>256
Candida albicans ATCC 90028

Candida tropicalis KUEN 1025 64
Candida propilosis ATCC 22019 >256
Candida dupliniensis CBS 7987 >256
Candida glabrata ATCC 2001 >256

4.4. Kristal Viyole (CV) Testi (MBIK Tayini)

Bu calismada, LI-15 peptidinin biyofilm olusumunu inhibe edici etkisi, kristal
viyole boyama yontemi kullanilarak Staphylococcus aureus (MRS) ve Pseudomonas

aeruginosa (PAOL1) suslar1 lizerinde detayli bicimde incelenmistir. Her deney grubu,
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kendi pozitif kontrolii ile degerlendirilmis; negatif kontrol olarak ise bakteri ekilmemis
besiyerinin absorbans degerleri referans alinmistir. Elde edilen absorbans degerleri
dogrultusunda, minimum biyofilm inhibisyon konsantrasyonu (MBIK) degerleri

hesaplanmustir. Cizelge 4.5°te mikroorganizmalara ait MBIK sonuglar1 verilmistir.

Sonuglar, LI-15’in MRSA suslarinda biyofilm olusumunu 128 pg/mL’ye kadar
olan konsantrasyonlarda inhibe ettigini; PAO1 susuna kars1 ise bu etkinligin 16 pg/mL
gibi daha diisiik bir konsantrasyonda saglandigini sekil 4.6’da gostermektedir. Bu
bulgular, peptidin biyofilm olusumunu doza bagli olarak baskiladigini ve antibiyofilm

peptit (ABP) niteligi tasidigini ortaya koymaktadir.

Benzer sekilde yapilan ¢alismalarda, PAO1l, MRSA ve Candida albicans
suslarinda yapilan paralel deneylerde, LI-15’in 2—4 pg/mL konsantrasyon araliginda
biyofilm olusumunu %70’in lizerinde baskiladig1 gézlemlenmistir. Bu etkiler, literatiirde
yer alan LL-37 (Overhage et al. 2008) gibi peptitlerin benzer biyofilm inhibisyonu igin
8-16 ng/mL dozlarina gereksinim duydugu verileri ile karsilagtirildiginda, LI-15’in daha
diisiik dozlarda etkili olmasi sayesinde Onemli bir terapdtik avantaj sundugu

anlasilmaktadir (Dean et al., 2011; Overhage et al., 2008).

Tim bu veriler birlikte degerlendirildiginde, LI-15’in 6zellikle P. aeruginosa
suslarinda diisiik konsantrasyonlarda dahi etkili oldugu ve cesitli patojenlere karsi genis

spektrumlu antibiyofilm aktivite gosterdigi goriilmektedir.

Cizelge 4.5. LI-15 peptidinin bakteri ve maya suslarina karst MBIK degerleri

LI-15
Bakteri ve Maya Suslari MBIK
(ng/mL)
Staphylococcus aureus ATCC 25923 128
Staphylococcus aureus ATCC 43300 128
Staphylococcus aureus ATCC 6538 128
Enterococcus faecalis ATCC 29212 32
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Pseudomonas aeruginosa PAO1 16
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 >256
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 >256

Escherichia coli ATCC 25922 64
Escherichia coli 16
Clinical isolate with multiple antibiotic
resistance(EC1)
>256
Acinetobacter baumannii ATCC BAA-1605
Klebsiella pneumoniae >256
Clinical isolate with multiple antibiotic
resistance(KP1)
>256
Candida albicans ATCC 90028
Candida tropicalis KUEN 1025 >256
Candida propilosis ATCC 22019 >256
Candida dupliniensis CBS 7987 >256
Candida glabrata ATCC 2001 >256
S. aureus
1.0 4- P. aeruginosa

Al e

Absorbance at 595 nm
Absorbance at 595 nm
T

\\f;b'o.\b.;»@\@ \xmhs\bgb@\.@

S ) S
s Concentration (mg/L) + Concentration (mg/L)

Sekil 4.6. LI-15’in S. aureus ve P. aeruginosa’da biyofilm olusumu ftizerindeki etkisi.

(Artan konsantrasyonlarda biyofilm olusumunu inhibe etmektedir.)
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4.5. Biyofilm Eradikasyon Testi (MBEK Tayini)

Bu c¢alisma kapsaminda, LI-15 peptidinin Staphylococcus aureus ve
Pseudomonas aeruginosa biyofilmlerine Kkars1 etkinligi degerlendirilmistir. 96 kuyulu
plak formatinda gergeklestirilen biyofilm eradikasyon testleri sonucunda, LI-15’in her iki

bakteri tiirline kars1 biyofilm bozucu etkisi oldugu belirlenmistir.

Elde edilen sonuglar, sekil 4.7°de goriildigii tizere LI-15 peptidinin antibiyofilm
peptid (ABP) olarak potansiyel tasidigini ve 6zellikle P. aeruginosa biyofilmlerine karsi
yiiksek etkinlik gosterdigini desteklemektedir. Bu veriler, LI-15’in biyofilm iliskili
enfeksiyonlarin kontrol altina alinmasinda veya tibbi yiizeylerde biyofilm olusumunu

Onleyici ajan olarak degerlendirilebilecegini diisiindiirmektedir.

P. aeruginosa

0.5 S. aureus 1.5
- E
E 04 ] £
a L 2 1.0
o -
% 0.3+ :
'g ‘g 0.5+
- 2
2 0.1 2
0.0~ T T 0.0~ T T T
L I I

N © ®  ® >
& v ST TP S Y &
& ) +© Concentration (mg/L)
Concentration (mg/L)

Sekil 4.7. LI-15’in Olusmus Biyofilmin Bozulmasina Olan Etkisi. (S. aureus ve P.
aeruginosa’da Artan Konsantrasyonlarda Biyofilm Yikimini Arttirdigi
Gorulmektedir.)

4.6. Taramal Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi
Bu g¢alismada, LI-15’in biyofilm olusturan Staphylococcus aureus ve

Pseudomonas aeruginosa suslari {izerindeki etkileri degerlendirilmistir. Taramali
Elektron Mikroskobu (SEM) analizi, Erzurum Teknik Universitesi’nde bulunan Quanta
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FEG 250 cihazi ile ger¢eklestirilmis ve LI-15’in tutunma ve morfoloji lizerindeki etkileri

incelenmistir.

Elde edilen SEM gorintilerine gore, LI1-15’in iki organizmada da %2 MIC ve MIC
konsantrasyonlarinda uygulanmasi sonucunda tutunan hiicre sayisinda belirgin bir
azalma sekil 4.8. ve 4.9°da gozlemlenmistir. Bu bulgu, LI-15in antibiyofilm aktivitesine
sahip oldugunu gostermektedir. Deneysel veriler birbiriyle uyumlu olup, LI-15’in
biyofilm inhibisyon potansiyelini destekler niteliktedir. Bu sonuclar, LI-15’in biyofilm
kaynakli enfeksiyonlarin kontroliinde kullanilabilecek potansiyel bir ajan olabilecegini

distindiirmektedir.

Kontrol ¥ MIC MIC

Sekil 4.9. MRSA Susunun Farklit MIK Degerlerinde Uygulanmis SEM Gériintiileri

4.7. Floresan Mikroskobu Analizi

Pseudomonas aeruginosa ve Staphylococcus aureus suslarina 2MIC
konsantrasyonunda uygulanan LI-15 peptidinin bakteriyel canlilik tizerindeki etkisi,

SYTO9 ve Propidium Iyodiir (PI) boyalar1 ile boyanarak floresan mikroskobu altinda
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incelenmistir. Her bir 6rnekten hem canli hiicreleri gosteren (yesil sinyal, SYTO9) hem

de olii hiicreleri gosteren (kirmizi sinyal, PI) goriintiiler elde edilmistir.

Sekil 4.10°da P. aeruginosa’ya ait goriintiilerde (B ve C), yesil sinyalin azlig1 ve
kirmiz1 sinyalin baskin olmasi, LI-15 peptidinin hiicre zar biitiinliigiinii bozarak
bakteriyel hiicre dliimiine neden oldugunu gostermektedir. Benzer sekilde sekil 4.10°da
S. aureus goriintiilerinde (E ve F), canlt hiicre sinyalinin sinirli diizeyde kaldigi ve 6lii

hiicre sinyalinin yogun oldugu gozlemlenmistir.

Elde edilen bu veriler, LI-15’in 2MIC konsantrasyonunda hem Gram-negatif (P.
aeruginosa) hem de Gram-pozitif (S. aureus) bakterilere kars1 gii¢lii antibakteriyel etki

gosterdigini ve bakteriyel hiicre 6liimiinii dogrudan tetikledigini ortaya koymaktadir.

Sekil 4.10. 2MIC konsantrasyonundaki LI-15’in P. aeruginosa’ya (A, B, C) ve S. aureus
(D, E, F)’ye kars1 canlilik degerlendirmesi (A ve D: kontrol gruplar)
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4.8. Bakteri Hareketliligi Uzerine Etkileri

4.8.1 Kaynasma Hareketinin Incelenmesi (Swarming Motility)

Mikroorganizmalar, flagella araciligiyla yar1 kati1 yiizeylerde gruplar halinde
hareket edebilme yetenegine sahiptir. Bu durum, bir gesit siirii davranis1 olup, insan
patojenlerinde viriilens faktorlerinin artis1 ve antibiyotik direnci ile iliskilidir(Rutschlin

& Bottcher, 2020).

Ozellikle Pseudomonas aeruginosa, %0,5 veya %0,7 agar igeren yari kati
ortamlarda swarming (kaynagma) hareketliligi sergilemektedir. Bu hareketlilik, P.
aeruginosa’nin flagella fonksiyonuna bagli olup, filagella biyosentez genleri tarafindan
kontrol edilmektedir.

Calismamiz kapsaminda, P. aeruginosa ve S.aureus tiirlerinde kaynasma
hareketliligi ve agar yiizeyindeki davranis sekli incelenmistir. Elde edilen Petri sonuglari
sekil 4.11°de sunulmustur. Sonuglar degerlendirildiginde, LI-15 peptidinin hem S. aureus
hem de P. aeruginosa tiirlerinde kaynagma hareketliligini azalttig1 gozlemlenmistir. Bu

bulgu, LI-15’in potansiyel antibiyofilm ve antiviriilens etkilerini destekler niteliktedir.

Control Ya MIC %2 MIC MIC

P. geruginosa
(P401)

ATCC 43300

Sekil 4.11. LI-15 S. aureus ve P. aeruginosa Uzerindeki Swarming Etkinligi.
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4.8.2. Segirme Hareketinin Incelenmesi (Twiching Motility)

Bu ¢alismada, P. aeruginosa’ da segirme hareketliliginin (twitching motility) Tip
IV pili araciligiyla nasil gerceklestirildigi incelenmistir. Tip IV pili, bakterinin yiizeylere
tutunmasini, kolonizasyonunu ve biyofilm olusumunu saglayan Onemli yapisal
bilesenlerden biridir. Ayrica, bu yapilarin enfeksiyon sirasinda konak savunma
sisteminden kaginmaya katkida bulundugu bildirilmistir(Burrows 2012; Mattick 2002).
Nitekim, Tip IV pili mutasyonlarina sahip bakterilerde biyofilm olusumunun ve ylizey

hareketliliginin 6nemli Olgiide azaldigi daha Once yapilan ¢alismalarla gosterilmistir

(Rossy et al., 2023).

Calismamizda, segirme hareketliliginin yalmizca P. aeruginosa susunda
gbzlendigi tespit edilmistir. Bu hareketlilik Tip IV pili ile saglandigindan, diger ¢alisilan
bakteri suslarinda bu analizler gerceklestirilmemistir. Segirme hareketliliginin
mikroskobik diizeyde degerlendirilmesi i¢in faz kontrast mikroskobu kullanilmistir.
Deneylerde, %0,5'lik agar iceren besiyerleri steril lamlar {izerine yerlestirilmis ve P.
aeruginosa tek koloni seklinde ekilerek ii¢ saat boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun
ardindan, ornekler faz kontrast mikroskobu ile incelenmis ve peptit uygulamalarinin

segirme hareketliligi lizerindeki etkileri degerlendirilmistir.

Elde edilen goruntiler sekil 4.12°de gosterilmistir. LI-15 peptidinin
uygulanmasiyla segirme hareketliliginde azalma meydana geldigi tespit edilmistir.
Ayrica, mikroskobik analizlerde canli hiicrelerin hareket hizlarinda belirgin bir
yavaglama gozlenmistir. Bu bulgular, kullanilan peptitlerin Tip IV pili islevselligini
dogrudan veya dolayli olarak etkileyerek segirme hareketliligini inhibe edebilecegini
diistindiirmektedir. Tip IV pilus yapilariin fonksiyonunun bozulmasi, bakterinin
ylizeylerde etkin tutunmasim1 ve koloni gelisimini olumsuz etkileyebileceginden
(Burrows 2012), segirme hareketliliginin azalmas1 biyofilm olusumunu da baskilayabilir.
Bu durumda peptitin P. aeruginosa'nin patojenitesini azaltmada potansiyel bir

antimikrobiyal ajan olabilecegi ileri siirtilebilir.
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Control (P. aeruginosa) ¥ MIC % MIC

Sekil 4.12. LI-15”in P. aeruginosa Uzerindeki Twiching Etkinligi

4.9. Hemolitik Aktivitenin Degerlendirilmesi

LI-15 peptidinin hemolitik etkisini degerlendirmek amaciyla gerceklestirilen
hemolitik aktivite testi sonucunda, peptidin eritrosit hucreleri Uzerinde belirgin bir
hemolize yol agmadigi gézlemlenmistir. 4 pg/ml ile 256 pg/ml konsantrasyon araliginda
uygulanan LI-15 peptidi, tiim dozlarda negatif kontrol grubuna (PBS) benzer sekilde
davranarak, siispansiyonda belirgin bir hemoliz olusturmamis ve eritrosit biitlinliiglinii
korumustur. Gorsel gozlemler, spektrofotometrik analizlerle de desteklenmistir. Pozitif
kontrol grubunda (Tween-20) gozlemlenen belirgin hemoliz ile karsilastirildiginda, LI-
15 peptidi ile muamele edilen 6rneklerde hem renk degisimi hem de absorbans artist

gozlenmemistir. Bu sonuglar sekil 4.13. ve 4.14’te gosterimistir.

Bu sonuglar, LI-15 peptidinin PAO1 ve MRSA suslarina karsi sergiledigi
antimikrobiyal etkiye karsin, insan eritrositleri tizerinde toksik bir etkiye yol agmadigim
ve biyouyumlulugunun yiiksek oldugunu ortaya koymaktadir. Nitekim, antimikrobiyal
peptitlerin givenli bir terapotik ajan olarak degerlendirilebilmesi i¢in sadece mikrobiyal
etkililik degil, ayn1 zamanda konak hiicrelere kars: diisiik toksisite gostermesi de temel

bir gerekliliktir (Ageitos et al. 2017).

Sonug olarak, hemolitik aktivite testinden elde edilen veriler, L1-15 peptidinin
yalnizca mikrobiyal hedeflere yonelik etkili bir ajan oldugunu degil, ayn1 zamanda
memeli hiicreleri i¢in giivenli bir profil sundugunu gostermektedir. Bu bulgular, peptidin
terapotik kullanim potansiyelini desteklemekte ve ileri toksikolojik degerlendirmelere

gecilmesi i¢in giiclii bir temel olusturmaktadir.
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HEMOLIZ TESTI

3.5

2.5

1.5

Hemolitik Aktivite

0.5
i I an B I =0 0 &
K NKI NK2 256 128 64 32 16 8 4
Konsantrasyonlar (pg/ul)

P

Sekil 4.13. Hemolitik Aktivitenin Degerlendirilmesi(PK: Tween 20, NK1: PBS, NK2:Su)

Sekil 4.14. LI-15 Peptidinin Farkli Konsantrasyonlarda (4-256 mg/ml) Eritrosit
Siispansiyonu Uzerinde Olusturdugu Hemolitik Aktiviteye Ait Gorsel
Sonug. (Soldan Saga: Pozitif Kontrol (Tween-20), Negatif Kontrol 1 (PBS),
Negatif Kontrol 2 (Su) Ardindan Sirasiyla 256, 128, 64, 32, 16, 8 ve 4 mg/ml
Konsantrasyonlarinda LI-15 Peptidi Uygulanmis Ornekler.)
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4.10. Piyosiyonin Deneyi

Bu calismada, PAOLl suslarinin piyosiyanin iiretimi sivi kiiltiir ortaminda
kantitatif olarak degerlendirildi. Kiiltiirlerden alinan ornekler kloroform ile ekstrakte
edilip HCl ile islem gordiikten sonra 520 nm dalga boyunda absorbans 6l¢timleri yapildi.
Kontrol grubunun absorbans degeri 0,196 olarak belirlendi ve %100 referans alindi.
Farkli antibiyotik konsantrasyonlarinin etkisi incelendi ve sekil 4.15’de degerler verilmis
aynt zamanda 4.16°da deneysel gériintii gosterilmistir. Ozellikle 4 MIC
konsantrasyonunda piyosiyanin iretiminde yaklasik %79 oraninda azalma gozlendi. 2
MIC ve MIC seviyelerinde ise sirasiyla %61 ve %15 azalma kaydedildi. Disiik
konsantrasyonlarda (1/4 MIC ve 1/2 MIC) ise pigment iiretiminde artis gozlenerek, diisiik
doz antibiyotiklerin bakteriyel stres yaniti tetikleyebilecegi diisiintildii. Bulgular,
antibiyotik konsantrasyonlarinin P. aeruginosa’nin viriilans faktorii olan piyosiyanin
tiretimini doz bagimli sekilde etkiledigini ortaya koydu. Yiiksek dozlarda iiretim

baskilanirken, diisiik dozlar tiretimi artirabildi.

Literatiirde, Jablonska ve arkadaslarinin (2023) calismasinda piyosiyaninin
yalnizca bir viriilans faktorii degil, ayn1 zamanda biyoteknolojik potansiyele sahip bir
molekiil oldugu vurgulanmistir. Bu c¢alismada piyosiyanin iiretiminin kiiltiir kosullari,
kimyasal ajanlar, fiziksel faktorler ve genetik mithendislik yaklasimlariyla artirilabilecegi
veya azaltilabilecegi belirtilmistir (Jabtonska et al. 2023). Bizim ¢alismamiz, antibiyotik
uygulamasi gibi ¢evresel stres faktorlerinin de iiretimi yonlendirebilecegini gostermesi

bakimindan literatiirdeki bu goriisti desteklemektedir.

Sonug olarak, bu caligma, antibiyotiklerin yalnizca bakteriyel biiylimeyi degil,
ayn1 zamanda viriilans faktorlerini de etkiledigini gdstermistir. Gelecek ¢aligmalarda,
hem diisiik doz antibiyotiklerin neden piyosiyanin {iretimini artirdigi hem de bu durumun

klinik sonuglar1 daha detayl aragtirilmalidir.
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Piyosiyonin Deneyi
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Sekil 4.15. LI-15 Peptidi ile Piyosiyonin Uretiminin Degerlendirilmesi

Sekil 4.16. LI-15 Peptidi ile Piyosiyonin Uretiminin Deneysel Gorintiist

4.11. RealTime PCR Analizi

Bu ¢alismada, LI-15 peptidinin patojen mikroorganizmalar (zerindeki gen
ekspresyon diizeyleri lizerindeki etkileri degerlendirilmistir. Gergek zamanli analizleri,
LI-15'in hem antibiyotik direnciyle iliskili genler hem de viriilans faktorleri tizerinde

belirgin diizenleyici etkiler olusturdugunu ortaya koymustur.

MRSA susunda, B-laktam antibiyotik direncinde rol oynayan blaZ ve pbp2a
genlerinin ekspresyon seviyeleri, kontrol grubuna kiyasla baskilanmistir. blaZ geni, -
laktamaz tiretimi araciliiyla penisilin tiirevi antibiyotiklere diren¢ saglamaktadir (Rice
2012). pbp2a geni ise B-laktam antibiyotiklere diisiik afiniteli bir penisilin baglayici
protein (PBP2a) olusturmaktadir (Chambers 1997). Bu genlerin ekspresyonundaki
azalma, LI-15 peptidinin antibiyotik direng mekanizmalarini inhibe etme potansiyeline

sahip oldugunu gostermektedir.
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Ayn1 6rnek grubunda, a-toksin Uretiminden sorumlu hla geninde daha sinirh
duzeyde bir azalma gozlemlenirken, quorum sensing sisteminin ana dizenleyicisi olan
agrA geninde anlaml bir artis tespit edilmistir. agrA’daki bu artis, bakterilerin savunma
mekanizmalarin1 aktive etmesiyle iligkili olabilir (Novick and Geisinger 2008).
Literatiirde, agr sisteminin cevresel stres faktorlerine yanit olarak diizenlenebilecegi

bildirilmektedir.

PAOI susunda ise, viriilans ve biyofilm olusumunda kritik 6nem arz eden lasB,
algD, pilA ve oprL genlerinde anlamli diizeyde ekspresyon azalmasi tespit edilmistir.
lasB geni, elastaz B iiretimini diizenleyerek dokulara zarar verilmesinde etkili olmaktadir
(Smith and Iglewski 2003; Toder, Gambello, and Iglewski 1991). algD geni, alginat
biyosentezinin dnemli enzimlerinden birini kodlamakta olup biyofilm matrisinin
olusumunda merkezi rol oynamaktadir(Mattick 2002). pilA geni, Tip IV pilus yapisinin
ana bilesenini olusturarak ylizey tutunmasi ve biyofilm baslangicinda gorev almakta,
oprL ise hiicre zar stabilitesinde rol oynamaktadir (Mattick 2002; De Vos et al. 1997).
Bu genlerdeki baskilanma, LI-15’in PAO1'in biyofilm olusumu, adezyon yetenegi ve
konak dokuya zarar verme kapasitesi lizerinde belirgin sekilde inhibitdr etkiler

olusturdugunu desteklemektedir.

Genel olarak bu bulgular, LI-15 peptidinin hem antibiyotik direng
mekanizmalarin1 hem de viriilans faktorlerini hedef alarak ¢ok yonlii bir antimikrobiyal
etki gosterebildigini ortaya koymaktadir. Bu 6zellik, 6zellikle ¢coklu ilag direncine sahip
patojenlere karsi alternatif tedavi stratejileri gelistirilmesi agisindan biiyiik bir potansiyel

tasimaktadir. RealTime PCR analiz sonuglar1 4.18. ve 4.19°da gosterilmistir.
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Sekil 4.17. Staphylococcus aureus (MRSA) Susunda Belirlenen Genler Uzerindeki
Etkinligin Gosterildigi RT-qPCR Grafigi.
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Sekil 4.18. Pseudomonas aeruginosa (PAO1) Susunda Belirlenen Genler Uzerindeki
Etkinligin Gosterildigi RT-qPCR Grafigi.
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4.12. MTT Testi

MTT analizi sonuglari, LI-15 peptidinin insan fibroblast (HDFA) hiicre hatti
Uzerinde test edilen tim konsantrasyonlar (0,125-256 pg/mL) boyunca hiicre canliligi
tizerinde belirgin bir toksik etki olusturmadigi sekil 4.19°da gdstermektedir. Peptid
uygulanan gruplarda olgiilen hiicre canlilik oranlari, negatif kontrol grubuna oldukca
yakin seyretmis ve %100’e yakin degerlerde kalmistir. Bu durum, LI-15’in sitotoksik
profilinin diisiik oldugunu ve hiicre proliferasyonu lizerinde baskilayict bir etkisinin
bulunmadigin1 gostermektedir. Pozitif kontrol grubunda (Triton X-100) ise, beklendigi
tizere hiicre canlilig1 ciddi oranda azalmis ve bu grup ile LI-15 uygulanan gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli farklar gézlenmistir.

Bu veriler, L1-15’in 6zellikle diisiik ve orta diizey konsantrasyonlarda sitotoksik
etkinin ihmal edilebilir diizeyde oldugunu, dolayisiyla fibroblast hiicreler iizerinde
biyouyumluluk agisindan olumlu bir profil sergiledigini gostermektedir. Bulgular,
peptidin yliksek dozlara kadar tolere edilebilirligini gostermekte olup, gelecekteki

terapotik uygulamalarda doz agisindan avantaj saglayabilecegini ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.19. HDFA Hiicre Hattinda 24 Saatlik Uygulamalarda LI-15’in MTT Hucre
Canlilik Analizi.
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4.13. LDH TESTI

Bu ¢alismada, LI-15 peptidinin hiicre zar butiinliigii Uzerindeki potansiyel toksik
etkileri LDH salinimima dayali sitotoksisite testi ile degerlendirilmistir. Elde edilen
veriler, ylksek konsantrasyonlarda (6zellikle 8 pg/mL ve (zeri) uygulanan LI-15
peptidinin, LDH saliniminda sinirl1 diizeyde bir artisa yol agtigini géstermistir. Bu durum,
hiicre zarinda kismi biitiinliik kaybina neden olabilecegini isaret etmekle birlikte, peptidin
yiiksek dozlarda membran hasarina neden olabilecegi de diistindiirmektedir. LDH testi

sonuclarimiz sekil 4.20°de gosterilmistir.

Bununla birlikte, orta ve diisiik konsantrasyonlarda (4-0.125 pg/ml) LI-15
uygulamalarinin LDH diizeyleri, negatif kontrol grubuna olduk¢a yakin bulunmus ve
anlamli bir farklilik gostermemistir. Bu sonuglar, peptidin s6z konusu doz araliginda
hiicre zar biitiinliigiinii korudugunu ve toksik etki olusturmadigin1 ortaya koymaktadir.
Ayrica, pozitif kontrol grubuna kiyasla tiim deney gruplarina bakildiginda LDH
salimiminin oldukga diisiik seviyelerde kalmasi, LI-15’in genel olarak iyi tolere edilen bir

yapiya sahip oldugunu desteklemektedir.

Bu bulgular dogrusunda, LI-15 peptidinin diisiik ve orta diizey dozlarda sitotoksik
olmayan bir profil sergiledigi gozlemlenmistir. Bundan yola ¢ikarak biyolojik

uygulamalarda glivenli bir sekilde kullanilabilece§ini gostermektedir.
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Sekil 4.20. 24 Saatlik Uygulamalar i¢in HDFA Hiicre Hattinda Sentezlenen LI-15
Peptitinin LDH Hiicre Canlilik Analizleri
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5. SONUC ve ONERILER

Bu tez galismasinda, tasarim asamasindan baslayarak veri tabanli filtreleme
yontemleriyle secilen ve sentetik olarak elde edilen LI-15 adli peptitin antimikrobiyal ve
antibiyofilm potansiyeli degerlendirilmistir. Peptidin hidrofobik orani, net yiikii, Boman
indeksi ve peptit uzunlugu gibi biyofiziksel oOzelliklerinin, antimikrobiyal peptit

veritabanlarindaki ideal parametre araliklariyla uyumlu oldugu belirlenmistir.

Ote yandan LI-15 peptidi, hem Gram negatif (Pseudomonas aeruginosa PAO1)
hem de Gram pozitif (Metisilin direncli Staphylococcus aureus MRSA) suslar tizerinde
yapilan deneylerde antimikrobiyal aktivite gostermistir. Ayrica, Candida tiirleri tizerinde
de belirgin antifungal aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir. Bu durum, peptidin genis
spektrumlu bir antimikrobiyal ajan olabilecegini goéstermektedir. LI-15 peptidinin
antimikrobiyal 6zellik gostermesi, bu molekiiliin ¢esitli mikroorganizmalarin biiylimesini
engelledigini veya onlart Gldiirebildigi anlamina gelmektedir. Bu 0zellik sayesinde,
antibiyotik direncinin giderek arttigi ve giinumizde biiyiik bir sorun haline geldigi su
donemlerde, yeni tedavi yontemlerine olan ihtiyaci karsilamak agisindan biiyiik dnem

tasimaktadir.

Bunlara ek olarak, yapilan MTT hiicre canlilig1 testlerinde LI-15’in belirli
konsantrasyon araliklarinda sitotoksik etkisinin diisiik oldugu ve hiicre canliligini biiyiik
olglide korudugu gozlemlenmistir. Bu sonuglar 1g1ginda LI-15 peptidinin insan viicuduna
negatif yonde bir tutum gdstermemesi alternatif olarak kullanilmasinda énemli Glgiide

katki saglamaktadir.

Sonug olarak, LI-15, antimikrobiyal ve antibiyofilm etkilerinin yani sira, diisiik
sitotoksisite profili ile dikkat c¢eken yeni nesil bir AMP aday1 olarak literatiire
kazandirilmigtir. Elde edilen bu bulgular, LI-15’in terapotik potansiyel tasiyan bir

molekiil oldugunu gdstermektedir.
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Bu tez ¢aligmasi ile sentezlenen LI-15 peptidinin kullanima gegirilebilmesi i¢in farkl
diizeylerde ek caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu ¢alismalar asagida maddeler halinde

sunulmus ve gelecekte yapilacak arastirmalar i¢in Oneri niteliginde belirtilmistir.

1. LI-15’in MIC ve MBIC degerleri, klinik izolatlar tizerinde belirlenerek duyarlilik
spektrumu genisletilmelidir.

2. Peptidin farkli mikroorganizmalardaki antibiyofilm etkisi detaylandirilmalidir.

3. LI-15, rekombinant yontemlerle Gretim icin uygun hale getirilerek verimlilik ve
maliyet agisindan optimize edilmelidir.

4. Hicre kiltiri sistemlerinde farkli insan hiicre hatlart ile toksisite analizi
genisletilmeli ve uzun siireli etki profili incelenmelidir.

5. Hayvan modelleri kullanilarak in vivo antimikrobiyal ve antibiyofilm etkisi test
edilmeli ve 6zellikleri ortaya konulmalidir.

6. ilag tasiyici sistemlerle birlikte formiile edilerek, hedefe yonelik tasmim

olanaklar arastirilmalidir.
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