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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

YENi PLEUROCIDIN TUREVLERININ KARAKTERIZASYONU,
ANTIMIKROBIYAL, ANTIBiYOFILM VE IMMUNMODULATOR
ETKILERININ IN VITRO ve IN VIVO SARTLARDA BELIRLENMESI

Simay ALDAG

Erzurum Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisi

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dal1

Danigman: Dog. Dr. Aysenur YAZICI

Antimikrobiyal direng, enfeksiyonlarin tedavisini zorlastirarak veya imkansiz hale getirerek
kiiresel halk saglig1 i¢in ciddi bir tehdit olusturmaktadir. Antimikrobiyal diren¢ olusumunun en 6nemli
nedenlerinden biri biyofilmlerdir. Bu nedenle biyofilmlerle miicadele etmek ve yeni antibiyofilm ajanlarini
kesfetmek biiyiik onem tagimaktadir. Bu tez ¢alismasinda Pleurocidin peptidinden tiiretilmis GK-11 ve LF-
12 peptitlerinin karakterizasyonu, antimikrobiyal ve antibiyofilm 6zellikleri ile Caenorhabditis elegans
model organizmasinda immiinmodiilator etkisi degerlendirilmistir.  Sonu¢larimizda, GK-11,
Staphylococcus aureus (ATCC 43300)'un biiylimesini 64 pg/mL'de inhibe ederken, Pseudomonas
aeruginosa (PAO1)'y1 256 pg/mL'de inhibe etmistir. Biyofilm olusumunu ise sirasiyla 32 pug/mL ve 16
pg/mL'de inhibe etmistir. LF-12 ise S. aureus ve P. aeruginosa biiyiimesini 256 pg/mlL'de inhibe ederken,
S. aureus’ta biyofilm olusumunu 8 pg/mlL'de engellemistir. Her iki patojene kars1 da antibiyofilm aktivitesi
olan GK-11 peptidinin hemolitik ve sitotoksik etkilerinin diisiik oldugu tespit edilmistir. C. elegans’a karsi
ise toksik etkisi olmadigi ve enfeksiyon varliginda sagkalimi arttirdigi belirlenmistir. Ayrica, GK-11 peptidi
C. elegans’da akt-1 geninin ekspresyon seviyesini diistirerek immiinmodiilator etki gostermistir. Sonug
olarak, yeni antibiyofilm peptit adaylart belirlenmis ve biyofilm kaynakli enfeksiyonlarda kullanilabilecek

potansiyelde olduklar1 ortaya koyulmustur.

2025, 97 sayfa
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ABSTRACT

MS. Thesis

CHARACTERIZATION OF NEW PLEUROCIDIN DERIVATIVES AND
DETERMINATION OF THEIR ANTIMICROBIAL, ANTIBIOTIC AND
IMMUNOMODULATORY EFFECTS IN VITRO AND IN VIVO CONDITIONS

Simay ALDAG

Erzurum Technical University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Aysenur YAZICI

Antimicrobial resistance poses a serious threat to global public health by making it difficult or
impossible to treat infections. One of the most important causes of antimicrobial resistance is biofilms.
Therefore, it is of great importance to combat biofilms and discover new antibiofilm agents. In this thesis,
the characterization, antimicrobial and antibiofilm properties of GK-11 and LF-12 peptides derived from
pleurocidin peptide and their immunomodulatory effect in Caenorhabditis elegans model organism were
evaluated. In our results, GK-11 inhibited the growth of Staphylococcus aureus (ATCC 43300) at 64 pg/mL
and Pseudomonas aeruginosa (PAO1) at 256 pg/mL. Biofilm formation was inhibited at 32 pg/mL and 16
ug/mL, respectively. LF-12 inhibited the growth of S. aureus and P. aeruginosa at 256 pg/mL and biofilm
formation in S. aureus at 8 ug/mL. The hemolytic and cytotoxic effects of GK-11 peptide, which has
antibiofilm activity against both pathogens, were found to be low. It was determined that it had no toxic
effect against C. elegans and increased survival in the presence of infection. In addition, GK-11 peptide
showed immunomodulatory effect by decreasing the expression level of akt-1 gene in C. elegans. In
conclusion, new antibiofilm peptide candidates were identified and their potential for use in biofilm-
induced infections was demonstrated.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler Aciklama

g Gram

% Yiizde

°C Santigrat Derece

L Litre

ng Nanogram

oD Optik dansite

rpm Dakikadaki donme sayis1

ug Mikrogram

Kisaltmalar

aa Aminoasit

ABP Antbiyofilm peptit

AMP Antimikrobiyal peptit

CFU Koloni olusturan birim

KV Kristal Viyole

MBIC Minimum Biyofilm Inhibisyon Konsantrasyonu
MIC Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu

MRSA Metisilin Direngli Staphylococcus aureus
gRT-PCR Kantitatif gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
QS Yogunluk Algilama
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Antimikrobiyal direng, enfeksiyon hastaliklarinda kullanilan antibiyotik ve tiirevi
ilaglarin patojen mikroorganizmalar iizerinde etkisiz kalmasi sonucu otaya ¢ikan bir
durumdur. Ilaglarm bilingsiz ve asir1 kullanim1 sonucu patojen mikroorganizmalar bu
antibiyotiklere kars1 direng kazanmistir ve bu durum enfeksiyon hastaliklarinin daha zor
bir sekilde tedavi edilmesine hatta bazi durumlarda tedavi edilememesine neden
olmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) 2050 yilina kadar antimikrobiyal dirence kars1
kullanilabilecek potansiyel madde bulunmazsa, diinya genelinde birincil 6liim nedeninin
antimikrobiyal diren¢ olacagi ve yilda yaklasik 10 milyon Oliimiin bu yiizden
gerceklesecegi tahmininde bulunmaktadir (Tang, Millar, and Moore 2023). 2019 yilinda
ise antimikrobiyal direng kaynakli 6liim sayis1 1,2 milyonu agmistir (Murray et al. 2022).
Bu durum g6z 6niine alindiginda antimikrobiyal peptitler ve antibiyofilm peptitler umut
15181 olarak goriilmektedir. Antimikrobiyal peptit kesfi antibiyotiklerden daha 6ncedir
ancak antbiyotik kesfi ile peptitler bu konuda biraz daha geride kalmigtir. Ancak
giinimiizde enfeksiyonel hastaliklara karsi antibiyotiklerin artik yetersiz kalmasi
antimikrobiyal ve antibiyofilm peptitler lizerine olan ¢alismalarin yogunlasmasina neden

olmustur.

1.1. Antimikrobiyal Peptitler

Antimikrobiyal peptit (AMP)’ler mikroorganizmalardan bitkiler ve hayvanlara
kadar bir¢ok yasam formu tarafindan sentezlenir ve genis bir biyolojik aktiviteye
sahiplerdir (Cheng et al. 2024). AMP’ler viriisler, bakteriler ve mantarlar gibi ¢esitli
patojenlere karsi savunmada rol almaktadir (Bucataru and Ciobanasu 2024). Ayrica
omurgalilarda konak hiicresel bagisikligin1 diizenlemede rol oynarlar ve memelilerde

mikrobiyom bilesimini sekillendirmektedirler (Zhang and Gallo 2016).

AMP’ler cesitli Ozelliklere sahiptir. Bu ozellikler AMP’lerin antimikrobiyal

derecesi lizerinde etkilidir. Bu 6zellikler;

e Sentezlendikleri yere gore; ribozomal veya non-ribozomal,
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e Kaynaklarina gore; hayvanlar (bocekler, baliklar, memeliler, kus vd.) bitkiler,
mantarlar, bakteriler, tasarim (sentetik) peptitler,

e Molekiiler hedef olarak; hiicre yiizeyi veya hiicre igi,

e Net yiik olarak; katyonik, anyonik veya notr,

e Hidrofobik karakter olarak; hidrofobik, hidrofilik, amfipatik,

e Fonksiyonuna gore; antibakteriyel, antifungal, antiviral, antiparazitik, yara
tyilestirme gibi 6zellikler,

e Yapilarina gore; a-heliks, B-tabaka, loop ve extended olarak bulunmaktadir (Akar
and Cetin Uyanikgil 2020) (Ahmed and Hammami 2019).

AMP’lerin net yiik olarak 6zellikle katyonik yiikte olmasi, peptit ile patojenlerin
ylizey lipit zarlarindaki anyonik bilesenlerle etkilesimi acisindan Onemlidir. Bu
elektrostatik ¢ekim patojenin membranina karsi ilk atagi gerceklestirir (Izadpanah and
Gallo 2005). Membranla etkilesime girmenin pesine membran bozulmasi farkli yollarla
gerceklestirilir bunlar; “Varil ¢itast” modeli, “Toroidal gézenek” modeli, deterjan benzeri
“Hali” mekanizmasi olarak adlandirilmaktadir. (Sato and Feix 2006). Bu bozulmalar
sonucunda hiicre lizisi meydana gelir. Bazi peptitler ise membranda gozenek
olusturmadan, hiicre zarindan gecerek ardindan DNA, RNA veya protein sentezini

bozarak patojen mikroorganizmalar1 6ldiirmektedir (Lei et al. 2019).

£h Antimikrobiyal Peptitler
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Sekil 1.1. Antimikrobiyal peptitlerin kaynaklarina, amino asit kompozisyonlarina,

yapilarina ve aktivitelerine gore ¢esitliligi (Chettri et al. 2024).
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1.2. Antimikrobiyal Peptitlerin Kesfi

Alexander Fleming tarafindan kesfedilen Lizozim (1922) ve nisin (1928) kesfedilen
ilk antimikrobiyal polipeptitlerdir. ilk antimikrobiyal peptit olan gramicidin, René J
Dubos tarafindan 1939 yilinda topraktan izole edilen Bacillus brevis’'de kesfedilmistir.
Gram (+) olan bu sus bir¢ok Gram (+) bakteri tiiriiniin liziz edilmesini saglamistir (Dubos
1939; Mohaideen, Vaani, and Hemalatha 2023). Gramicidin Kklinik olarak test edilen ve
ticari olarak tiretilen ilk AMP olarak kabul edilmektedir (Rodriguez et al. 2021a).

1942 yilinda ise Triticum aestivum bitkisinden purothionin AMP’si izole edilmistir.
Purothionin, AMP agisindan Tiyonin siiper ailesi igerisindedir, antifungal ve
antibakteriyel etkileri bulunmaktadir (Balls, Hale, and Harris 1942) (Santos-Silva et al.
2020). Tiyoninler ise bitki aleminde dagilmistir, patojenik etki gosteren bakteri, mantar
ve mayalara kars1 toksik etkisi bulunmaktadir. Sistein ac¢isindan zengin bazik peptitlerdir

(Rodriguez et al. 2021b).

Polimiksin B ve E (kolistin) ribozomal olmayan AMP’ledir, bir toprak bakterisi olan
Aenibacillus polymyxa'da kesfedilmistir (Gause 1946). Bu AMP’ler patojen Gram (-)
bakterilere karsi son ¢are olarak kullanilmaktadir, 1970’lerde ise nefrotoksisite nedeni ile
daha az toksisiteye sahip daha etkili antibiyotik arayisina ge¢ilmistir (Poirel, Jayol, and
Nordmann 2017).

1956 yilinda hayvansal kokenli ilk AMP, tavsan 16kositlerinden izole edilmis
defensinlerdir (Hirsch 1956).

Boceklerde AMP’ler iizerine yapilan g¢alismalarda peptitlerin genellikle bazik
karakterde oldugu ve 20-40 amino asit (aa) uzunlugunda oldugu goriilmistiir.
Antimikrobiyal 6zellikte olan peptitler ise daha az aa sayisina sahip olabilmektedir. Prolin
ve glisin agisindan zengin peptitler genellikle Gram (-) bakterilere kars1 etkili oldugu,
Gram (+) bakterilere karsi ise katyonik ve arginin bakimindan zengin defensinlerin segici
olarak etkili oldugu bilinmektedir. Cecropinler ise her iki bakteri grubu icin de etkilidir

(Wu, Patocka, and Kuca 2018)(Otvos Laszlo 2000) . Cecropinler 1980’de ilk olarak Dev
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ipek bocegi Hyalophora cecropia giivesinin hemolenfinde (bocek kani) kesfedilmistir
(Hultmark et al. 1980).

1985 yilinda insan nétrofillerinde HNP-1, HNP-2 ve HNP-3 antimikrobiyal
peptitleri kesfedilmistir (Selsted et al. 1985). Memelilerde bulunan ilk alfa-defensin olan
bu AMP’lerin karigimi Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus ve Escherichia
coli bakterilerine karsi yapilan in vitro g¢alismalarda bakterisidal etki gosterdigi
goriilmiistiir. Ayrica Tip 1 Herpes simpleks viriisiinii inaktive etmistir. Peptitler ayr1 ayri
calisildiginda HNP-1 ve HNP-2 HNP 1-2 kadar etkili bakterisidal etki gostermistir, HPN-

3 ise digerlerine gore daha az etki etmistir (Ganz et al. 1985).

1987 yilinda ise Afrika kurbagasi Xenopus laevis'in deri salgilarindaki AMP olan
magaininler kesfedilmistir (Soravia, Martini, and Zasloff 1988). Genis spektrumda
antimikrobiyal etkisi olan bu AMP ailesinin kesfi ile kurbaga derisi bir AMP kaynagi

olarak goriiliip lizerinde ¢alismalara yogunlasilmistir (Mangoni and Casciaro 2020).

Trakeal antimikrobiyal peptit (TAP), memeli trakeal mukozasindan izole edilmistir
ve bilinen ilk beta-defensin olarak kabul edilmistir. Antibakteriyel ve antifungal 6zelligi
bulunan bu peptidi kodlayan mRNA’nin solunum mukozasinda tiim akciger dokusuna

gore daha fazla oldugu tespit edilmistir (Diamond et al. 1991).

1995 yilinda ilk insan cathelicidin benzeri peptit FALL-39 (LL-37) kesfedilmistir.
FALL-39 geninin asil olarak insan kemik iliginde ve testiste ifade edildigi ayrica
Escherichia coli ve Bacillus megaterium'a karsi etkili oldugu belirlenmistir (Agerberth et
al. 1995). Ardindan peptidin aktif formunun N-terminalinde iki adet 16sin ve 37 aa
uzunlugunda olmasindan kaynakli bu peptidin ismi LL-37 olarak degistirilmistir. LL-37
bagirsak hiicreleri, solunum epitel hiicreleri, cilt, karaciger gibi bircok doku ve organda
ifade edilir ve sadece antimikrobiyal aktiviteye degil ayn1 zamanda bagisiklik ve canlida
biiyiime ile ilgili aktivitelerde de etkilidir (Morizane and Gallo 2012).

Mantardan izole edilen ilk defensin AMP olan plectasin Pseudoplectania

nigrella’dan izole edilmistir. Rekombinat olarak ¢ok yiiksek verim ve saflikta tiretilen
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plectasin 6zellikle Streptococcus pneumoniae'ye karsi etkili oldugu goriilmiis ve farelerde

peritonit ve zatiirre hastaliklarinda iyilestirici etkide bulundugu belirlenmistir (Mygind et
al. 2005).

Kiiltiirlenemeyen bakterilerden, bir B-proteobakteri tiirii olan Eleftheria terrae’den
teixobactin adli  AMP elde edilmistir. Yapilan calismalarla teixobactine
direncli Staphylococcus — aureus veya Mycobacterium  tuberculosis mutantlar1 ~ elde
edilmemistir. Teixobactin, lipid II (peptidoglikanin 6nciisii) ve lipid III'e (hiicre duvari
teikoik asidinin Onciisii) baglanir hiicre duvari sentezini inhibe ederek etkisini gosterir

(Ling et al. 2015).

2019 yilinda entomopatojenik nematod mikrobiyomlarmin Photorhabdus
simbiyontlar1 ile yapilan ¢alismada Photorhabdus khaini'den darobactin adli AMP
kesfedilmistir. AMP, 6zellikle Gram (+) patojenlere kars etkili oldugu in vitro ve hayvan
deneyleri ile tespit edilmistir (Imai et al. 2019).

Gramicidin Cecropin TAP LL-37 Plectasin  Teixobactin Astusin

1922 1928 1939 1947 1960 1970 1980 1990 2000 2005 2010 2020

Lizozim Nisin Polimiksin/ Kolstin HPN Magainin Darobactin
Sekil 1.2. AMP’lerin kesfinin zaman ¢izelgesi.

1.3. Antibiyofilm Peptitler

Antibiyofilm peptitler, patojen mikroorganizmalar kaynakli olusacak biyofilmi
engelleyen veya olugmus biyofilmi bozabilen peptitlerdir. Antibiyofilm mekanizmalari
tam olarak bilinmemekle birlikte bilinen birka¢ mekanizma ile bu etkilerini
gerceklestirmektedirler. 1) mikroorganizmalarin yiizeylere tutunmasini engelleyip
boylelikle biyofilm olusumunu da erken asamalarda engellemis olurlar. 2) Quorum

sensing (hiicreler arasi iletisim) sinyallerini engelleyerek biyofilm olusumu engellerler.
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3) Matrix bilesenleri pargalarlar ve olusmus biyofilmi temizlerler (Li et al. 2022), (Haney
et al. 2015).

Dogada mikroorganizmalarin ¢ogu biyofilm formunda yasamaktadir. Enfeksiyonel
hastaliklarin zor tedavi edilmesinin en biiyiik sebeplerinden biri de bu durumdur (Li,
Chen, and Lin 2021a). Biyofilmlerin antibiyotiklere karsi daha direngli olmasi (Costerton,
Stewart, and Greenberg 1999) ve platonik durumdaki patojen mikroorganizmalarda da
antimikrobiyal diren¢ olusumu, enfeksiyonel hastaliklarin tedavisini giiniimiizde gittikce
zor hale getirmektedir. Bu nedenle, antibiyofilm etkili peptitler bu sorunlara karsi ¢6ziim

olarak kargimiza ¢ikmaktadir (Li et al. 2021a).

1.3.1. Biyofilm

Biyofilm, mikroorganizmalarin kendi iirettikleri ekstraselliiler polimerik matriks
(EPS) iginde, biyotik-abiyotik bir ylizeye veya birbirlerine tutunarak olusturduklar
yasam formdur (Bakke et al. 1984) (Flemming et al. 2016). EPS, polisakkaritler,
proteinler, lipitler ve niikleik asitleri (RNA ve eDNA) icermektedir (Flemming and
Wingender 2010). Biyofilmler tek tiir mikroorganizma igerebildigi gibi genelde farkli
tirde mikroorganizmalarin bir araya gelmesiyle olusmaktadir (Moons, Michiels, and
Aertsen 2009). Mikroorganizmalar biyofilm yapilar1i sayesinde kendilerini besin
yetersizligi (Marsden et al. 2017), antibiyotik, ultraviyole (UV) radyasyonu (de Carvalho
2017), yiiksek pH, yiiksek-diisiik sicaklik (Hostacka, Ciznar, and Stefkovic¢ova 2010) ve
farkli basing kosullar1 gibi gesitli gevresel stres kosullarina kasi korumaktadir (Yin et al.
2019). Mikroorganizmanin biyolojik aktivitesine gére biyofilm olusturmasi olumlu ya da
olumsuz olarak goriilebilir. Ornegin insan bagirsak mikrobiyotasinda yararli
mikroorganizmalarin  biyofilm olusturmasi istenen bir durum iken patojen
mikroorganizmalarin biyofilm olusturmamasi istenmektedir (Jones and Versalovic
2009).

Biyofilmler hastane kaynakli ve kronik enfeksiyonlarin temelini olusturmaktadir
(Dsouza, Dinesh, and Sharma 2024). Biyofilm ile iliskili enfeksiyonlarda Gram (-)
bakterilerden 6zellikle Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae ve Escherichia

coli, Gram (+) bakterilerden 6zellikle Staphylococcus aureus, Staphylococcus

6
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epidermis (Sukmarini, Atikana, and Hertiani 2024a; Sun et al. 2013), mayalardan ise

Candida albicans gibi patojenler 6n plana ¢ikmaktadir (Nobile and Johnson 2015).

1.3.2. Biyofilm Olusum Asamalari

Biyofilm olusumu ve yapisi mikroorganizmalarin tiirline ve susuna gore ayni
zamanda bulunduklar1 ¢evre sartlar1 ve stres kosullarina gore degisebilmektedir (Liu,
Prentice, and Webber 2024a). Ancak bir ylizeye bagl olarak olusan biyofilm 5 asamadan
olusabilmektedir. Planktonik mikroorganizmalar bir ylizeye tutunur ve asamalar su
sekilde gergeklesir: tutunma, kolonizasyon, mikrokoloni olusumu, biyofilm yapisinin

olgunlasmasi ve dagilma (Tolker-Nielsen 2015).

N Y

~ = @

Tutunma Kolonizasvon  Mikrokoloni Biyofilm Dagilma
olusumu yapisinin
olgunlasmasi

Sekil 1.3. Biyofilm olusum asamalar1 (Yazar tarafindan hazirlanmistir, yayinlanmadi)

Baslangigta mikroorganizmalar ylizeye geri donilisimlii veya geri doniislimsiiz
olarak tutunur. Hidrofobik-hidrofilik etkilesimler, Van der Waals kuvvetleri, sterik
etkilesimler ve elektronik etkilesimler tutunma asamasini yonetmektedir. Hiicre yiizeyi
hidrofobisitesi arttik¢a geri doniisiimsiiz tutunmaya egilim artmaktadir (Garrett, Bhakoo,
and Zhang 2008; Liu et al. 2004). Flagella, fimbria ve pili gibi uzantilar ise
Mikroorganizmalarin geri donilisimli  olarak yilizeye tutunmasini saglamaktadir
(Sukmarini, Atikana, and Hertiani 2024b).
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Mikroorganizmalarda bulunduklar1 ortamda cevresel degisiklige karsi gen
ifadesine diizenlemeler ger¢eklesmektedir. Bu durumun sonucunda EPS salgilayip bu
ylzeye geri doniisiimsiiz olarak tutunma egilimine gecerler. Biyofilmin bu olusum
asamasinda mikrobiyal hareketliligi saglayan flagella sentezi de engellenmektedir
(Guttenplan and Kearns 2013). Tutunmanin ardindan kolonizasyon asamasi gerceklesir
mikrokoloni olusumu asamasi ise QS iletisiminin bagladig1 asamadir. Burada popiilasyon

yogunluguna gore sinyallesme ve haberlesme durumu gerceklesmektedir.

Mikrokoloni olusumunun ardindan olgun biyofilm asamasi olugmaktadir.
Biyofilmler su kanallar1 ve gozeneklere sahiptirler. Bu yapilar sayesinde besin maddeleri
ve atiklarin biyofilm boyunca dolasimini saglamaktadir (Quan et al. 2022). Biyofilm
yapist i¢inde mikroorganizmalar bir siire beslenebilir, varligini siirdiirebilir. Bir siire
sonra biyofilm yapisi biiyiir, besin yetersizligi baslar ve biyofilm yapisi son asama olarak
dagilir. Dagilan biyofilm i¢indeki mikroorganizmalar planktonik asamaya geger ve bir
dongii gibi planktonik yasam- biyofilm dongiisii devam eder (Gerbersdorf and Wieprecht
2015).

1.3.3. Antibiyofilm Peptitlere Ornekler

Biyofilmler zatiirre, idrar yolu enfeksiyonlari, dis ¢iiriikleri, hastane kaynakli
enfeksiyonlar gibi ¢esitli hastaliklarin zor bir sekilde tedavi edilmesinin nedenidir (Vuong
and Otto 2002). Bu tiir hastaliklardan biri ise kistik fibrozistir ve bu hastalarda genel
olarak bagisiklik sistemi zayiflamis olmasi nedeniyle kronik enfeksiyonlardan sonra

%80-95 oraninda 6liim goriilmektedir (Lyczak, Cannon, and Pier 2002) .

Antbiyofilm etkisinin oldugu tespit edilen LL-37 en ¢ok calisma yapilan
AMP’lerden biridir ve MIC degerinin altindaki degerlerde iyi bir sekilde antibiyofilm
ozellik gostermektedir (Jacobsen and Jenssen 2012).

Bir ¢aligmada LL-37’den tiirevlenmis bir peptit olan P60.4Ac’den peptitler
tiretilmistir. Sentetik olarak iiretilen peptitlerden (peptit 10) P10 ve P60.4Ac peptitleri
LL-37 kadar antibiyofilm etkili oldugu tespit edilmistir ve biyofilm etkili bakterileri
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ortadan kaldirmada P10 ve P60.4Ac’nin LL-37’den daha etkili oldugu goriilmiistiir
(Haisma et al. 2014).

Insan karacigerinden tiiretilen bir peptit olan hepsidin 20 (hep20)’nin antibakteriyel etkisi
Staphylococcus epidermidis biyofilmlerine karsi denendiginde antibiyofilm etki

sagladig1 goriilmiistiir (Brancatisano et al. 2014).

Nematod Caenorhabditis elegans't ve bocek Galleria mellonella'yr 6limciil P.
aeruginosa enfeksiyonlarindan koruyan ve incelenen diger peptitlerden 10 kat daha
dayanikli olan bir peptit tasarlanmistir. D-enantiyomerik, antibiyofilm etkili peptitlerden
DJK-5 ve DJK-6 kodlu olan peptitler en iyi aktiviteyi gdstermistir. Bu peptitler hem
biyofilm olusumunu engellemede hem de var olan biyofilmi temizlemede etkilidir (De

La Fuente-Nuiez et al. 2015).

RR4 ve D-enantiyomeri olan D-RR4 adli tasarlanmis peptitleri ile yapilan
calismada D-RR4, kistik fibroz hastalarindan izole edilen P. aeruginosa’ya karsi giiglii
bir aktivite gdstermistir. Biyofilm bozucu etkileri incelendiginde 24 saatlik biyofilm
olusumunu artan konsantrasyonla beraber Onemli derece bozdugu goriilmistiir.
Peptitlerin in vivo etkinliginin test edilmesi i¢in C. elegans enfeksiyon modeli
kullanilarak P. aeruginosa ve Acinetobacter baumannii enfeksiyonlarmma karsi
denenmistir. D-RR4’lin 8 x MIC'te (MIC 2 ila 8 uM arasindadir) P. aeruginosa'nin
nematoda yaptigi bakteriyel yiikii %85 azalttigi goriilmistir. D-RR4 kolistinle
birlestirildiginde nematodlarin tamamen bakterilerden temizlendigi goriilmiistiir

(Mohamed et al. 2017).

1.4. Caenorhabditis elegans

C. elegans genellikle dogada c¢ilirimiis bitkilerin bulundugu ortamlardan,
kompostlardan ve daha zor olacak sekilde topraktan izole edilmistir ancak adi yine de
literatiirde toprak nematodu olarak gecmektedir. Laboratuvar ortaminda kullanilan vahsi
tip C. elegans N2 nematodu Warwick Nicholas tarafindan ilk olarak 1956 yilinda
Ingiltere’de mantar kompostundan izole edilmistir (Caswell-Chen et al. 2005; Leslie
2005).
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C. elegans’mn bir model organizma olarak kullanilmasi 1965 yilinda Sydney
Brenner’in hayvan gelisimini ve davraniglarini incelemek i¢in C. elegans’t segmesiyle bu
nematodun model organizma olarak popiiler sekilde kullanimi gliniimiize kadar gelmistir.
Ancak bu tarihten 6nce de C. elegans ile deneysel ¢alismalar yapilmistir (Brenner 1974;
Nigon and Félix 2018).

1.4.1. C. elegans’in Yasam Sartlari ve Yasam Dongiisii

C. elegans laboratuvar ortaminda, patojenik olmayan, Escherichia coli OP50
bakterisinin besin kaynagi oldugu kati ya da sivi besiyerlerinde (genellikle NGM)
yetistirilebilir. Yetiskinlerinin boyu 1-2 mm uzunlugundadir, ortamin sicakligina (15°C—
25°C) bagl olarak yaklasik 2,5-4 giinliik bir yasam dongiisiine ve 2-3 hafta yasam
stiresine sahiptirler (Gomez-Orte et al. 2017).

C. elegans yasam siiresi boyunca yaklasik 300 yavru olusturabilir. Yumurta, 4
larval evre (L1-L4), yetiskin ve ortam kosullar1 ideal olmadigi durumlarda dauer asamasi
olmak tizere farkli asamalar1 gegirir (Fielenbach and Antebi 2008). Yetiskin bir C.
elegans yumurtasini ortama biraktiktan sonra ortam sicakligi 25°C iken yumurta yaklasik
8 saat sonra catlar ve L1 asamasina gecer, 12 saat sonra L2, 7 saat sonra L3, 7 saat sonra
L4 ve 9 saat sonra yetiskin olurlar (Pandey and Pandey 2014). Bir asamadan diger
asamaya gecildiginde faringeal pompalama durur ve C. elegans yasamsal olarak bir
uyusukluk yasar bu evreye lathergus denilmektedir (Raizen et al. 2008). Ortamda yeterli
besin olmamasi veya ortam sicakliginin 27°C’nin {istiine ¢ikmasi gibi stres durumlarda
da C. elegans dauer (Almanca ‘dayanikli’) (Yue et al. 2021) asamasina ge¢ip ve ortam
sartlar1 diizeldiginde yasam dongiisiine devam etmektedir. Dauer asamasinda normalde
2-3 haftalik olan yasam siiresi 4 -8 kat1 kadar yasam siiresine ¢ikabilir (Wang et al. 2009).
Kisa nesil dongiisii sayesinde genetik, immiinolojik gibi calismalarin deney siiresini
azaltacagi icin bu canlinin model organizma olarak kullanilmas1 avantaj saglayacaktir

(Apfeld and Alper 2018) .
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R

Sekil 1.4. Farkli evrelerde C. elegans goriintiileri (yazar tarafindan goriintiilenmistir.)
1.4.2. C. elegans Anatomisi

C. elegans’larda hermafrodit ve erkek olmak {izere iki cins bulunmaktadir
(Emmons 2014). Yetiskin C. elegans yaklasik 1000 somatik hiicreye (hermafroditlerde
959, erkeklerde 1031), 1000-2000 germ hiicresine sahiptir (Giunti et al. 2021) (Alberts et
al. 2002).

C. elegans’larin beslenme, diskilama, koku, tat, sicakliga kars1 tepkiler, hafiza ve
ogrenme gibi 6zellikleri bulunmaktadir (Roman et al. 2023). Koku ile ilgili yapilan bir
calismada C. elegans’in patojen maruziyetinden sonra patojen kokularindan kagindigi,
patojen olmayan ve besin olarak kullandigi bakterilere karsi ise ilgisinin oldugu

goriilmustiir (Zhang, Lu, and Bargmann 2005).

Distal gonad

@ Sperm@ Oosit @ Embriyo

Sekil.1.5. Hermafrodit C. elegans anatomisi (Chege and McColl 2014).
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Viicutlar: silindir ve sivrilen bir yapidadir. Iskelet, dolasim, solunum sistemleri
yoktur. Iskelet sistemi yerine gdrev goren hidrostatik basing vardir bu da ‘hidrostatik
iskelet’ olarak adlandirilmaktadir. Yetigkinleri genelde 1 mm uzunlugunda ve 0,2 mm
capindadir (Meneely, Dahlberg, and Rose 2019a). Dis tiip ve ig tiip olarak viicut yapisi
ayrilmaktadir, dis tiip denilen kismi1 viicut duvar1 kismidir. Dis tiip, hipodermis (epitel
hiicrelerden olusan tabaka) ile ¢evrilidir ve kiitikiil (¢ogunlukla kalojenlerden olusan
protein yapisi) ile korunur. Kas, sinir sistemi, iireme, bosaltim/salgi sisteminden
olusmaktadir Viicut duvarinin alt kisminda ventral ve dorsal kisminda iki adet olmak
tizere kas hiicreleri dort sira halinde bulunmaktadir (Kimble and Niisslein-Volhard 2022)
(Nicholas and Hodgkin 2004a). Viicut uzunlugu boyunca dorsal ve ventral orta hattinda
ana sinir kordonu bulunmaktadir. I¢ kisminda pseudocoelomik bosluk olarak adlandirilan
bagirsagi ve gonadi cevreleyen sivi dolu bir bosluk yer almaktadir. I¢ tiip kisminda yutak
ve bagirsak bulunmaktadir. Bagirsaktaki besinler pseudocoelomik bosluga salinir ve

diger hiicreler tarafindan alinir (Nicholas and Hodgkin 2004).

Pseudocoelomik
bosluk

Bagirsak

Sinir kordonu

Hipodermis

Sekil 1.6. C. elegans i¢ ve dis yapisi.

Kas hiicreleri dis kutikiile hipedermal hiicreler ile bagli bir sekildedir. Kas
hiicrelerinin bir kisminin kasilmasi govde biikiilmesini saglar bu kasilmalar diizenli bir
sekilde gerceklestiginde zarif sinlizodial dalgalar sekilde hareket etmektedir. C. elegans
ad1 da bu hareketten gelmektedir (Thula 2022).
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L1-L2 larvalar a¢ olarak biiyiitiildiiglinde donmaya en dayanikli evrelerinde
olurlar ve bdylece stok hazirlamak i¢in kullanilabilirler. Sivi nitrojende (-196 °C)
dondurulup siiresiz sekilde saklanabilmektedir. Bu imkan olmadigi takdirde -80 °C’de de

saklanabilmektedir (Stiernagle 2006).

1.5. Patojenite Arastirmalarinda C. Elegans'im Model Organizma Olarak

Kullanilmasi

C. elegans, dogal yasam ortamlarinda birgok mikroorganizmayla kars1 karsiya
kaldig1 i¢in kendilerini savunmada patojenleri tanima, dogustan bagisiklik sistemi, bellek,
sinirsel Ogrenme gibi Ozellikleri gelismistir. Adaptif bagisiklik sistemleri ise

bulunmamaktadir (Hajda, Szathmari, and S6ti 2024) .

Pseudomonas
aeruginosa

Toksin tretimiyle
hizli 6ldiirme

/ \ Microbacterium

nematophilun:

Nernatocida parisii:  Bagirsak Himeninde
bagirsak hiicrelerini birikerek yavas
istila eder sldiirme

arka bagirsak kitikiline
; s yapigir
Yersinia pestis: _, =@ Te ’ Ct}pl“()fac cu‘o
agiz tzerinde —_— 7 neg/mmam
biyofilm olugturur : * Bagirsak liimeninde Enterococcus
birikir = faecalis

Burkholderia Leucobacter 7 \\ Salmonella

P sem.lor?alh_'i: chromiiveducens: Staphylococcus typhimurium

toksin diretir Drechmeria Uterus kolonizasyonu auteus i .

coniospora: Serratia

sporlar kiitikiile yapigir marcescens

ve hifler istila eder
Sekil 1.7. C. elegans’1 enfekte eden patojenler ve patojenlerin etkileri (Hodgkin and
Partridge 2008).

C. elegans patojenite arastirmalarinda énemli bir model organizma olarak yer
almaktadir. Genetik yapisinin ve biyolojisinin iyi tanimlanmis olmasi, laboratuvar
kosullarinda yetistirilmesinin kolay ve uygun maliyette olmasi, etik gerekliliklerinin
olmamasi, seffaf olmasi, mikroskop altinda kolayca izlenebilir olmasi, dondurulmus
stoklarmin -80°C” de uzun siire saklanabilir olmasi C. elegans’in model organizma olarak

tercih edilme nedenleri arasindadir (Marsh and May 2012a). Ayrica genomu dizilenen ilk

13



1. GIRIS

cok hiicreli organizma olmasi onun genomik ¢alisma yontemlerinin olusmasi ve
gelistirilmesi asamasinda oncii bir canli oldugunu gostermektedir (Meneely, Dahlberg,
and Rose 2019b) .

Evrimsel olarak korunmus bagisiklik yollarinin, gesitli mikroorganizmalarla
konak-patojen iliskisi ¢alisilarak aydinlatilmasinda kritik rol oynamistir. Genomunun tam
olarak dizilenmis ve ¢alisilmis olmasi, insanlarla paylasilan evrimsel olarak korunmus

genetik yollarin ¢alisilmasini daha kolay hale getirmistir (Marsh and May 2012b).

Model organizma olarak obezite, immiinoloji, nérobilim, genomik, kanser, hiicre
biyolojisi, yaglanma ve alzheimer gibi konularda calisilmasi i¢in uygun bir model
organizmadir (Ermolaeva and Schumacher 2014)(Kyriakakis, Markaki, and Tavernarakis
2015; Shen et al. 2018; Yue et al. 2021).

C. elegans ile yapilan mikroorganizmalarin enfeksiyon olusturma yetenegi
stardartlasmis bir patojenite deneyi haline gelmistir. Enfeksiyon olusturma deneyleri slow
killing (yavas oldiirme), fast killing (hizli 6ldiirme) gibi deneyleri icermektedir. Bu
calisma modeli ise in vitro ve in vivo ¢alisma alanlari arasinda bir koprii gibidir.
Hayvanlardaki karmasik metabolik yollarin ve tepkilerinin daha kolay bir sekilde
calisilabilecek bir formudur (Chakravarty 2022).

C. elegans, dogustan gelen bagisikligin ve patojenite mekanizmalarinin roliinii
ortaya ¢ikarmak ve bu patojenik durumlara karsi tedavi gelistirilme calismalarinda
kullanilmast i¢in uygun bir model organizmadir. P. aeruginosa gibi firsatg1 patojenler
ciddi saglik sorunlar1 yaratmaktadir ve tedavi edilmedigi siirece enfeksiyonun sonucu
oliim ile de sonuglanabilmektedir. P. aeruginosa'nin viriilans ve enfeksiyon etkileri C.
elegans’in konak savunma mekanizmalari ile ¢calisilmigtir (Garcia-Clemente et al. 2020).
Sadece insan patojenleri degil bitki (salatalik, domates, patlican, biber) patojenlerinin de
C. elegans iizerindeki etkisi arastirilmis ve bu patojenlerin de dldiiriicii etkide ve C.
elegans’in yasamsal fonksiyonlar1 lizerinde olumsuz etkiye sahip oldugu goriilmiistiir.

(Ambreetha and Balachandar 2022).
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Mantar patogenezinin arastirtlmasinda da C. elegans model organizma olarak
kullanilmaktadir. Mantar hastaliklar1 tek basina hastalik yaratip 6liimciil olabilecegi gibi
viicutta bagisiklik sisteminin zayiflamasi ile birlikte de ortaya ¢ikabilmektedir. Yapilan
bir ¢alismada insan patojeni Cryptococcus neoformans’in C. elegans’t oldiirdiigii ve
memeli viriilansinda rol oynayan genlerinin bazilarin C. elegans’1 6ldiirmede de etkili

oldugu gorilmiistir (Mylonakis et al. 2002).

C. elegans’in P. aeruginosa, S. aureus, S. enterica, S. pneumoniae  gibi gesitli
insan patojenlerinden etkilenmesi ve insanlarla benzer bagisiklik yolaklarina sahip
oldugu i¢in (Ewbank 2002; Garsin et al. 2001) yeni antimikrobiyal ilaglarin kesfi,
gelistirilmesi ve erken asamalarda toksisitesini tespit etmek icin uygun bir in vivo

modeldir (Zarroug et al. 2023)

Bir ¢alismada P. aeruginosa aracili C. elegans sag kalim deneyinde oliimii
yavagslatan, konak savunmasinda etkili gen ifadesini uyaran 20’den fazla bilesik tespit
edilmistir. LK38 adl1 bilesik ile yaptiklar1 ¢alismada C. elegans’t patojene karsi1 koruyan
yolagin PMK-1/p38 MAPK oldugu belirlenmistir (Hummell, Revtovich, and Kirienko
2021a).

Halisin bilesigi, diyabet ilaci olarak kullanilmis sonradan da antibakteriyel etkisi
tespit edilmistir. Ancak klinik suslara karsi kullanilabildigine dair ¢aligmalar kisith
kalmistir. Yapilan bir ¢alismayla MRSA ile enfekte edilmis C. elegans, halisinin klinik
uygulanabilirligini denemek igin in vivo model olarak kullanilmistir. Calisma sonucunda
halisinin C. elegans’da sag kalim giiniinii arttirmistir. Bu ¢alismalar sonucunda da C.
elegans tizerinde galisan bazi antimikrobiyal maddelerin ek ¢alismalarla birlikte insanlar

icin antibiyotik olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir (Kao et al. 2024).

1.5.1. C. elegans’ta Immiin Sistem

C. elegans’in patojen enfeksiyonuna verdigi cevaplarin arastirilmasi ile evrimsel
olarak korunan, enfeksiyona cevap sinyal yollarinin ve diger canlilarla (6zellikle insan)

benzer efektor molekiil {iretilen, dogustan bagisiklik tepkilerinin tespit edilmesi
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saglanmigtir. Bununla birlikte insanlarda enfeksiyona neden olan patojenler ile C. elegans

tizerinde ¢alismalar yapilip ilag kesfetme yoniinde adimlar atilmigtir (Giunti et al. 2021).

1.5.2. C. elegans’ta Enfeksiyon Yollar1 ve Antimikrobiyal Cevap

C. elegans temelde 3 yol ile enfekte olur ve enfeksiyona cevap verir. ilki iist deri
katmanidir ve viicut agikliklaridir, ist deri katmani sayesinde c¢evrede bulunan ve
nematodda patojenik etkide bulunacak mikroorganizmalara karsi C. elegans korunur.
Diger bir yol ise yutaktir. Burada savunma mekanizmasi olarak bakteriler pargalanir.
Ucgiincii yol ise bagirsak tarafindan gerceklestirilir. Enfeksiyon durumunda bagirsaktan

salgilanan antimikrobiyal maddeler patojenlere etki eder (Giines 2015) .

C. elegans laboratuvar ortaminda E.coli OP50 ile beslenilmektedir. Faringeal
ogiitiici ile bakteriler parcalanmaktadir ve bdylece bagirsakta canli bakteri
bulunmayacaktir. Ancak bazi durumlarda faringeal Ggiitiicii bakterileri parcalamada
yetersiz kalmaktadir ve bu bakteriler patojen oldugu takdirde bagirsaga gectiginde burada
birikip enfeksiyona ve bagirsaklarin gerilmesine neden olmaktadir. Patojenin parcalayici
etkene karst dayanikli olmasi, C. elegans’in yaslanmasi gibi durumlar kaynakli
enfeksiyon baslamaktadir (Rezaeianaran and Gijs 2023). Bagirsakta patojen birikimi ve
etkileri sonucunda da C. elegans patojene gore degismekle birlikte ortalama 10 giin

iceresinde 6lmektedir (Aballay, Yorgey, and Ausubel 2000).

C. elegans enfekte oldugunda bazi belirtiler goriiliir. Hareket yavaslamasi, kuyruk
sismesi, bagirsak siskinligi, yutagin zarar gormesi, C. elegans’in dis yapisi incelendiginde
goriilen bozukluklar C. elegans’in patojenler tarafindan enfekte olduguna isarettir (Viri
et al. 2021) (Powell and Ausubel 2008)

1.5.3. C. elegans’ta Antimikrobiyal Yamtlar

Memeli bagirsak hiicrelerinin siirekli potansiyel patojenlere maruz kalmasi gibi
C.elegans’ta da epidermis ve bagirsaginda ayni durum s6z konusudur. Dogal ortaminda

clirlik meyvelerle bir arada oldugu igin epidermisi siirekli olarak mikroorganizmalarla bir
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aradadir ve siirekli olarak potansiyel patojenlere maruz kalmaktadir. Bu durum da onun
dogal bagisiklik tepkisi ile baglantilidir, bazi peptit ve proteinler her zaman ifade
edilebildigi gibi bazilar1 da sadece enfeksiyon zamaninda ifade edilmektedir(Ewbank and
Zugasti 2011a).

C. elegans’ta antimikrobiyal proteinler ve peptitler bulunmaktadir. Bunlar;
Caenopores, Lizozimler ve lektinler, ABF peptidleri, NLP'ler ve CNC'lerdir (Ewbank and
Zugasti 2011a).

Caenopores'lar (SPP): 28 farkli gen igeren 33 farkli protein kodlanan biiyiik bir
protein ailesidir. Bu proteinler bakterileri 6ldiirlirken bakteri membranlarinda gézenek
olusturan proteinlerdir. Agirlikli olarak C. elegans bagirsaklarinda ifade edilirler (Roeder
et al. 2010).

Lizozimler ve lektinler: Lizozimler bagirsaklarda bazi patojenler tarafindan
indiiklenebilmektedir. Gram (-) ve Gram (+) patojen bakterilere kars1 C. elegans’in
direngli olmasii saglamaktadir, lektinler de karmasik gen diizenlemelerine sahip ve

bir¢ok farkli patojene yanit veren ailedir (Mallo et al. 2002) (Wong et al. 2007).

ABF peptitleri: Caenorhabditis elegans'ta ASABF
(Ascaris suum anti bacterial facter) tipi antimikrobiyal peptidleri patojen olma ya da
olmama durumlarinda ifade edilmektedir. ABF-1, ABF-2 ve ABF-3 patojen olmadig:
durumlarda da siirekli olarak ifade edilmektedir. ABF-1 ve ABF-3 esas bagirsakta tespit
edilmis olup ABF-1 ve ABF-2 ise faringeal dokularda ifade edilmektedir(Kato et al.
2002) (Ewbank and Zugasti 2011b).

NLP’ler ve CNC’ler: Noropeptit benzeri proteinler (NLP'ler) ve caenasinler
(CNC'ler) aileleri, filogenetik olarak yakindan iligkili antimikrobiyal peptitlerdir.
NLP’lerin ifadesinin Gram (-) bakteriler ve mantar enfeksiyonu sonrasinda indiiklendigi
tespit edilmistir. Yapilan bir ¢alisma ile de nlp-29 gen kiimesinin ifadesinin mantar
enfeksiyonlarina kars1 C. elegans in direngli olmasini sagladigini gostermistir. CNC’nin

ise Drechmeria coniospora veya Candida albicans enfeksiyonu sirasinda up-regiile
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olarak diizenlendigini S. marescens veya P. aeruginosa gibi bakterilerle enfekte olma
durumunda gen ifadesinde degisiklik tespit edilmemistir. (Pujol et al. 2008; Zugasti and
Ewbank 2009).

1.5.4. C. elegans, Patojen Varhginda veya Cevresel Sinyaller Aldiginda Temel
Olarak 3 Yolak ile Cevap Verir; MAPK, TGF- B ve DAF-2.

MAPK yolagi: Memelilerde, boceklerde ve bitkilerde dogustan gelen bagisiklik
sisteminde rol almaktadir. C. elegans 'ta 2002’de yapilan ¢alismayla patojen direnci i¢in
gerekli olan iki gen tanimlanmistir. Bunlar MAPK kinazi kodlayan sek-1 ve MAPKK
kinaz1 kodlayan nys-1 'dir. Memeli p38 MAPK ile homolog olan pmk-1'in P. aeruginosa
savunmasi igin gerekli oldugu RNA interferans (RNAI) inhibisyonu ve biyokimyasal
analizlerle belirlenmistir. Sek-1, nys-1 ve pmk-1 genleri ayni zamanda bagirsak
bagisikliginda da rol oynamaktadir (Kim et al. 2002) (Sakaguchi, Matsumoto, and
Hisamoto 2004). Bu yolak hem Gram (+) hem de Gram (-) patojen bakterilere karsi
etkilidir (Aballay et al. 2003).

(b) DAF-2 yolagi
INS-18 (c) P 38 MAP Kinaz yolagl
%DAF-Z D
v \ ;
i \

- --=""@ TGF-Byolag :
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/ SMA'SQﬁDAF-A
»
\ ' €D
EADEwA D EEED
> 2 T -«
AT T LON-1 MAB-21 |_, s
= antimikrobiyal yanit g_rsenik direnci

geni
r
savunma mekanizmasi

Current Opinion in iImmunology

Sekil 1.8. C. elegans bagisiklik yolaklar1 (Millet and Ewbank 2004a).
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TGF-B yolagi: Heterodimerik yapiya sahip olan tip | SMA-6 ve tip Il DAF-4
proteinlerini iceren reseptore TGF-f ile homolog olan DBL-1 baglanir ve Smad
proteinleri SMA-2, SMA3 ve SMA-4 araciligiyla ¢ekirdege sinyal gonderir. Bu yolaktaki
bir fonksiyon kaybinin C.elegans’i P. aeruginosa patojenine karsi daha duyarli hale
getirdigi bildirilmistir(Nicholas and Hodgkin 2004b).

DAF-2 insiilin /IGF-I benzeri yolagi: Ligand INS-18 reseptor olan DAF-2’ ye
baglanir ve AGE-1'i aktive eder bu da PIP-2’nin PIP-3’ déniisiimiinii katalize eder.
Buradan sonra bir yol PIP-3 AKT-1/AKT-2 kompleksine baglanmasidir. Diger yolda
PDK-1 PiP-3’e baglanir ve AKT-1"i aktive edebilecegi membrana cekilir. AKT, DAF-
16’y1 fosforile eder ve sitoplazmik kisimda tutulmasini saglar. C.elegans’larda Daf-
2 mutantlarinda yolak aktif olmayacaktir ve boylece DAF-16 sitoplazmada tutulmayacak
ve antimikrobiyal etkili genlerin ifadelerinin diizenlenmesi i¢in ¢ekirdege
tasiabilecektir. Ornegin antimikrobiyal etkili Lizozim geninin ifadesi DBL-1/TGF-p ve
DAF-2 yolagi ile kontrol edilmektedir (Millet and Ewbank 2004b) .

1.6. Tez Calismasinin Amaci

Bu tez caligmasinda evrimsel olarak korunmus antimikrobiyal peptitlerin
Ozellikleri baz alinarak veri tabani filtreleme teknolojisi ile Pleurocidin peptidinin tespit
edilmesiyle birlikte Pleurocidin petidinin temel alinarak antibiyofilm etkili kisa peptitler
tasarlanmas1 amag¢lanmistir. Yapilacak olan in vitro ve in vivo ¢alismalar sonucunda
antibiyofilm etkinligi olan, hemolitik, sitotoksik ve model organizma olarak kullanilacak
olan C. elegans tizerinde toksik etkisi olmayan, C. elegans’larda patojene maruz kalma
sonucunda sagkalimi saglayan ve C. elegans’larda immiinomodiilator etkisi olan bir

antibiyofilm peptit (ABP) belirlenmesi amaglanmustir.
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Pleurocidin, ilk olarak 1977’de Cole ve arkadaslar1 tarafindan Kis pisi baliginin
(Pleuronectes americanus) deri mukus salgilarinda bulunmus ve iizerinde ¢alismalar
yapilmistir. Pleurocidin dogustan savunma sisteminde yer alan bir antimikrobiyal
peptittir. 25 residue uzunlugunda ve GWGSFFKKAAHVGKHVGKAALTHYL amino
asit dizsine sahip 2,7 kDa biyiikliigiindedir. Ayrica arastirmacilar, pleurocidinin suda
bulunan 11 farkli Gram (-) ve Gram (+) bakteriye kars1t MIC ve MBC degerlerini
belirlemislerdir. Pleurocidinin amfipatik oldugunu, a-helix konformasyonunda
bulundugunu, katyonik yapida oldugunu, dermaseptin ve ceratotoxin siniflarindaki
antimikrobiyal peptitler ile birincil dizi homolojisi gosterdigini tespit etmislerdir (Cole,
Weis, and Diamond 1997) .

Cole ve arkadaglari (2000) pleurocidini kodlayan cDNA ve geni
tamimlamuslaridir. Transmisyon elektron mikroskobu (TEM) ile de pleurocidinin kis pisi
baliginda ince bagirsaklarinda bulunan kadeh hiicrelerinde tiretildigini tespit etmislerdir.
Insan patojenlerine kars1 antimikrobiyal etkisi test edilmis ve bu patojenlerin 12.6 ug/mL
ila >100 pg/mL (pleurocidine direncli) MIC degerleri arasinda farkli duyarliliklar
gosterdigi belirtilmislerdir. Pleurocidinin antibiyotiklerle sinerjitik etkisi ¢alisilmis ve D-
cycloserine ile pleurocidinin sinerjitik etkisi ile elde edilen MIC degerinin her ikisinin
ayr1 ayrt MIC degerinden daha diisiik konsantrasyon degerinde patojene karsi etkili
oldugu tespit etmislerdir (Cole et al. 2000a).

Jia ve arkadaslar1 (2000) bazi katyonik antimikrobiyal peptitlerinin balik
patojeni Vibrio anguillarum'un neden oldugu enfeksiyona karsi korumada etkinliklerini
aragtirmiglardir. Bu calismada en etkili sonug aldiklar1 peptitlerden biri de pleurocidin
olarak belirtilmistir. Pleurocidinin C-terminal amidlenmis bir formu olan pleurocidin
amid deneylerde kullanilmis ve enfeksiyon durumunda baliklarda hayatta kalma oraninin

arttirdigini belirtmislerdir (Jia et al. 2000).

Cole ve arkadaslar1 (2000) pleurocidin geninin dort ekzon ve ii¢ introndan

olustugunu tespit etmislerdir. Sinyal bdlgesi ekzon-1 ve ekzon-2 tarafindan
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kodlanmaktadir. Olgun peptit, ekzon-2, ekzon-3 ve ekzon-4 tarafindan kodlanir. Propeptit
ekzon-4 tarafindan kodlanir. TATA ve CAAT kutulari sirastyla -56 ve -200'de bulunur.
Olgun pleurocidinin olusmasi i¢in amino-terminal sinyalinin ve karboksi-terminal
anyonik proparcasinin proteolitik boliinmeye ugrayan, 68 residue i¢eren bir prepropeptit

olarak var oldugu tahmin edilmektedir (Cole et al. 2000b).

Douglas ve arkadaslar1 (2001) pleurocidin ailesinde bulunan peptitlerin sinyal
dizilerinin ve asidik karboksi-terminal dizilerinin yiiksek oranda korundugunu tespit
etmislerdir. Pleurocidin gen ailesinin gen yapisinda ekzon-1’in sinyal dizisini ve
antimikrobiyal peptidin ilk yarisim1 kodladigi, ekzon-2’nin sonraki on amino asidini
kodladigi, ekzon-3’tin son ii¢ amino asidini ve asidik karboksi terminal kismini

kodladigin1 belirtmislerdir (Douglas et al. 2001).

Yoshida ve arkadaslar1 (2001) pleurocidinin yap1 ve aktivitesini agiklamak i¢in
biyolojik 6zellik ve aktivitesi {izerine ¢alismalarda bulunmuslardir. Circular Dichroism
(CD) Spektrometresi ol¢iimleri sonucunda DOPC/DOPG (3: 1, anyonik) vezikiillerin
varhiginda a-helisel bir yapida bulundugunu belirtmislerdir. Peptit 100 pM uygulamada
%06 tavsan kaninda %15 insan kaninda hemolitik aktivite ve orta diizeyde antimikrobiyal
aktivite tespit etmislerdir. Pleurocidinin asidik fosfolipit ile gii¢lii bir sekilde etkilesime
girdigini belirtmis ve lipit membranlarinda gozenek olusturarak etkilesime gectigi
tahmininde ~ bulunmuslardir. ~ Ayrica  pleurocidinin  a-helisitesi  ve/veya
hidrofobisitesindeki bir artisin ayn1 zamanda hemolitik ve antibakteriyel aktivitede de

artisa sebep olacagini tespit etmislerdir (Yoshida et al. 2001a).

Patrzykat ve arkadaslar1 (2002) pleurocidin (MIC 2 ug/mL) ve pleurocidin tiirevi
antimikrobiyal peptitlerden olan, peptit PM (MIC 4 pg/mL), C terminalinde amidlenmis
pleurocidin P-CN (MIC 1 ug/mL), pleurocidin ve kurbaga dermaseptinin amidatlanmis
bir melezi (P-Der) (MIC 2 ng/mL) peptitlerinin farkli MIC konsantrasyonlarinin
Escherichia coli sitoplazmik zar1 ve makromolekiiler sentezi {izerindeki etkilerini
incelemislerdir. Pleurocidin ve P- peptitlerinin 5 katt MIC degerleri E. coli sitoplazma
zarinda hasara neden olmadan hiicre i¢i islevleri inhibe etme yeteneginde oldugunu tespit

etmiglerdir. Tiim peptitlerin 10 kat MIC degeri uygulandiginda, bakterinin sitoplazmik
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membranimin hizli bir sekilde depolarizasyona ugradigini, makromolekiiler sentezinin

durduruldugunu ve hiicre 6liimiine neden oldugunu belirtmislerdir (Patrzykat et al. 2002).

Saint ve arkadaglar1 (2002) pleurocidinin membran gecirgenlestirme
mekanizmasini belirlemek icin yaptiklar1 ¢alismada pleurocidinin farkli diizlemsel lipit
katmanlarindaki etkisini arastirmislardir. Antibakteriyel etkinin muhtemelen bakteri
zarlarindaki iyon yollar1 olusumundan kaynaklandigi sonucuna varmislardir. Mekanizma
olarak ise torodial gozenek ve ‘hali modeli’ olusumu yoluyla pleurocidinin

gecirgenlestirme etkisinde bulundugu belirtmislerdir (Saint et al. 2002).

Patrzykat ve arkadaglar1 (2003) pleurocidinin korunan yan bolgelerine dayanan
dizilere sahip primerler kullanarak yassi balik tiirlerinden 35 dizi ¢ogaltmislardir.
Ardindan 20 peptit sentetik olarak iiretilmis (NRC-1 — NRC-20), peptitler Gram (+) ve
gram negatif bakterilere ve Candida albicans’a kars: test edilmistir. En aktif peptit ise
GWRTLLKKAEVKTVGKLALKHYL dizisine sahip, Amerikan pisi baligindan elde
edilen karboksi-terminus amidath dizidir ve 1 ila 8 pg/mL konsantrasyon araliginda

antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirtilmistir (Patrzykat et al. 2003)

Liiders ve arkadaslar1 (2003) 6karyot AMP olan pleurocidin ile prokaryot (laktik
asit bakterileri (LAB)) AMP’leri olan pediosin PA-1, sakacin P veya curvacin A ile
birlestirilmesi sonucu antimikrobiyal aktivite olarak olusabilecek sinerjitik etki iizerinde
calismiglaridir. LAB AMP’lerinin Gram (-) E.coli {izerinde etkide bulunmadigint (>512
pg/mL MIC) pleurocidinin 16 pg/mL MIC konsantrasyonunda etkide bulundugunu ve
LAB AMP’lerinin 1 ila 8 ng/mL konsantrasyonlarinin pleurocidinin etkisini dort kat
arttirdigini tespit etmislerdir. 2 pg/mL konsantrasyonunda pleurocidin, 18 saatlik inkiibe
edilmis bakteri kiiltiiriinde inhibisyon etkisinde bulunmazken, 16 ila 32 pg/mL
konsantrasyonlarinda LAB AMP'ler ile 2 pg/mL pleurocidin uygulamasinda %100
inhibisyon goriildigi belirtilmistir. Peptitlerin sinerjitik etkisini ise pleurocidinin Gram
(-) bakterilerde dis zarlarda gozeneklere neden oldugu ve LAB AMP’lerin de bu
gozeneklerden gecerek i¢ zarlara erisip etkinliklerini orada gergeklestirebilecegi seklinde

aciklamiglardir (Liders et al. 2003).
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Murray ve arkadaslar1 (2003) Kis pisi balig1 solungaglarinda pleurocidin
sentezinde gorevli spesifik hiicre tiplerini tespit etmek i¢in pleurocidin-spesifik bir RNA
probu ile Whole-mount in situ hybridization ve anti-pleurocidin antikoru ile whole-
mount immiinohistokimya analizleri ile ¢alismalarini gergeklestirmislerdir. Pleurocidinin
Kis pisi baligiin solungag filamentinin dncelikli olarak lamellar olmayan bolgeyle iliskili
belirli bir hiicre popiilasyonunda oldugunu ve bu hiicrelerin de histolojik teknikler ile
eozinofilik graniiler hiicreler (EGC'ler) oldugunu varsaymislardir (Murray, Gallant, and
Douglas 2003).

Lim ve arkadaslar1 (2004) pleurocidinin (Ple) 13. ve 17. aminoasidi olan glisin
(Gly)’in alanin (Ala) ile degistirilmesiyle (Gly—Ala) peptidin yapist ve bakteri hiicresi
seciciligi tlizerindeki etkilerini aragtirmiglardir. Ala ikameli ii¢ pleurocidin analogu
sentezlemislerdir, bunlar; Gly**’—Ala, Gly**— Ala, Gly'’— Ala. 3 Gram (+) ve 3 Gram
(-) bakteri ile yaptiklart MIC testinde analog peptitler ile pleurocidinin kendi MIC
degerleri arasinda Onemli bir fark goriilmemistir. Hemolitik aktivite acisindan
degerlendirildiginde Ple 100 mM konsantrasyonda %2,5 lizisle diisiik hemolitik aktivite
13,17

gostermistir. Gly
(100 mM'de %37,4), diger peptitler ise 100 mM'de %16,6 ve %15,4 oraninda benzer

— Ala siibstitiisyonu 6nemli bir hemolitik aktivite artis1 gdstermistir

hemolitik aktivite gostermistir. Peptitlerin konformasyonel degisimlerini incelediklerinde
sadece Gly**1’— Ala peptidinde a-helix igeriginde nemli bir artis tespit etmislerdir (Lim
et al. 2004).

Mason ve arkadaslar1 (2006) pleurocidinin antibiyotik mekanizmasini model
membranlar kullanarak belirlemek i¢in gergeklestirdikleri calismada, bakteriyel zarlar
taklit eden c¢ift katmanlarla pleurocidinin etkilesimini incelemislerdir. Bunun igin
floresans ve kati hal Niikkleer manyetik rezonans (NMR) spektroskopisi yontemlerini
kullanmiglardir. Pleurocidin anyonik fosfatidilgliserol model zarlarla giiglii bir sekilde
etkilesime girmistir. Doteryumlanmis zwitteriyonik lipitlere goére ise anyonik
doteryumlanmus lipitlerdeki lipit zincir diizenini daha fazla bozma yetenegine sahip
oldugunu belirtmisleridir. Ek olarak, pleurocidin histidin agisindan zengindir ve anyonik
lipitler ile giiclii etkilesim igindedir bu yiizen ortamin asidik olmas1 durumunun peptit
tizerindeki etkisini arastirmislardir. Asidik pH'ta histidin kalintilarinin protonlanmasi,

pleurocidinin membran bozma yetenegi tizerinde etkide bulunmadigini belirlemisglerdir
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ve histidin kalintilarinin hiicre i¢i bir 6ldiirme stratejisine katkida bulunabilecegini

ongoriisiinde bulunmuslardir (Mason et al. 2006).

Ji-Young ve arkadaslar1 (2006) pelurocidinin analogu olan pleurocidin-AA (Gly*
17 Ala) peptidi ile yaptiklar ¢alismalar sonucunda analog peptidin pleurocidinin aksine
hiicre segici peptit olmadigini ve zwitteriyonik fosfolipid membranlarla gii¢lii bir sekilde
etkilesime girdigini belirtmislerdir. Dairesel dihroizm spektrumlari, pleurocidin-AA'nin
pleurocidine kiyasla o-helix konformasyon igeriginin daha yiiksek oldugu tespit
etmiglerdir. NMR spektroskopisi ile belirlenen iigiinciil yapi, konum olarak Gly(3)'ten
Gly(17)'ye kadar olan uzun heliks ile Gly(17)'den Leu(25)'ye kadar olan kisa heliks
arasinda yapisal esneklik oldugunu ve bu esneklik yapisinin pleurocidinin bakteriyel

hiicre membrani se¢iciliginde rol oynayabilecegini belirtmisleridir (Ji-Young et al. 2006).

Chiou ve arkadaslar1 (2006) ii¢ dogrusal katyonik a -helisel antimikrobiyal
peptitler olan bdcek cecropin B, balik pleurocidini ve bir cecropin analogu CF17
peptitlerinin alabalik makrofaj hiicre hatti olan RTS11’de temsili bagisiklik ile ilgili
genlerin ifadesi iizerine etkilerini incelemisleridir. Ug peptit de iki pro-inflamatuar gen
olan interlokin-1p (IL-1B) ve siklo-oksijenaz-2 (COX-2)’nin ifade seviyelerini
arttirmistir. Bu durumun peptitlerin genler tizerindeki etkilerinin bakteriyel biiyiimeyi
engelleme yetenekleri ile iligkili olmadigini belirtmislerdir. Boylece peptitlerin konakta
immiinomodiilasyonu diizenlemek i¢in farkli bir mekanizma kullanildig1 ve patojenlere
kars1 antibakteriyel etki icin daha farkli bir mekanizma kullandig1 anlasilmaktadir. Ug
peptidin dort oOnemli balik patojeni olan Pseudomonas fluorescens, Aeromonas
salmonicida, Aeromonas hydrophila ve Vibrio anguillarum’a kars1 antibakteriyel
aktiviteleri test edilmis ti¢ peptit de P. fluorescens ve A. salmonicida'ya kars1 6nemli
inhibitor etkiler gosterirken A. hydrophila ve V. anguillarum’un pleurocidin ve

CF17'yekars1 direng gosterdigi belirtilmistir (Chiou et al. 2006).

Jung ve arkadaslar1 (2007) pleurocidinin antifungal aktivitesini arastirmis ve all-
D-Ple peptidini sentezlemislerdir. Pleurocidinin ~ Saccharomyces cerevisiae (KCTC
7296), Trichosporon beigelii (KCTC 7707) ve Candida albicans (TIMM 1768)’a karsi
2,5 ile 5 uM arasinda MIC degerlerine sahip oldugunu tespit etmislerdir. Sentetik all-D-
Ple, all-L- Ple'den iki kat daha giiglii antifungal aktivite gostermistir ve proteazlara karsi
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dayanikliliklar1 test edildiginde all- L- Ple'nin pargalandigi, all- D -Ple’nin ise dayanikli
kaldigin1 SDS-PAGE ile belirlemislerdir. Caligmalar sonucunda ise peptitlerin
kararliliginin in vitro veya in vivo antimikrobiyal aktiviteyi arttirdigi sonucuna varilmistir
(Jung et al. 2007).

Lee ve arkadaslar1 (2008) pleurocidinin enantiyomerik analogu D- amino asit
ikamesi ile bir peptit (D-Ple) tasarlayip bu peptidin proteolik direng, antimikrobiyal
aktivite ve hemolitik aktivite tizerindeki etkilerini arastirmislardir. Proteolize duyarlilig
test etmek i¢in alfa-kimotripsin, Staphylococcus aureus V8'den elde edilen endoproteinaz
Glu-C ve tripsin gibi proteazlar ile sindirim yapilmistir. HPLC sonuglarina gore D-Ple,
30 dakikalik enzimlerle inkiibasyon sonucunda tamamen saglam kalmistir, L-Ple ise
kismen ya da tamamen par¢alanmistir. D-Ple’nin antimikrobiyal aktivite olarak Gram (-)
ve Gram (+) bakterilere kars1 etkinligi L-Ple’ye gore azalmistir ancak yine de test edilen
¢ogu susa karsi etkinligi iyi bir seviyedir. Yapilan hemolitik aktivite testinde 100 ila 0,39
uM peptit ¢cozeltileri kullanildiginda en yiiksek seviye uygulamada D-Ple %19 hemoliz
gosterirken L-Ple %77 hemoliz gostermistir. 100 pM konsantrasyonda uygulama harig
diger konsantrasyonlarda D-Ple hemolitik etki gostermemistir (Lee and Lee 2008).

Tsuda ve arkadaslar1 (2008) pleurocidin bazli model peptitler sentezlemislerdir.
Sentezlenen peptitlerin C-terminal kismindan dort veya daha fazla amino asit
eksiltmiglerdir. C- terminal kisimdan Thr-His-Tyr-Leu amino asitlerinin ¢ikarilmasi
sonucunda antibakteriyel etkinin degismedigini ve hemolitik aktivitenin azaldigini

belirtmislerdir (Tsuda et al. 2008).

Sung ve arkadaslar1 (2008) pleurocidinde hidrofobik yiizeyinde Arg (R) veya Ser
(S) ikamesiyle analog peptitler tasarlamislardir. Ser ikamesi ile peptidde hidrofobisitenin
azaldigini ve Arg ikamesiyle hidrofobisitenin azalmasiyla beraber peptit katyonikligi +13
olacak sekilde artmistir (pleurocidin +8). CD Ol¢iimleri ile peptitlerin a-helix
konformasyonunun Arg ikamesinde %11,4, Ser ikamesinde %13,7’ye diistiigii tespit
edilmistir (pleurocidin %60). Peptitlerdeki bu degisim ile hemolitik aktivitede de azalis
goriilmistiir ancak antifungal aktivitede bir degisiklik goériilmemistir (Sung and Lee
2008).
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Mai ve arkadaslar1 (2011) karyojenik patojen olan Streptococcus mutans’a kasi
hedef-spesifik bir flizyon AMP tasarlamislardir. Tasarim peptit olan IMB-2 Sldiirme
ozelligini pleurocidinden, hedef o&zelligini ise S. mutans ComC sinyal peptidi
feromonunun (CSP) hedefleme alanindan almaktadir. Pleurosidinin 26 varyanti taranip
NRC-4 peptidi secilmistir ve peptidin farkli kisimlar1 6ldiiriicii alan olarak kullanilip
hedef alan ile flizyon peptitler elde edilmistir. IMB-2 S. mutans hiicrelerine kars1 5,65 pM
konsantrasyonda uygulandiktan 1 dakika sonra bakterilerin %30’u hayatta kalirken 15
dakika sonra %5’ten az1 hayatta kalmistir. Ayni1 konsantrasyon Streptococcus Sanguinis
ve Streptococcus gordonii bakterilerine de uygulandiktan 15 dakika sonra bakterilerin
%20’sinden azinin hayatta kaldigin1 belirtmislerdir. IMB-2’nin 5,65 uM konsantrasyonda
biyofilm hiicrelerinin %6011 15 dakika i¢inde 6ldiirdiigiinii tespit etmislerdir (Mai et al.
2011).

Cho ve arkadaslar1 (2011) pleurocidinin apoptozisin erken sinyal asamasinda
ozellikle sitotoksik hidroksil radikalleri ile hiicre ici ROS'un artigini indiiklendigini ve
oksidatif strese neden oldugunu patojen C. albicans'ta tespit etmislerdir. Oksidatif stres
olusumu ile DNA ve c¢ekirdeklerin hiicrelerde pargalandigini ve pleurocidin
uygulamasinin  mitokondriyal membran depolarizasyonuna neden oldugunu

belirtmislerdir (Cho and Lee 2011).

Tao ve arkadaslar1 (2011) cesitli karyojenik bakterilere karst pleurocidini test
etmislerdir. Oral mikroorganizmalara kars1 yapilan MIC testinde 2 pg/mL ile >256
pg/mL konsantrasyonlarda MIC degerleri elde etmislerdir. MBC degerleri de 8 pg/mL ile
256 pg/mL arasinda degismistir. In vitro BioFlux akis biyofilmlerine kars1 pleurocidin
denendiginde olumlu sonuglar elde edilmistir. Ayrica tikiiriikkte ¢éziinen pleurocidinin
antimikrobiyal aktivitesini kaybetmedigini, S. mutans ve Streptococcus sobrinus’u 64
pg/mL konsantrasyonda 2 dakikada hizla dldiiriilebilecegini ve bu 6zellikleri kaynakli
sakiz ve gargara gibi {iriinlerin igeriginde antimikrobiyal madde olarak pleurocidinin

kullanilabilecegini belirtmislerdir (Tao et al. 2011).

Morash ve arkadaslart (2011) pleurocidinin 26 farkli varyantinin antikanser
aktivitesini belirlemek i¢in bir hiicre hatt1 ve zebra balig1 embriyo modeli kullanmiglardir.

Peptitlerden en amfipatik ve pozitif yiiklii olanlarin insan 16semi (HL60) hiicrelerine kars1
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in vitro testlerde en etkili peptitler oldugunu ve hemolitik aktivite gostermedigini
belirtmislerdir. Aktif peptitlerin kanser hiicrelerinde in vivo olarak onkoz ve apaptozu
segici olarak indiikledigini tespit etmislerdir. insan 16semi (HL60) hiicrelerinde 12
peptidin (NRC-03, -04, -07, -11, -14, -16, -17, -19, -123, -125, -126 ve -127) MTT [3-
(4,5-dimetil-2-tiyazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolium bromiir] testi ile degerlendirildiginde
oldukca toksik (litik aktivite degerleri 32 pg/mL'nin altinda) oldugunu belirtmislerdir
(Morash et al. 2011).

Choi ve arkadaslart (2012) pleurocidinin antibiyotiklerle sinerjitik etkisini
arastirmak i¢in pleurocidin/ampicillin, pleurocidin/chloramphenicol,
pleurocidin/erythromycin kombinasyonlarint Gram (-) ve Gram (+) bakteriler lizerinde
uygulamiglardir. Kombinasyonlarin sinerjitik etki gosterip bakterilere karst MIC
degerlerinde azalmalar (Enterococcus faecium hari¢) elde edilmistir.  Ayrica
pleurocidinin tek basma ve antibiyotiklerle kombinasyonu yapildiginda hidroksil
radikallerin olusumunu indiikledigini ve bunun sinerjizmi olusturdugunu, antibiyofilm
ozellik gostererek dnceden olugmus bakteriyel biyofilmi temizledigini tespit etmislerdir

(Choi and Lee 2012).

Souza ve arkadaslar1 (2013) yaptiklari ¢alisma ile pleurocidinin peptit pargalarinin
antibakteriyel ve antifungal aktivitelerini analiz etmislerdir. Peptit dizisinden bes kisim
secilmis ve bu peptitler Plc-1, Plc-2, Plc-3, Plc-4 ve Plc-5 olarak adlandirilmis. Plc-2
(KHVGKAALTHYL) pleurocidinin C-terminusundaki 12 amino asitlik kisimdir ve bu
peptit diger peptitlerin (Plc-1, Plc-3, Plc-4, Plc-5) aksine pleurocidin ile (Enterococcus
faecalis hari¢) benzer antibakteriyel etki gostermistir, diger peptitlerde MIC degerinin
arttig1 gortiilmistiir. Plc-2 amino asit i¢eriginin pleurocidinin antimikrobiyal aktivitesini

koruyan en kiigiik ve kritik amino asit dizi oldugunu belirtmislerdir (Souza et al. 2013).

Hilchie ve arkadasglar1 (2013) pleurocidin peptitlerinden NRC-03 ve NRC-07'nin
multipl miyelom hiicrelerine baglandigimi ve hizli bir sekilde o6ldiirdiigiinii tespit
etmiglerdir. NRC-03’iin NRC-07’den daha fazla sitotoksit aktivite gosterdigini ve
bagisikligr yetersiz farelerde NRC-03'"lin tiimdr ig¢ine enjeksiyonunun multipl miyelom

ksenograftlarinin biiylimesini bozdugunu belirtmislerdir (Hilchie et al. 2013).
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Pundir ve arkadadaslar1 (2014) 20 farkli pleurocidin peptidi (NRC-01 ila NRC-
20) taramas1 sonucunda baz1 peptitlerin insan mast hiicre hattt LAD2'yi (Laboratory of
Allergic Diseases 2) degraniile edebildigini tespit etmislerdir. Peptitlerden NRC-04’iin
mast hiicresi gociinde, adezyonunda, degraniilasyonunda ve kemokin {iretiminin
indiiklemesinde etkisinin oldugunu goérmiislerdir. Ayrica bu peptidin G proteinine baglh
reseptor sinyalizasyonu yoluyla insan mast hiicrelerini aktive etmesini tespit etmeleri ile

bu peptidin immiinomodiilator etkilere sahip olabilecegini diisiinmektedirler (Pundir et

al. 2014).

Chuang ve arkadaslar1 (2014) pleurocidinin adjuvan olma potansiyeli lizerine
calismiglardir. Pleurocidin peptidi ve rGAPDH proteini, poli(laktid-ko-glikolid) (PLG)
polimerinden yapilmis polimerik mikropartikiillere kapsiillenmistir ve PLG-
PLE/rGAPDH mikropartikiilleri elde edilmistir. Bu mikropartekiil Epinephelus coioides
baliginda V. harveyi’ye karst %85 sag kalim saglamistir. Bu oran, PLG-rGAPDH
mikropartikiillerinde ise %67’dir, bdylece PLG-PLE/fGAPDH mikropartikiilleri
tarafindan olusturulandan sag kalim oOnemli Ol¢lide daha yiiksek oldugunu tespit
etmiglerdir._ Uzun siireli GAPDH'ye 06zgii bagisiklik (serum titreleri ve lenfosit
proliferasyonu) agisindan kiyaslandiginda PLG-PLE/rGAPDH mikropartikiilleri, PLG-
rGAPDH mikropartikiillerine gore daha iyi etkide bulundugunu_belirtmislerdir_(Chuang
etal. 2014).

Wang ve arkadaslar1 (2015) pleurocidinin gidalarda koruyucu olarak kullanilma
potansiyelinin arastirmiglardir. Pleurocidin, ultra ince PVA (polivinil alkol) elyaf
matlarina elektrospinning teknolojisi yoluyla dahil edilmistir. Sicakliga bagli olarak
pleurocidin elyaf matlardan salinmaktadir. Ple/PVA elyaflarinin anti mikrobiyal etkisi
incelendiginde E. coliveS. aureus'akarst etkili oldugunu belirlemislerdir. PVA
nanofiberinden salinan pleurocidinin serbest pleurocidine kiyasla 4 °C'de 14 giin iginde
elma sarabindaki Escherichia coli 0O157:H7 azalimin1 2,5 logio CFU/mL daha fazla
gerceklestirdigini tespit etmislerdir. Sonug olarak pleurocidinin PVA elektrospining
nanofiberine hapsedilmesi ile antimikrobiyal aktivitesinin korunabilecegini ve gidalari
patojenlere karsi korumada ve raf dmriinii uzatmada potansiyel olarak kullanilabilecegini
belirtmislerdir (Wang, Yue, and Lee 2015).
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Zhang ve arkadaslar1 (2016) pleurocidini temel alarak 15 farkli peptit (PM1—
PM15) tasarlamislardir.  S. mutans UA159, S. sanguinis ATCC 10556 veS.
sobrinus ATCC 6715 bakterilerine kars1 antibakteriyel aktivite tayini yaptiklarinda PM11
peptidi (8-16 pg/mL) pleurocidine (8-32 pg/mL) gore daha iyi MIC sonucu vermistir.
PM14, 12 amino asit icerigi ile serideki en kisa antibakteriyel etkinligini (MIC araligi,
16-32 pg/mL) koruyan peptittir. Ancak diger peptitlerde antibakteriyel aktivitenin
oldukca azaldig1 goriilmistiir (Zhang et al. 2016a).

Lee ve arkadaglari (2016) pleurocidin ve E.coli ile yaptiklart g¢alismada
pleurocidinin artan konsantrasyonlarda (0.5— 1- 2 MIC) konsantrasyona bagl bir sekilde
bakteri zarlar1 tiizerinde belirgin sekilde etki ederken, hiicre canliliginin peptit
konsantrasyonundan (0.5— 1- 2 MIC) bagimsiz sekilde neredeyse benzer etkide oldugunu
tespit etmislerdir. Pleurocidinin diisiik konsantrasyonlarda antibakteriyel etkisini nasil
gosterdigini anlamak igin hiicre i¢i apoptoz benzeri 6liimiin (ALD) indiiksiyonu lizerinde
calismiglardir ve sub-letal pleurocidin konsantrasyonunun kaspaz benzeri protein ve

RecA araciligr ile E. coli'de ALD'ye yol agtigini belirtmislerdir (Lee and Lee 2016).

Shi ve arkadaslar1 (2017) enfeksiyon durumunda kan dolasiminda bulunabilecek
patojenlere karsi pleurocidin ile fonksiyonellestirilmis piezoelektrik sensére dayali hizli
tespit i¢in bir yontem gelistirmislerdir. Calismada, pleurocidin/tek duvarli karbon
nanotiipler/interdijital elektrot-cok kanall1 bir seri piezoelektrik kuvars
kristal (pleurocidin/SWCNT/IDE-MSPQC) sensoriinde pleurocidin, patojenleri tanima
probu olarak gorev almistir. Pleurocidin ile patojen arasinda spesifik etkilesim ile
pleurocidinin SWCNT modifiye edilmis IDE'den ayrilmasina bu da MSPQC'nin hassas
bir frekans kaymasi tepkisine yol agmistir. Gelistirilen bu yontem ile patojenlerin 15

dakika icinde tespit edilebilecegini belirtmislerdir (Shi et al. 2017).

Talandashti ve arkadaslar1 (2019) pleurocidinin farkli membranlarla etkilesimi
incelemek i¢in 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine [DOPC]; bir zwitteriyonik zar
modeli, DOPC/1,2-dioleoyl-sn-glycero3-phosphoglycerol [DOPG] (3:1); anyonik lipit
¢ift katman igin bir model; 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine
[POPE]/1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphoglycerol [POPG] (3:1); Gram (-)
bakteriyel membran model; POPE/POPG (1:3) Gram (+) bakteriyel membran model
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tizerinde calismalar yapmislardir. Sonug olarak pleurocidinin zwitteriyonik fosfolipitlere
kiyasla anyonik lipit ¢ift katmaninda daha iyi etkilesim ve daha fazla diizensizlige neden
olabilecegi belirlenmistir. Eritrositlerde kolesterol molekiillerinin bulunmasinin
eritrositleri pleurocidine karsi korumaya yardimci oldugunu ve peptitdeki Lys amino
asidinin 6zellikle anyonik, Gram (-) ve Gram (+) membranlar ile etkilesimde énemli rol

oynadigini belirtmislerdir (Talandashti et al. 2019).

Manzo ve arkadaslar1 (2020) pleurocidin, pleurocidin-KR, pleurocidin-VA ve
bunlarin tiim D- amino asit analoglar1 ile peptit-lipit molekiiller arasi hidrojen bagi
yeteneklerinin arttirllmasinin, membran translokasyonu ile iliskili konformasyonel
esneklik, membran hasar1 ve giicli lizerine olumlu etkiler sagladigint ve Gram (+)
bakterilere kars1 peptit etkinligini arttiracagini tespit etmiglerdir. Calisilan peptitlerden
ozellikle D- pleurocidin-KR olmak iizere pleurocidin analoglarinin pro-inflamatuar
sitokinlerin salinimini tetiklemeden intravendz olarak bakteriyel akciger enfeksiyonlarini

tedavi etmek i¢in uygulanabilecegini belirtmislerdir (Manzo et al. 2020).

Li ve arkadaslar1 (2021) iglerinde pleurocidinin de bulundugu 14 temsili
antibiyofilm peptidin antimikrobiyal ve antibiyofilm etkinliklerini S. mutans UA159
(ATCC 700610), P. aeruginosa (ATCC27853) ve maya C. albicans SC5314 (ATCC
MY A-2876) iizerinde karsilastirmislardir. Yapilan c¢aligmada 5 temsili peptit ve
pleurocidinin (MBIC 0,025- 0,1 mg/mL) test edilen ii¢ susa kars1 antibiyofilm aktivite
gosterdigini belirtmiglerdir (Li, Chen, and Lin 2021b)

Talandashti ve arkadaslar1 (2021) pleurocidinin membranlarda gézenek olusum
mekanizmasinin anlagilabilmesi i¢im tiim atom (AA) ve kaba taneli (CG) molekiiler
dinamik (MD) simiilasyonlarint ¢alismislardir. Gozenek olusumunun erken asamalari
500 ns AA simiilasyonlar1 incelendiginde pleurocidinin iki peptitli gézenek olusturdugu
ve su molekiillerinin buradan akabilecegini gostermistir, 25 pus CG simiilasyonlarinda ise
iki peptidden fazlasin gbézenek olusumu ic¢in biriktigini tespit edilmistir. 2,5 ps
simiilasyondan sonra peptitlerin bir araya gelip gozenek seklinde zar boyunca kanal

olusturacagini belirtmiglerdir (Talandashti et al. 2021).
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Sandin ve arkadaslar1 (2022) E. coli hiicrelerini, i¢lerinde pleurocidinin de oldugu
AMP’lerle toleransli olacak sekilde evrimlestirmislerdir. Ardindan pleurocidin ele
alindiginda pleurocidine toleransli suslarin kanamisin, siprofloksasin ve nalidiksik aside
karst duyarliliinin degistigini ancak ampisiline karst duyarliliginin degismemis
oldugunu belirtmislerdir. Evrimlesmis suslar antibiyotiklere karsi tolerans gostermistir bu

da yavas oldiirme egrilerinde gdsterilmistir (Sandin et al. 2022).

Wang ve arkadaslari (2022) pleurocidinin C-terminusundaki 11 amino asidi kesip
GK-1 peptidini elde etmislerdir. Ardindan a-helix olusumu i¢in uygun olmayan Glisin
(Gly) yerine oldukga hidrofobik olan Trp ve hidrofilik Lys kullanilarak GK-1 peptit dizisi
tizerinde amino asit degisiklikleri yapmislardir boylece GK-2, GK-3 ve GK-4 peptidlerini
tasarlamiglardir. Tasarlanan peptitlerden GK-4’1in en iyi bakteriyostatik aktivite, yliksek
stabilite, diisiik hemoliz ve pepsin uygulamasina karsi hidrolitik diren¢ gdsterdigi
belirtilmistir. Ayrica ROS olusumunu destekledigi ve membrana 6zgii bilesenler ile
etkilesime girip membran hasarina eden oldugu tespit edilmistir. GK-4’iin SEM ve CD
analizi, pepsin hidrolizine direnme yetenegini dogrulamistir ve bu kararliligin da helix

yapisindan kaynaklanabilecegini belirtmislerdir (Wang et al. 2022).

Popitool ve arkadaslar1 (2023) pleurocidinden tiiretilen PM11 peptidinin hem
Gram (+) hem de Gram (-) sigir mastitis bakterilerine karsi test etmislerdir. E. coli susu
SCM1249, Klebsiella spp susu SCM1282, S.aureus susu CMO967,
Streptococcus agalactiae susu SCM1084 ve Streptococcus uberis susu SCM1310 ile
yapilan ¢alismada PM11’in Klebsiella spp. hari¢ diger bakterilere karsi antimikrobiyal
etki gosterdigi tespit edilmistir (Popitool et al. 2023).

Ramos ve arkadaglar1 (2024) yara ile iligkili patojenlerin oldiiriilmesi i¢in
pleurocidinin topikal uygulamasi iizerinde calismislardir. Koaksiyel elektro-egirme
kullanilarak polivinil alkol (PVA) lif matrislerine dahil edilen ve AMP salinim1 yapilan
sistemde pleurocidin salindiginda aktivitesini korudugunu ve iki Acinetobacter
baumannii susu (AYE; ATCC 17978) ve diger ESKAPE patojenlerinin biiyiimesini
engelledigini belirtmislerdir (Ramos et al. 2024)
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3.1. Materyal

3.1.1. Cihazlar

Tez calismasinda kullanilan cihazlar, Erzurum Teknik Universitesi, Yiiksek

Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi (YUTAM), Molekiiler Mikrobiyoloji

Laboratuvarinda  bulunmaktadir. Kullanilan cihazlarin listesi  Cizelge
gosterilmistir.
Cizelge 3.1. Cihazlarin ad1 ve modelleri
Cihazlar Marka-Model | Cihazlar Marka-Model
+4 °C Sogutucu Beko Homojenizatér | Qiagen Tissue
Lyser LT
-20 °C Sogutucu | Beko Jel Gorlintiileme | Bio-Rad PowePac
Sistemi Basic
Mikrobiyoloji Bio Safety Taramali FEI Quanta 250
Steril Kabin Cabinet Classll | Elektron
Mikroskobu
Statik Inkiibator Memmert PCR Cihaz1 Thermo Scientific
Calkalayici Niikleon Vortex XH-C Vortex
Inkiibator Incubator
Otoklav Hiramaya Hv Isik mikroskobu | ZEISS, Prmo Star
50-L
Ultra Saf Su Millipore Q-3W | qRT-PCR Rotor-Gene Q
Cihaz1 Cihaz1
Mikroplaka BioTek Epoch | Homojenizator | Qiagen Tissue
Spektrofotometrisi Lyser LT
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3.1.2. Tez Calismasinda Kullanilan Mikroorganizmalar ve Hiicre Hatti

Bakteri ve maya suslari Erzurum Teknik Universitesi Molekiiler Mikrobiyoloji
Arastirma Laboratuvarindan temin edilmistir, patojen mikroorganizmalar Cizelge 3.2°de
verilmistir. Insan dermal fibroblast hiicre hatt1 ise (HDFa, ATCC® PCS-201-012)

Erzurum Teknik Universitesi, Kanser Arastirma Laboratuvarindan temin edilmistir.

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan patojen mikroorganizmalar.

Bakteri suslari Kodlari

Staphylococcus aureus ATCC 25923, ATCC 43300, ATCC 6538

Enterococcus faecalis ATCC 29212

Pseudomonas aeruginosa PAOL, ATCC 10145, ATCC 27853

Escherichia coli ATCC 25922, Coklu antibiyotik direngliligine
sahip 1 klinik izolat (EC1)

Acinetobacter baumannii ATCC BAA-1605

Klebsiella pneumoniae Coklu antibiyotik direngliligine sahip 2 klinik

izolatlar (KP1, KP2)

Maya suslari

Candida albicans ATCC 90028
Candida dubliniensis CBS 7987
Candida glabrata ATCC 2001
Candida parapsilosis ATCC 220199
Candida tropicalis KUEN 1025

3.1.3. Calismada Kullanilan Besiyerleri ve Hazirlamislar:

3.1.3.1. Luria-Bertani (LB) Broth

LB broth toz besiyerinden 25 g tartilmis ve 1 L distile suda ¢oztlmiistiir. 121°C'
de 15 dakika otoklav ile sterilize edilmistir. Kullanilana kadar +4°C'de muhafaza

edilmistir.

3.1.3.2. Luria-Bertani Agar (LBA)

LB agar toz besiyerinden 40 g tartilmig ve 1 L distile su ile ¢oziilmiistiir. 121°C'
de 15 dakika otoklav ile sterilize edilmistir. Otoklav sonrasi petri kaplarina dokiilmiis ve

kullanilana kadar +4°C'de muhafaza edilmistir.
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3.1.3.3. Mueller-Hinton Broth (MHB)

MHB toz besiyerinden 26,5 g tartilmis 1 L distile suda ¢oziilmiistiir. 121°C' de 15

dakika otoklav ile sterilize edilmistir.

3.1.3.4 Mueller-Hinton Agar (MHA)

MHA toz besiyerinden 36 g tartilmis ve 1 L distile suda ¢oziilmistiir. 121°C’de
15 dakika otoklav ile sterilize edilmistir. Ardindan petri kaplarina dokiiliip +4°C'de

muhafaza edilmistir.

3.1.3.5 Triptik Soy Broth (TSB)

TSB toz besiyerinden 30 g tartilip 1 L distile suda ¢oziilmiistiir. 121°C’de 15
dakika otoklav ile sterilize edilmistir. Otoklav sonrasi kullanilana kadar 4°C'de

saklanmustir.

3.1.3.6. Patates Dekstroz Agar (PDA)

PDA toz besiyerinden 39 g tartilmis ve 1 L disitle su ile ¢oziilmistiir. 121°C’de
15 dakika otoklav ile sterilize edilmistir. Ardindan petri kaplarina dokiilerek

kullanilmigtir. Kullanilana kadar +4°C'de muhafaza edilmistir.

3.1.3.7. Plate Count Agar (PCA)

PCA toz besiyerinden 22,5 g tartilmis ve 1 L distile su ile ¢ozlilmiistiir. Otoklav
ile 121°C’de 15 dakika steril hale getirilmistir. Petri kaplarina dokiiliip kullanilana kadar

+4°C'de muhafaza edilmistir.

3.1.3.8. Nematode Growth Medium (NGM)

C. elegans’1 kiiltiire almak ve gelistirmek i¢in Nematod Biiyiime Ortami (NGM)

besiyeri kullanilmistir. Besiyeri igerigi c¢izelge 3.2’de verilmistir. Besiyeri igerigi
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hazirlandiktan sonra steril etmek icin 121°C’de 15 dakika otoklavlanmistir. 50°C’ye
kadar sogutulduktan sonra otoklav sonras1 maddeleri eklenmis ardinda 90 mm ve 16 mm
petri kaplarina dokiilmistiir. Kullanilana kadar +4°C’de muhafaza edilmistir. NGM

besiyeri igerigi Cizelge 3.3’te verilmistir.

Cizelge 3.3. NGM besiyeri icerigi.

NGM 1L i¢cin otoklav 6ncesi 1L icin otoklav sonrasi
NaCl 3g/mL 1 mL kolesterol (5mg/mL)
Pepton 2,59/mL 1 mL 1M CaCl:

Agar 20g/mL 1 mL 1M MgSOs4

25 mL 1M KH2PO4

3.1.4. Biyofilm Testi Soliisyonlari

3.1.4.1. %0,1’lik Kristal Viyole Boyasi

Graniil halinde bulunan kristal viyole (KV) boyasindan 50 mL’lik hazirlamak igin
0,05 g tartilmis 35 ml %99’lik etil alkolde ¢oziilmiistiir. Ardindan 15 mL saf su eklenip 1
giin bekletilmistir. Siire sonunda boya 0,22 um’lik filtreden gegirilerek kullanilmistir.

3.1.4.2. %30’luk Asetik Asit

50 mL %30’luk Asetik Asit hazirlamak i¢in 35 ml saf suyun ilizerine yavas bir
sekilde %99,9°luk asetik asitten 15 ml ilave edilmistir.

3.1.5. C. elegans deneylerinde Kullanilan Soliisyonlar

3.1.5.1. M9 Buffer

M9 buffer hazirlamak i¢in 0,3g KH2PO4, 0,69 NazHPO4, 0.5g NaCl tartilmis ve
tizerine 100 mL distile su eklenmistir. Ardindan otoklav ile 121°C’de 15 dakika steril
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hale getirilmistir. Otoklav sonrasi soliisyon soguduktan sonra 1M 100 pL MgSOa

eklenmistir. +4°C’de muhafaza edilmistir.

3.1.5.2. S Buffer

S buffer hazirlamak i¢in Cizelge 3.4’deki maddeler kullanilmistir. Soliisyon

hazirlandiktan sonra steril hale getirmek i¢in 121 °C’de 15 dakika otoklavlanmuistir.

Cizelge 3.4. S buffer icerigi.

S Buffer 100 mL
K2HPO4 (0,05M) 129 mL
KH2PO4 (0,056M) 87,1 mL
NaCl 0,585¢

3.1.5.3. Yumusak Agar Dondurma Cozeltisi

0,58 g NaCl, 0,68 g KH2POa, 30 g gliserol, 0,56 mL 1M NaOH, 0,4 g agar bir
araya getirilip iizerine 100 mL distile su eklenmistir ardindan steril etmek icin 121 °C’de

15 dakika otoklavlanmustir.

3.1.5.4. Floxuridine (5'-fluorodeoxyuridine, FUdR)

Ticari olarak 100 mg satin alinan FUdR 4 ml steril distile su ile ¢oziindiiriilmiistiir,
boylece 100 mM (25 ug/ mL) konsantrasyonunda FUdR soliisyonu elde edilmis ve -
20°C’de muhafaza edilmistir.

3.1.6. Primerler

3.1.6.1 Patojen Viriilans Genlerinin Primerleri

gRT-PCR ile ekspresyon seviyeleri incelenecek genlerin primerlerinin listesi
Cizelge 3.5’te verilmistir.
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Cizelge 3.5. Patojen bakteriler i¢in qQRT-PCR ile ekspresyon seviyeleri incelenecek olan

genlere ait primerler.

Bakteri Genler Primer dizileri Referanslar
tarleri
S. aureus
(MRSA)
gyrB F: 5 ATCTGGTCGTGACTCTAGAA3’ Bezar et al.
R: 5> TGTACCAAATGCTGTGATCA3’ 2019
hla F: >GTACAGTTGCAACTACCTGA3’ Bezar et al.
R: 5’CCGCCAATTTTTCCTGTATC3’ 2019
agrA F: > ACGAGTCACAGTGAACTTAC3’ Bezar et al.
R: ’GACAACAATTGTAAGCGTGT3’ 2019
blaZ F: >’TGCTTTAAATACTAAAAGTGGTAAGG3’ Alexander vd,
R:5’AGCAACTATATCATCTTTGTTAATATG3> 2020
pbp2a F: SACTTAAAACAAGCAATAGAATCATCAG3’  Alexander vd,
R: 2020
5’ AATTTGAGCATTATAAAATGGATAATCAC3’
P.aeruginosa
(PAO1)
rpoD  F: SCATCCGCATGATCAACGACA3’ Beaudoin et
R: 5>GATCGATATAGCCGCTGAGG3’ al. 2012
lasB  F: S’GGAATGAACGAAGCGTTCTCCGAC3’ Faraji et al,
R: ’TTGGCGTCGACGAACACCTCG3’ 2016
PilA  F:5 CAGAGGCGACTGGTGAAATC3’ Panayidou et
R: 5> AGGGTAGAGTCAGCCGGAAT3’ al, 2020
algD  F: 5’GCGACCTGGACCTGGGCT3’ Beatrice et al,
R: ’TCCTCGATCAGCGGGATC3’ 2004
oprl  F:5° AACAGCGGTGCCGTTGAC3’ Beatrice et al,

R: 5 GTCGGAGCTGTCGTACTCGAA3’

2004

3.1.6.2. C. Elegans Bagisiklik Genlerinin Primerleri

gRT-PCR ile ekspresyon seviyeleri incelenecek genlerin primerlerinin listesi
Cizelge 3.6’da verilmistir.
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Cizelge 3.6. C.elegans i¢in qRT-PCR ile ekspresyon seviyeleri incelenecek olan genlere

ait primerler.

Genler Primer dizileri Referanslar

pmp_3 F: > AGGATGATTGGCCGGATGAT3’ Bu ¢galisma
R: 5’>CGACGCCAATGACAATCCAT3’

akt-1 F: 5SACGTTGTGTTGATTGGTGGG3’ Bu ¢alisma
R: 5’CCGGTGAGCAAAGTTCTAGC3’

atf-7 CCACAAAACGGTACACCTGG3’ Bu ¢alisma
R: 5> TACCCTTTCGAGTTCCCGTC3’

nlp-29 F:5GTTCTTGTCGTCCTTCTCGC3’ Bu ¢alisma
R: 5’ACTTTCCCCATCCTCCATACA3Z’

Zip-2 Zip-2 F: ’ATGCATTCGATTTCCCACCG3’ Bu ¢alisma

Zip2 R: 5 CGCTGGAGGAGAAATGTGTG3’

3.2 Yontem

3.2.1. Pleurocidin Tiirevleri Olan GK-11 ve LF-12’nin Tasarim

Pleurocidin tiirevi peptitler olan GK-11 ve LF-12 peptitleri biyoinformatik araglar
kullanilarak tasarlanmistir. Burada peptitlerin yiikleri, hedef bolgeleri, uzunluklari,
hidrofilikligi gibi 6zellikleri goz onilinde bulundurularak veri tabanlarinda filtrelemeler

sonucunda GK-11 ve LF-12 peptitlerinin dizileri elde edilmistir.

3.2.2. Pleurocidin Tiirevleri Olan GK-11 ve LF-12’nin Sentezi

Tasarlanan peptitler (GenScript Biotech USA) mikrodalga destekli kat1 faz peptit
sentezi metodu ile sentezlenmistir. Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC), C-
18 kolonlar1 ile saflastirma isleminin ardindan liyofilize peptitler elde edilmistir. Sentez
sonras1 kontroller ayn1 firma tarafindan HPLC ve kiitle spektroskopisi ile yapilmistir.

(Merrifield 1986) .
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3.23. GK-11 ve LF-12 Peptitlerinin Yaspisimin ve Karakterizasyonunun

Belirlenmesi

Sentezlenen peptit molekiillerinin karakterizasyonu ve sekonder yapilarinin tayini
icin, Fourier Doniistimli Kizil6tesi Spektroskopisi (FTIR) ve Dairesel Dikroizm (CD)

spektroskobisi teknikleri kullanilmustir.

3.2.3.1. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FT-IR) Analizi

FTIR-ATR, Bruker VERTEX 70 V cihaz1 kullanilarak, fosfat tamponu igerisinde
¢Oziilmiis olan 5 pg/mL ABP molekiillerinin 500-4000/cm™ frekans araliginda dlgiimleri
almmustir (Sadat and Joye 2020a).

3.2.3.2. Circular Dichroism (CD) Spektrometresi

0,1 pg/mL fosfat tamponu igerisinde ¢6ziilmiis olan peptit drneklerin spektrumlari,
50 nm/dakika tarama hizinda, 190-260 nm araliginda 25°C sicaklikta dlglilmustiir. Elde
edilen spektrumlar Bestsel algortmasi kullanilarak peptitlerin sekonder yapilar
belirlenmistir (Zhao et al. 2016).

3.2.4. GK-11 ve LF-12 Peptitlerinin Antimikrobiyal ve Antibiyofilm Aktivitelerinin

Belirlenmesi

3.2.4.1. Bakteri ve Maya Suslariin Kiiltiire Alinmasi

Peptitlerin antimikrobiyal ve antibiyofilm aktivitelerini degerlendirmek igin, -80
stoklarinda bulunan patojen mikroorganizmalar1 kullanilmistir. Patojen bakteri suslar
Mueller Hinton Agar (MHA) ve Tryptic Soy Agar (TSA) besiyerinde 37°C’de 24 saatlik
kiltiirler halinde gelistirilmistir. Antikandidal aktivite tayini i¢in kullanilan Candida
tirleri Potato Dekstrose Agar (PDA) besiyerinde 30°C’de 24-48 saatlik kiiltiirler ile

gelistirilmistir.
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3.2.4.2. Antimikrobiyal Aktivitenin Mikrodiliisyon Testi ile Belirlenmesi

Peptitlerin minimum inhibisyon konsantrasyonlart (MIC) mikrodiliisyon testi ile
belirlenmigtir. Peptitlerin bakterilere karst MIC degerinin belirlenmesi i¢in 96 kuyulu
plaklara 100 pL steril MHB besiyeri dagitilmis ve artan konsantrasyonda (0-512 pg/mL)
GK-11 ve LF-12 peptitleri eklenmistir. Ardindan bu kuyularin tizerlerine 37°C’de
overnight gelismis, 0,5 McFarland olarak ayarlanmis bakteri suslar1 100 pL olarak
eklenmistir. Plaklar 37°C’de 24 saatlik statik inkiibasyona birakilmistir. 24 saat sonra

tiremenin olmadig1 konsantrasyonlar peptitlerin bakterilere kars1t MIC degerini vermistir.

Candida tiirlerine kars1t MIC degerlerinin belirlenmesi i¢in, mayalar 24 saat PDB
besiyerinde gelistirilip konsantrasyonlar1 1X10°-5X10° hiicre olacak sekilde
ayarlanmigtir. 96 kuyulu plaklara 100 pL. RPMI 1640 besiyeri (MOPS
(morpholinepropanesulfonic acid) eklenmis RPMI besiyeri) dagitilmis ve artan
konsantrasyonlarda (0-512 pg/mL) GK-11 ve LF-12 peptitleri eklenmistir. Bu kuyularin
tizerlerine konsantrasyonu ayarlanan maya hiicrelerinden 100 pL eklenmis ve 48 saat 37
°C’de statik inkiibasyona birakilmigtir. 48 saat sonunda {iremenin olmadigi

konsantrasyonlar MIC degeri olarak belirlenmistir (de Morais et al. 2023).

3.2.4.3. Antibiyofilm Aktivitenin Kristal Viyole (KV) ile Belirlenmesi

3.2.4.3.1. Peptitlerin Biyofilm Olusumu Uzerine Etkilerinin (MBIC) Belirlenmesi

96 kuyulu plaka kuyularina 100 pL. MHB besiyeri konulmustur ve artan
konsantrasyonlarda (0-512 pg/mL) GK-11 ve LF-12 peptitleri eklenmistir. Ardindan 0.5
McFarland olarak ayarlanan PAO1 ve MRSA bakterileri 100 pL olarak kuyulara
dagitilmistir. Plaklar 37°C’de 48 saat statik inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda
kuyularin igerigi c¢ikarilmis ve 3 defa PBS ile tiim kuyular yikanmistir. Kuyu
yiizeylerindeki biyofilmleri boyamak i¢in %0,1’lik KV, 200 pL olarak kuyulara eklenip
20 dakika beklenmistir. Stire sonunda musluk suyu ile boyalarin fazlasi1 kuyulardan
temizlenmistir. Ardindan %30’luk asetik asit eklenmis ve 5 dakika boyanin ¢éziinmesi

beklenip spektrofotometrede ODsgs nm’de 6lgiim alinmistir. Sadece besiyeri eklenen

40



3. MATERYAL ve YONTEM

kuyular negatif kontrol sadece patojen mikroorganizma igeren kuyular pozitif kontrol
olarak kullanilmistir. Boyama ve o6l¢iim sonucunda biyofilm yapisinin olugmadigi

konsantrasyonlar MBIC degeri olarak belirlenmistir (Li, Chen, and Lin 2021c).

3.2.4.3.2. Biyofilm Eradikasyon Testi

96 kuyulu plaka kuyularina 100 uL MHB besiyeri konulmustur ve tizerlerine 0.5
McFarland PAO1 ve MRSA bakterileri eklenip 37°C’de 24 saatlik statik inkiibasyona
birakilmistir. Siire sonunda kuyularin igerikleri 3 defa PBS ile yikanmistir. Ardindan 200
uL MHB besiyeri eklenmis ve artan konsantrasyonlarda (0-512 pg/mL) GK-11 ve LF-12
peptitleri eklenmistir. Plakalar 37°C’de 24 saatlik statik inkiibasyona birakilmistir. Siire
sonunda kuyularin igerigi 3 defa PBS temizlenmis ve %0,1’lik KV ile 20 dakika
boyanmistir. Ardindan boya musluk suyu ile temizlenmis, kuyulara %30 asetik asit
eklenip boyalar ¢6ziildiikten sonra ODsgs nm’de 6l¢tim alinmigtir (Haney, Trimble, and
Hancock 2021).

3.2.4.4. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi

6 kuyulu plaka kuyularina steril lameller konulmustur. Ardindan kuyulara 3,5 ml
MHB besiyeri ve ayri ayri 1,5 ml 0,5 McFarland PAO1 ve MRSA bakteri kiiltiirleri
onulmustur.1/2 ve 1 MIC konsantrasyonundaki GK-11 peptidi kontrol hari¢ kuyulara
eklenmistir. Pozitif kontrol olarak sadece bakteri kiiltiirii ve besiyeri eklenen kuyular
kullanilmistir. 37°C’de 48 saatlik statik inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda lameller
3 kez PBS ile yikanmis ve %5’lik glutaraldehit i¢inde 1 saat fikse edilmistir. Ardindan
sirast ile, %20, %50, %80 ve %100 etanol i¢cinde 10’ar dakika tutulmustur. Bu islem
sonunda lameller SEM cihazinda, SE modiiliinde, 10 paskal basing altinda, 60.000-
100.000 kat biiyiitme ile goriintii alinmistir (Howlin et al. 2017).

3.2.4.5. Oldiirme Kinetigi Egrisi (Time Kill Curve)

0,5 McFarland konsantrasyonunda 4 ml’lik PAOl ve MRSA kiiltiirleri
hazirlanmistir. Ardindan tiiplere 0, 1/4 MIC, MIC, 2MIC, 4MIC konsantrasyonlarinda
GK-11 peptidi uygulanmistir. Tiipler 37°C’de calkalayici inkiibatdrde inkiibasyona
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birakilmistir ve 30. dakika, 1, 2, 4, 6, 12, 24. saatlerde ornekler aliip 10°°Iik seyreltme
yapilmustir. Alinan 6rnekler PCA besiyerine yayma plak yontemi ile ekilmistir. Petriler
24 saatlik 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda olusan koloniler sayilarak

cfu/mL hesabi yapilmistir (Zhang et al. 2016b)

Degerlendirmede kullanilan formiil:

Cfu/mL= Koloni Sayisi X Diliisyon Faktorii
Petriye Yayilan miktar (mL)

3.2.4.6. Bakteri Canhlik testi- SYTO 9 ve Propidyum iyodiir Boyamasi

PAO1 ve MRSA, MHB besiyerinde 37°C'de 16 saat inkiibasyonunun ardindan,
1000xg'de 5 dakika santrifiij edilmis, siipernatant uzaklastirilmis ve pellet 1 mL %0,85
NaCl ¢ozeltisinde yeniden siispanse edilmistir. Ardindan bakteri slispansiyonuna 4XMIC
GK-11 peptidi, floresan boyalar NucView Green (1,5 pL) ve propidyum iyodiir (1,5 pL)
eklenmistir. Oda sicakliginda 2 saat inkiibe edilmis ve 6rnekler 3 puL olacak sekilde lam

tizerinde floresan mikroskobu ile incelenmistir (Tawakoli et al. 2013).

3.2.4.7. CVDK- 8 testi

Canlilik testi i¢gin CVDK-8 hiicre canlilik test kiti (Eco-Tech, Tiirkiye)
kullanilmistir. PAO1 ve MRSA overnight kiiltiirleri 1:1 MHB besiyeri ile seyreltilmis ve
96 kuyulu plak kuyularma 100 pL’si dagitilmistir. Ardindan bu kuyularin iizerine 1/2 -
1- 2- 4 MIC konsantrasyonunda GK-11 petidinden eklenmistir ve 37°C’de 1 saatlik statik
inkbasyona birakilmigtir. Ardindan uygulama kuyularina 10 pL CVDK-8 soliisyonu

eklenmis ve 2 saat inkiibe edilmistir. Siire sonunda OD4s0 nm’de 6lgiim alinmistr.
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3.2.5. GK-11 Peptidinin PAO1 ve MRSA Viriilans Genleri Uzerine Etkisinin
Belirlenmesi

3.2.5.1. Planktonik Kiiltiir Hazirlanmasi

MRSA ve PAO1 overnight kiiltiirleri 0,5 McFarland olarak ayarlanmistir. Bu
kiiltiirlerden 6 ml yeni tiiplere aktarilmistir ve 1/2 MIC degerlerinde GK-11 peptidi
uygulanmistir ve 16 saat 37°C’de calkalayici inkiibatorde inkiibasyona birakilmistir.
Kontrol grubu olarak peptit eklenmeyen bakteri kiiltiirleri kullanilmistir. Hazirlanan

kiltiirler siire sonunda RNA izolasyonu i¢in kullanilmustir.

3.2.5.2. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu Trizol® yontemi kullanilarak gerceklestirilmistir Planktonik
kiiltiirlerden RNA izolasyonu i¢in ilk olarak tiiplerde bulunan kiiltlirlere oda sicakliginda
6000 rpm’de 10 dakika santrifiij yapilmistir. Siipernatant uzaklastirilip tiiplin dibinde
kalan besiyeri pipet ile alinmistir. Filtreli tip ile pellet tizerine 500 pL trizol eklenmistir.
Trizol eklendikten sonra vortex atilmig ve igerik 2 mL’lik tiiplere aktarilmigtir. Tiiplerin
igine steril DEPC’li sudan geg¢irilmis metal boncuklar konulmustur. 30 Hz’de 10 dakika
homojenizatéorde homojenize edilmistir. Siire sonunda siipernatant kisimlart 1,5 mL’lik
tiiplere aktarilmistir. Uzerlerine 100 pL kloroform eklenip tiipler alt {ist edilerek icerigin
karigmasi saglanip 3 dakika bekletilmistir. Ardindan 4°C 10.000g’de 15 dakika santrifiij
edilmis ve iist fazlar yeni tiiplere aktarilmigtir. Uzerlerine 250 pL soguk izopropanol
eklenmis ve alt iist edilerek karismasi saglanmistir ardindan 10 dakika bekletilmistir. Siire
sonunda 4°C 12.000 g’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Siire sonunda siipernatant
dokiilmiis ve 1mL %75’lik soguk etanol eklenmistir. Ardindan 4°C 12.000 g’de 10 dakika
santrifiij edilmistir. Stipernatant dokiilmiis ve pellet (RNA) kurumaya birakilmistir.
Kuruduktan sonra 100 pL RNaz free su ile ¢oziindiirtilmiistiir. Ardindan izole edilen
RNA’nin konsantrasyonu Olciilmiis ve %]1°lik agaroz jel elektroforezinde yliriitiiliip

goriintii alinmustir.
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3.2.5.3. c-DNA Sentezi

RNA ornekleri ticari olarak satilan (A.B.T.™) c-DNA sentez kiti kullanilarak c-
DNA ’ya ¢evrilmistir. Izole edilen RNA 6rneklerinin konsantrasyonu dl¢iilmiis c-DNA’ya
cevrilmesi i¢in 3,2 puL nukleaz free su, 2 uLL 10x RT buffer, 0,8 uL 25XxDNTP Mix (100m
M), 2 uL 10xRT Random Primer, 1 pL RNase Inhibitér, 1 pL Revers transkriptaz
kullanilarak totalde 10 puL’lik reaksiyon kurulmustur. Ardindan konsantrasyon esitlemesi
yapilan RNA 6rneklerinden 10 pL reaksiyona eklenmistir. Reaksiyon kosullar1 25°C 10
dk; 37°C 120 dk ve 85°C 5 dk olacak sekilde ayarlanmistir. Elde edilen c-DNA’lar -20

°C’de kullanilana kadar muhafaza edilmistir.

3.2.5.5. qRT-PCR

Real time PCR i¢in (EvaGreen® Dye) kullanilmustir, 2 pl 5X Master Mix, 0,2 uL
primerler, 2 pL ¢c-DNA ve 5.2 pL dH20 ile reaksiyon kurulmustur. PCR reaksiyonu,
95°C, 12 dk; 95°C, 15 sn; 60°C, 20 sn; 72°C, 20 sn ve 40 dongii boyunca
gerceklestirilmistir. Sonuglar 2—(AACT) yontemine gore hesaplanmistir.

3.2.6. GK-11 Peptidinin Hemolitik ve Sitotoksik Aktivitelerinin Belirlenmesi

3.2.6.1. Hemolitik Aktivitenin Belirlenmesi

Ticari olarak satin alinan kan 6rneginden SmL falkon tiipline alinmis ve {izerine
SmL PBS eklenmistir. Ardindan 5 dakika 1000 rpm’de santrifiij edilmis ve iist faz rengi
armana kadar PBS ile yikama islemine devam edilmistir. Yikama sonunda iist faz atilip
alt faz yeni falkona alinmistir. Alt faz kadar (1:1) PBS eklenip ependorf tiiplerine 200 pL
dagitilmistir. Tiplere GK-11 peptidi 4-256 pg/ mL konsantrasyon araliginda
uygulanmistir. 2 saat 37 °C’de inkiibe edilmistir. Ardindan 10 dakika 13,500 rpm’de
santrifiij yapilmustir. Ust fazlar alimip 96 kuyulu plak kuyularina eklenip ODaos nm’de
Ol¢tim alinmustir. Pozitif kontrol olarak %100 hemoliz olusturan Tween-20, negatif

kontrol olarak %0 hemoliz olusturan PBS kullanilmistir.
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3.2.6.2. Sitotoksik Aktivitenin Belirlenmesi

3.2.6.2.1. Hiicre Kiiltiirii Kosullarimin Hazirlanmasi

Insan dermal fibroblast hiicre hatt1 (HDFa, ATCC® PCS-201-012), bazal besin
ortam1 olarak Dulbecco'nun Modifiye Eagle Ortami (DMEM, Gibco®) kullanilarak
kiiltiire edilmistir. Ayrica ortama %]1'lik bir penisilin/streptomisin (Sigma-Aldrich®)
cozeltisiyle birlikte %10 konsantrasyonda fetal sigir serumu (FBS, Sigma-Aldrich®'ten
elde edildi) eklenmistir. Hiicreler, 37°C'de ve %5 COz ile inkiibe edilmistir. Istenilen
tutunma noktasina ulasildiginda, HDFa hiicreleri bir tripsin/EDTA ¢ozeltisi (Sigma-
Aldrich®) kullanilarak ayrilmigtir. Ayrilmanin ardindan, hiicreler 48-kuyulu plakalara

esit sekilde dagitilmis ve sonraki deneysel asamalar i¢in hazirlanmistir.

3.2.6.2.2. MTT Testi

MTT testi ticari olarak satin alinan kit yardimu ile gerceklestirilmistir. {1k olarak
96 kuyulu plaklarda optimum etkilesime elverisli yogunluklarinda (%70-80) olan HDFa
(Primary Dermal Fibroblast; Normal, Human, Adult) hiicrelerine artan
konsantrasyonlarda (0-256 pg/mL) GK-11 peptidi uygulanmistir. Ardindan plaklar
37°C’de %5 CO2’li inkiibatorde 48 saat inkiibasyona birakilmigtir. Siire sonunda, her bir
kuyuya 10 pL MTT reaktifi (5 mg/mL konsantrasyon) eklenmis ve 3 saat 37°C'de
inkiibasyona birakilmistir. Ardindan her bir kuyuya 100 puL dimetil siilfoksit (DMSO,

Sigma-Aldrich®) eklenmis ve ODs70 nm’de 6l¢tim alinmustir.

3.2.6.2.3. LDH Testi

LDH testi ticari olarak satin alinan kit ile gerceklestirilmistir. Oncelikle 48 kuyulu
plaklara mL’de 1x 10° hiicre olacak sekilde hiicre ekimi yapilmistir. Hiicrelerin
tutunmasinin ardindan artan konsantrasyonlarda (0-256 pg/mL) GK-11 peptidi
uygulamas1 yapilmustir. 48 saat 37°C’de %5 COz ortaminda inkiibasyona birakilmistir.
Siire sonunda yeni plak kuyularina besiyerlerinin 90 pL’si aktariimigtir. Uzerlerine 10 uL
LDH sitotoksisite testi bileseni eklenip 30 dakika 37 °C’de inkiibe edilmistir. Ardindan
ODa4gs nm’de 6lgtim alinmistir. Pozitif kontrol olarak 15 pL TritonX-100 kullanilmistir.
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3.2.7. In Vivo Model Olan C. elegans’ta GK-11 Peptidinin Toksik ve
Immiinomodiilatér Etkilerinin Belirlenmesi

3.2.7.1 C. elegans’in Kiiltiire Alinmasi

C. elegans kiiltiire alinirken E.coli OP50 susundan bir 6ze dolusu anilip NGM
besiyeri iizerine dagitilmistir. Bir Onceki kiiltiirdeki besiyerinden C. elegans olan
kisimlardan besiyeri parcast alinip yeni hazirlanan NGM {izerine konulmus ve oda

sicakliginda muhafaza edilmistir.

3.2.7.2. C. elegans Frozen Hazirlanmasi

C. elegans’lardan yumurta izolasyonu yaptiktan sonra yumurtalar L1 larva
asamasina geldiginde E.coli OP50 olmayan NGM besiyerine aktarilmistir. Burada L2
larva agamasina kadar gelistirilmistir. Ardindan L2 C. elegans’lar petriden S buffer ile
steril 15°lik falkona toplanmis ve falkon 15 dakika buzda tutulmustur. Ardindan tiipe 1:1
oraninda yumusak agar dondurma ¢ozeltisi konulup cryo tiiplere 1 mL olacak sekilde
dagitilmistir. Tiipler -80°C’de muhafaza edilmistir. Frozen C. elegans’larin 24 saat sonra

ve 3 ay sonra canliliklart kontrol edilmistir (Barranco and Risco 2022) .

3.2.7.3. C. elegans Yas Senkronizasyonu

Yas senkronizasyonu ilk olarak C. elegans’tan yumurta izolasyonu ile
baslamaktadir. 2-3 giinlik C. elegans kiiltiiriindeki C. elegans’lar M9 buffer ile
toplanmistir. 2 mL’lik tiipe 1.5 mL aktarilip 400 g’de oda sicakliginda 1 dakika santrifiij
edilmistir. Stipernatant kismi uzaklastirtlip pellet seklinde ¢oken C. elegans’lar iki defa
M9 buffer ile 400g’de yikanmistir. Siipernatant atildiktan sonra tiipe 1 mL M9 buffer,
160 puL ¢amasir suyu ve 160 pL NAOH (5M) eklenmistir. Tiipler birer dakika ara ile 20
saniye vortex yapilmistir, pellet yogunluguna gore degismekle birlikte ortalama olarak 5
dakika bu islem gergeklestirilmistir. Ardinda 400 g’de santrifiij yapilmis ve siipernatant
atilmistir. Pellet (yumurtalar), M9 buffer ile 3 defa yikanmistir. Stipernatant atilip pellet
yani yumurtalar elde edilmistir ve i¢cinde 10 mL M9 buffer bulunan 50’lik falkona

aktarilmistir. Ardindan oda sicaklifinda 16-24 saat inkiibasyona birakilmistir. Siire
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sonunda santrifiij yapilmis ve yas senkronizasyonu ger¢eklesen L1 larvalar, tizerinde
E.coli OP50 bulunan NGM besiyerlerine aktarilmistir. L1’ler L4 evresine gelince
deneylerde kullanilmistir (Mishra, Gaur, and Agarwal 2020).

3.2.7.4. Toksisite Belirlenmesi

6 kuyulu plaklara NGM besiyeri konulmustur. Besiyerlerinin ortalarma 50 pL
overnight E.coli OP50 bakterisi eklenip 48 saat 25°C inkiibe edilmistir. Siire sonunda
plaklara 32 — 512 pg/mL konsantrasyonlarinda GK-11 peptidi uygulanmistir. Pozitif
kontrol olarak sadece E.coli olan ve peptit olmayan kuyular kullanilmistir. Peptitlerin
emilmesi i¢in 30 dakika beklenmistir. Ardindan yas senkronizasyonu yapilan L4
asamasindaki C. elegans’lardan 25 adet her bir kuyuya eklenmistir. Plakalar 25°C’de
inkiibasyona birakilmistir. C. elegans’lar 24 saatte bir 151k mikroskobu ile incelenmis ve

o6lii-canli sayimmi yapilmistir (Xiong, Pears, and Woollard 2017).

3.2.7.5. Yavas Oldiirme (Slow Killing) Testi

PAO1, MRSA ve E.coli OP50 overnight bakteri kiiltiirlerinden 50 pL alinmis ve
icinde NGM bulunan petrilerin ortalarina eklenmistir. 37°C’de 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Siire sonunda inkiibatorden alinan petrilerin 30 dakika sogumasi
beklenmistir. Ardindan yumurta catlamasini engellemek i¢in 5'-fluorodeoxyuridine
(FUdR) besiyerinde bakteri ¢iminin etrafina 25 ug/ mL’lik konsantrasyondan 40 pL
dagitilmistir. FUdR emildikten sonra yas senkronizasyonu yapilmis L4 seviyesindeki C.
elegans’lardan 25 tane alinip her petriye eklenmistir. Petriler 25°C’de 12 saat
inkiibasyona birakilmigtir. Siire sonunda PAO1 ve MRSA bulunan kuyulara GK-11
peptidi patojenlere karst MIC degerinde uygulanmistir. Ardindan petriler 25°C’de
inkiibasyona birakilmistir ve 24 saatte bir MIC degerlerinde GK-11 uygulamasi
yapilmistir. Her peptit uygulamasi yapilmadan hemen dnce 151k mikroskobu ile 6lii- canli
C. elegans sayimi yapilmistir. Sadece patojen ve C. elegans bulunan petriler pozitif
kontrol olarak kullanilmistir (Burkhardt et al. 2023).
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3.2.7.6. immiinomodiilator Etkilerinin Belirlenmesi
3.2.7.6.1. C. elegans’lara Patojen ve Peptit Uygulanmasi

PAO1, MRSA ve E.coli OP50 overnight bakteri kiiltiirleri 0,5 McFarland olacak
sekilde ayarlanmistir. NGM besiyeri iizerine MRSA ve PAOI bakteri kiiltiirlerinden 50
uL konulup GK-11 peptidinin MIC degerlerinde uygulamasi yapilmistir. Ardindan
petrilere 25 adet L4 evresindeki C. elegans konulmustur. Petriler 25°C’de 24 saatlik
inkiibasyona birakilmistir. Kontrol olan, E.coli OP50 bakterisi i¢in ayni islem peptit

uygulanmadan gergeklestirilmistir (Hummell, Revtovich, and Kirienko 2021b).

3.2.7.6.2. C.elegans’dan RNA izolasyonu

RNA izolasyonu Trizol® yontemi ile gergeklestirilmistir. Patojen ve peptit
uygulamasi yapilan C. elegans’lar petrilerden M9 buffer ile 15°1ik falkonlara toplanmistir
ve santrifiijle 400g’de c¢oktirilmistir. Coktirilen C. elegans’lar 3 defa M9 ile
yikamistir. Sivi kisim atildiktan sonra C. elegans pelleti 1 mL trizol ile ¢oziindiirtiliip 2
mL’lik ependorf tiiplerine aktarilmistir. Tiplerin i¢ine steril DEPC’li sudan gecirilmis
metal boncuklar eklenmistir. Homojenizatérde 40 hZ’de 10 dakika homojenize edilmistir.
Ardindan 12.000 g 4°C’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Slipernatant yeni tiipe alinmig
200 pL kloroform eklenip tiip alt-iist edilmistir ardindan 5 dakika bekletilmistir. Siire
sonunda 12.000 g 4°C’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Ust faz yeni bir tiipe alimmmustir,
tizerine 500 pL (1:1) izopropanol eklenmistir ve alt-iist yapilip 10 dakika bekletilmistir.
Ardindan 12.000 g 4°C’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Siire sonunda siipernatant
atilmis ve pellet lizerine 1 mL %70’lik etanol eklenmis ve 7.500 g 4°C’de 5 dakika
santrifiij edilerek pellet (RNA) yikanmistir. Siipernatant dokiiliip pellet hava ile
kurutulmustur ve 50 uL RNase free su ile ¢oziilmiistiir. Ardindan izole edilen RNA’larin

konsantrasyonu olgiiliip %1°’lik agaroz jelde yliriitilmiistiir.

3.2.7.6.3. c-DNA Sentezi

Izolasyonu yapilan RNA &rnekleri ticari olarak satilan (A.B.T.™) c-DNA sentez

kiti yardimiyla, c-DNA’ya cevrilmistir. Ilk olarak izole edilen RNA o6rneklerinin
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konsantrasyonu 6l¢iilmiis c-DNA’ya ¢evrilmesi i¢in 3,2 uL nukleaz free su, 2 uL. 10 X RT
buffer, 0,8 uL 25 x DNTP mix (100m M), 2 uL 10x RT Random Primer, 1 uL. RNase
Inhibitorii, 1 uL Revers transkriptaz kullanilarak totalde 10 uL’lik reaksiyon kurulmustur.
Ardindan konsantrasyon esitlemesi yapilan RNA Orneklerinden 10 pL reaksiyona
eklenmistir. Reaksiyon kosullar1 25°C 10 dk; 37°C 120 dk; 85°C 5 dk olacak sekilde
ayarlanmistir. Elde edilen c-DNA’lar -20 °C’de kullanilana kadar muhafaza edilmistir.

3.2.7.6.4. qRT-PCR

Real time PCR icin 2 pl 5x master mix, 0,2 pl primerler, 2 ul c-DNA ve 5,2 ul
dH20 ile reaksiyon kurulmustur. PCR reaksiyonu, 95°C, 12 dk; 95°C, 15 sn; 60°C, 20 sn;
72°C, 20 sn ve 40 dongii boyunca gerceklestirilmistir. Sonuglar 2—(AACT) yontemine

gore hesaplanmuistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Pleurocidin Tiirevleri Olan GK-11 ve LF-12’nin Tasarimi

Antbiyofilm etkili peptit tasarimu igin ilk olarak veri tabani filtreleme teknolojisi
kullanilmistir. Evrimsel olarak, antimikrobiyal peptitlerde korunan ozellikler temel
alinarak yapilan bu tarama sonucunda Pleuronectes americanus’da bulunan pleurocidin

peptidi tespit edilmistir.

Peptit dizayn etmek i¢in birgok yontem bulunmaktadir. Bunlara 6rnek olarak
dogal olarak bulanan AMP molekiillerin sablon olarak kullanilmasi, rastgele
kombinasyonlar ile yapilan rasyonel tasarim (de nova), bir peptit dizisindeki amino
asitlerin pozisyonlarinin degistirilmesi, AMP motiflerinin hibridizasyonu ve veri
tabanlarinda gelistirilen biyoinformatik yaklagim uygulamalari verilebilmektedir (Mishra
and Wang 2012).

Temelde antibiyofilm aktivitesine sahip, toksik ve hemolitik aktivitesi olmayan
sentetik peptitler tasarlanmast amaglanmigtir. Bu amaglar dogrultusunda peptitler
sentezlenmeden dizileri ile biyoinformatik araglar kullanilarak peptitler kontrol
edilmistir. Tasarlanan peptidlere GK-11 ve LF-12 adlar verilmistir. GK-11 ve LF-12
peptitleri, dogal olarak bulanan AMP molekiillerinin sablon olarak kullanilmasi ve veri
tabanlarinda gelistirilen biyoinformatik yaklasim uygulamalar ile tasarlanmistir. Ayrica
peptitlerin proteazlara karsi korunabilmesi i¢in C-terminal kisimlarinda amidasyon (-
NH2) modifikasyonu yapilmistir. Dogal olarak bulunan pleurocidin amino asit dizisi
Cizelge 4.1. ve tasarlanan GK-11 ile LF-12’ye ait peptitlerin amino asit dizisi Cizelge

4.2. verilmistir.

Cizelge 4.1. Pleurocidin amino asit dizisi.
Peptit Amino Asit Dizisi Referans

Pleurocidin GWGSFFKKAAHVGKHVGKAALTHYL Code vd, 1997
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Cizelge 4.2. GK-11 ve LF-12 peptitlerinin amino asit dizileri.

Tasarlanan Peptit Amino Asit Dizisi
Kodu
GK-11 GKRVWKRALIH-NH2
LF-12 LFRKIAHVGKHG-NH2

Peptitler dizayn edildikten sonra yapi tahmini yapmak i¢in PEP2D
(http://crdd.osdd.net/raghava/pep2d/submit.html) araci  kullanmilmustir.  Peptidlerinin

pepfold grafik analizi sekil 4.1’de verilmistir. Bu grafik, yapisal tahmin profilini
gostermektedir. Grafikte kirmizi renk sarmal yapi, mavi renk Koil ve yesil renk
genisletilmis yapilari temsil etmektedir. Bu olasilik analizi ile peptitlerin muhtemel helix

yapisi tahmin edilmektedir.

PEPFOLD
A B PEPFOLD
G K R v w K R A

L F R K I A H V G

08 -

0& -

0.4 <

02 -

°
e o0 -

L F R K I A H V &

Sekil 4.1. A: GK-11 ve B: LF-12 sentetik peptitlerinin Pepfold analiz grafigi.

Peptidlere ait helical wheel diagram’: sekil 4.2°’de verilmistir. Biyoinformatik
araglarla yapilan tahminlere gore peptitler a-sarmal yapi olusturmaktadir. Helical wheel
diagram’inda hidrofobik momentin yonii ok ile gosterilmistir. Pozitif yiiklii amino asitler

mavi renk, hidrofobik amino sitler ise sar1 renk ile gosterilmistir.
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Sekil 4.2. A: GK-11 ve B: LF-12 peptidlerine ait helical wheel diagram’1.

4.2. Pleurocidin Tiirevleri Olan GK-11 ve LF-12’nin Sentezi

Tasarlanan peptitler kat1 faz peptit sentezi metodu ile sentezlenmistir. Peptitlerin
karakterizasyonu i¢in gergeklestirilen HPLC ve kiitle spektroskopisine ait veriler Sekil
4.3;4.4;4.5;4.6°da verilmistir. Grafiklerde bagka bir peak goriilmemesi peptitlerde kirlilik

olmadig1 ve saf olarak sentezlendigini gostermektedir. Peptitler HPLC ile saflastirilip

safliklar1 da kiitle spektroskopisi ile kontrol edilmistir.
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Sekil 4.3. GK-11 peptidine ait HPLC grafigi.
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Sekil 4.4. GK-11 peptidine ait kiitle spektroskopisi grafigi.
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Sekil 4.5. LF-12 peptidine ait HPLC grafigi.
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Sekil 4.6. LF-12 peptidine ait kiitle spektroskopisi grafigi.

Yapilan analizler sonucunda GK-11 ve IF-12 peptitlerin elde edilme safligi,

molekiiler agirligi, hidrofobiklik oran1 ve net yiikii Cizelge 4.3°de verilmistir.

Cizelge 4.3. GK-11 ve LF-12 peptidlerine ait molekiil 6zellikleri.

Peptit ~ Aminoasit Dizisi Elde Edilme Molekiiler Hidrofobik  Net Yiik

Kodu Saflig Agirlik (Da) orani

GK-11 GKRVWKRALIH- % 98.3 1.363.669 % 45 (+)4.25
NH2

LF-12  LFRKIAHVGKHG- % 98.3 1.362.638 % 42 (+)3.5
NH2

4.3. GK-11 ve LF-12 Peptitlerinin Yaspisimin ve Karakterizasyonunun Belirlenmesi

4.3.1. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FT-IR) Analizi

Iki farkli

yaklasim kullanilarak GK-11 ve LF-12’nin

ikincil yapisini

belirlenmistir. Bunlar FT-IR ve CD spektroskopisidir. FT-IR analizi ile biyoinformatik

sonuglarin dogrulamasi ve peptitlerin su i¢erisinde ¢oziildiigiinde hangi formlarda oldugu

incelenmigtir. Originlab programi ile FT-IR cihazindan alinan ham veriler analiz

edilmistir
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FT-IR analizinde, 5 pg/mL peptit numunesi Zayiflatilmis Toplam Yansima (ATR)
modiilii yardimiyla analiz edildi. 1600-1700 cm™ dalga boyu bdlgesi, amid I pozisyonu
olarak incelenmistir. 1610-1627 cm™ aralig1 molekiiller aras1 p-tabaka; 1628-1642 cm™
B-tabaka; 1643-1650 cm™ diizensiz sekil (rastgele bobin); 1650-1659 cm-1 a-sarmal yapt;
1660-1699 cm-1 B-doniis yapisi olarak incelenmistir.

Originpro yazilimi kullanilarak peptitlerin amid [ bagi zirvesinin tepe
dekonvoliisyonu gergeklestirilmistir. Daha sonra, amid I bolgesinde bir temel diizeltme
de yapilmistir. Ardindan Gauss dagilimina sahip 3 tepe belirlenmistir ve her tepenin

altindaki alan, toplam alana gore degerlendirilmistir (Sadat and Joye 2020b).

GK-11 ve LF-12 peptitlerinin sekonder yap1 tahminlerine ait grafikler Sekil 4.7°de
verilmigtir. GK-11 ve LF-12’nin FT-IR peak analiz grafiklerine gore iki peptidin de a-

heliks yapist ve B-doniis yapisina sahip olabilecegi goriilmektedir.

0,3 GK-11 LF-12
psheet a-heliks
-sheel
——— a-helix 025 1657,268 [~tabaka
Random coil Random coil
1657,24
A X
0,2 v 07
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i
o)
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@
Q0
<
0,14 10 4
0,05

T T T T T T T T
J ' J y b . ' ! 1580 1600 1620 1640 1660 1680 1700 1720
1580 1600 1620 1640 1660 1680 1700 1720

Dalgaboyu (cm) Dalgaboyu (cm™)
Sekil 4.7. GK-11 ve LF-12’nin FT-IR peak analiz grafikleri.

4.3.2. Circular Dichroism (CD) Spektrometresi
Peptitlerin sekonder yapii belirlemek i¢in kullanilan CD spektroskopisi analizi

yapilmistir. Analiz sonuglar1 Bestsel programi araciligryla incelenmistir, sonuglar Cizelge

4.4’de verilmistir.
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Sekil 4.8. Bestsel algoritmasi ile yapilan LF-12, GK-11peptitlerinin analiz sonuglari.
A: LF-12 B: GK-11.

CD spektroskopisi sonuglarina gore, GK-11'in %70,3 Sarmal ve %29,7 Doniis
ikincil yapilara sahip oldugu belirlenmistir. Pleurocidin peptidinde a-helix yapist %60
iken bu orana gore GK-11"de artig LF-12’de azalis meydana gelmistir. GK-11 ve LF-12

peptitlerinin sekonder yapi1 oranlarinin tahmini sekil 4.9°da verilmistir.

Cizelge 4.4. GK-11 ve LF-12 peptitlerinin sekonder yap1 tahminleri.
Peptit Kodu Sekonder Yap1 Tahmini

GK-11 % 70,3 Heliks, % 29,7 Turn, % 0 Diger
LF-12 % 48,3 Heliks, % 48,3 Paralel, % 3,4 Diger

a-helix oraninin yiiksek olmasi peptidin bakteriye karsi Oldiiriicii etkisinin
artmasin1 saglayan etkenlerden biridir. Ancak bazi durumlarda peptidin hemolitik

aktivitesinin de artmasina neden oldugu bildirilmistir (Yoshida et al. 2001b).

4.4. GK-11 ve LF-12 Peptitlerinin Antimikrobiyal ve Antibiyofilm Aktivitelerinin
Belirlenmesi

4.4.1. Antimikrobiyal Aktivitenin Mikrodiliisyon Testi ile Belirlenmesi

MIC degeri mikroorganizmalarin iiremelerinin inhibe edildigi en diisiik etken

madde konsantrasyon miktaridir(Lambert and Pearson 2000). GK-11 ve LF-12
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peptitlerinin antimikrobiyal aktivite tespiti, mikrodiliisyon testi EUCAST (Eucast

Discussion Document E. Dis 5.1) kriterlerine gore gergeklestirilmistir.

Peptitlerin antimikrobiyal etkisinin taranmasi amaciyla g¢esitli Gram (-) ve Gram
(+) patojen bakteriler ile Candida suslarina karst MIC degerleri belirlenmistir. Peptitlerin
Patojen bakterilere karsi MIC degerleri Cizelge 4.5’te patojen mayalara karst MIC
degerleri Cizelge 4.6’da verilmistir. Tez c¢alismasinda ileriki ¢alismalarda ise
Pseudomonas aeruginosa PAO1 ve Staphylococcus aureus ATCC 43300 (MRSA)

bakterileri kullanilmistir.

Cizelge 4.5. GK-11 ve LF-12 peptidinin patojen bakteri suslarina kars1 MIC ve MBIC

degerleri.
Patojen GK11 GK-11 LF-12 LF-12
Bakteri Suslari MIC MBIC MIC MBIC
pg/mL  pg/mL pg/mL pg/mL
Staphylococcus aureus ATCC 25923 128 >256 256 >256
Staphylococcus aureus ATCC 43300 (MRSA) 64 32 256 8
Staphylococcus aureus ATCC 6538 128 >256 128 >256
Enterococcus faecalis ATCC 29212 >256 >256 256 >256
Pseudomonas aeruginosa PAO1 256 16 256 >256
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 >256 >256 256 >256
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 >256 >256 256 >256
Escherichia coli ATCC 25922 >256 >256 128 128
Escherichia coli >256 >256 256 >256
coklu antibiyotik direncine sahip klinik izolat (EC1)
Acinetobacter baumannii ATCC BAA-1605 64 128 128 >256
Klebsiella pneumoniae 128 >256 >256 >256
¢oklu antibiyotik direncine sahip klinik izolat (KP1)
Klebsiella pneumoniae >256 >256 >256 >256

¢oklu antibiyotik direncine sahip klinik izolat (KP2)
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Cizelge 4.6. GK-11 ve LF-12 peptidinin patojen Candida suslarina kars1t MIC ve MBIC

degerleri.
GK-11 GK-11 LF-12 LF-12
PATOJEN
Candida Suslar MIC MBIC MIC MBIC
pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
Candida albicans ATCC 90028 256 >256 128 >256
Candida tropicalis KUEN 1025 128 >256 64 >256
Candida propilosis ATCC 22019 256 >256 >256 >256
Candida dupliniensis CBS 7987 256 >256 >256 >256
Candida glabrata ATCC 2001 256 >256 >256 >256

GK-11 peptidinin MIC degerleri PAO1 ve MRSA ig¢in sirastyla 256 pg/mL ve 64
ug/mL olarak belirlenmistir. LF-12 peptidinde ise iki patojen i¢in de MIC degeri 256
pg/mL olarak belirlenmistir.

Pleurocidin temel dizisi ile karsilastirildiginda GK-11 ve LF-12 peptidlerinde
antimikrobiyal aktivitede azalma goriilmiistiir. Literatiire gore Pleurocidin baz alinarak
tasarlanan sentetik peptitlerde c¢esitli patojenlere karsi, temel pleurocidine gore,
antimikrobiyal aktivitede artislar (MIC 1 ng/mL) veya azaliglar (MIC >512 pg/mL) tespit
edilmistir (Patrzykat et al. 2003)

Antimikrobiyal aktivite kayb1 peptitlerin a-helix yapisi ve stabilizasyon giicii ile
iliskilidir. Peptitler tasarlanirken yapilan bazi amino asit degisiklikleri peptitlerin a-helix
yapisinda azalisa, stabilizasyonunun kaybina veya peptit-patojen elektrostatik
etkilesiminde zayiflamaya sebep olabilmektedir. Bu durum sonucunda da peptitlerin MIC

degerlerinde artis gerceklesebilmektedir (Tossi, Sandri, and Giangaspero 2000).

4.4.2. Antibiyofilm Aktivitenin Kristal Viyole (KV) ile Belirlenmesi
4.4.2.1. Peptitlerin Biyofilm Olusumu Uzerine Etkilerinin (MBIC) Belirlenmesi

Peptitlerin minimum biyofilm inhibisyon konsantrasyonunu (MBIC) belirlemek

icin kristal viyole boyamasi yontemi kullanilmistir. Pozitif kontrol ile kiyaslanan
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peptitlerin biyofilm olusumunu engelleme yetenegi test edilmistir. GK-11 peptidinin
MBIC sonug grafigi Sekil 4.9’da ve LF-12 peptidinin MBIC sonug grafigi Sekil 4.10’da
verilmigtir. GK-11 peptidi biyofilm olusumunu PAOL1 i¢in, MIC degerinin yaklagik 16
kat daha diisiik degerinde (8-16 ug/mL) engellemektedir; MRSA i¢in ise yaklasik 2 kat
daha diisiik degerde (16-32 ug/mL) etki etmektedir. LF-12 peptidi MRSA i¢in 32 ug/mL

konsantrasyonda etki ederken PAO1 i¢in antibiyofilm aktivite gdstermemistir.
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Sekil 4.9. GK-11 peptidinin MRSA ve PAOI patojen bakterilerine karst MBIC grafigi.

GK-11 peptidi antibiyofilm peptitlerin 6zelligi olan, MIC degerinden daha diisiik

MBIC degerine sahip olma 6zelligindedir bu da onun ABP olma 6zelligini saglamaktadir.
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Sekil 4.10. LF-12 peptidinin MRSA ve PAOI patojen bakterilerine kars1t MBIC grafigi.

Literatiire gore ve tez ¢alismamizin da sonuglarina gore peptitlerin uygulama
konsantrasyonu arttikca biyofilm olusumunu engelleme aktivitesi de artmaktadir.

I¢lerinde pleurocidin tiirevi peptitlerin de oldugu sentetik antibiyofilm etkili peptitlerin
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patojenlere karst MBIC degerleri; peptit NRC-16 (pleurocidin tiirevi)’nin Pseudomonas
aeruginosa’ kars1  8-35 pg-/mL, BMAP27-Melittin ise S. aureus ve P. aeruginosa
karst 23,56 ng/mL MBIC degerlerine sahip oldugu belirlenmistir. Sentetik peptit
1037°nin 304 pg/mL konsantrasyonda MIC degerine sahipken, PAO1 ve PA14 biyofilm
olusumunun %50’sini 10 pg/mL konsantrasyonda engelledigini tespit etmislerdir.
Tasarladigimiz GK-11 peptidi ise hem PAO1 hem de MRSA’da biyofilm olusumunun
%50’sini 2-4 pg/mL konsantrasyonlarinda engelleyerek diisiik konsantrasyonlarda
biyofilm iizerinde etkili olan bir ABP molekiilii oldugu belirlenmistir. Temel pleurocidin
peptidinin genel olarak patojenlere etki ettigi MBIC degerinin 8 pg/mL ile 256 ng/mL
gibi genis bir aralikta oldugu goriilmiistiir (Li et al. 2021a; Tao et al. 2011).

Pleurocidin ve pleurocidin tiirevi peptitlerin ¢esitli patojen mikroorganizmalara
kars1 farkli konsantrasyonlarda MBIC degeri oldugu tespit edilmistir bu da peptitlerin
farkl1 patojen ve biyofilm yapilarini farkli 6zellikleri ile inhibe ettigini isaret etmektedir.
Bu durum ayni zamanda patojenlerin de biyofilmler ile bu peptidlere kars1 genis ve etkili
bir savunma mekanizmasi oldugunu goéstermektedir. Peptidlerin biyofilm olusma ve
temizleme mekanizmasi ile bakterilerin ve biyofilm yapilarinin peptidlere karsi
direncinin daha ayrintili ¢alisilmasi ve bu durumlara uygun ABP tasarimlarinin
yapilmasi, antimikrobiyal diren¢ gibi kiiresel halk saglig1 sorunlara kars1 spesifik-etkin

antibiyofilm maddeler elde edilmesini saglayabilecektir.

4.4.2.2. Biyofilm Eradikasyon Testi

GK-11 ve LF-12 peptitlerinin olusmus biyofilmi temizleme etkinligi eradikasyon
testi ile belirlenmistir. GK-11 peptidinin PAO1 ve MRSA kaynakli olusmus biyofilme
16-32 pg/ml  konsantrasyonlarinda etki ettigi belirlenmistir, Sekil 4.11’de GK-11
peptidine ait biyofilm eradikasyon testi grafigi verilmistir.
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Sekil 4.11. GK-11 peptidinin MRSA ve PAOI1 patojen bakterilerine kars1 biyofilm

eradikasyon grafigi.

LF-12 peptidi ise MRSA kaynakli olusmus biyofilme tiim uygulama
konsantrasyonunda (2 ila 256 pg/mL) etki etmistir. PAO1’de ise eradikasyon
aktivitesinin bulunmadigi tespit edilmistir. LF-12 peptidinin biyofilm eradikasyon testi

grafigi Sekil 4.12.”de verilmistir.
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Sekil 4.12. LF-12 peptidinin MRSA ve PAOI1 patojen bakterilerine kars1 biyofilm

eradikasyon grafigi.

Eradikasyon testinde de MBIC testinde oldugu gibi artan peptit konsantrasyonu

ile birlikte biyofilm temizleme etkinliginin arttig1 gorilmiistiir.

Olusmus biyofilmin temizlenme etkinligi peptitlerin enfeksiyon tedavisinde,
enfeksiyon viicutta yer edindikten sonra tedavinin hizlanmasi a¢isindan 6nemli bir

etkendir (Srivastava et al. 2024). Enfeksiyon hastaliklarinin zor tedavi edilme nedeninin
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altina patojen mikroorganizmalarin biyofilm olusturmalar1 ve antimikrobiyal etkili
maddelerin genellikle bu biyofilm yapilarinin igine giremeyip etki edememesinden
kaynaklanmaktadir (Liu, Prentice, and Webber 2024b). Biyofilm engelleme ve biyofilm
eradikasyon etkinligini diisiik konsantrasyonlarda saglayabilen peptitler, enfeksiyonel
hastaliklarin tedavisinde giinliimiiz antibiyotiklerinin yerini alma potansiyeline sahip

olabilmektedir (Mishra et al. 2025).

LF-12 peptidi MRSA igin olumlu sonug vermesine ragmen, tez ¢alismasinda diger

deneylere her iki bakteriye de sonug¢ aldigimiz GK-11 peptidinden devam edilmistir.

4.4.3. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi

SEM analizi, GK-11 peptidinin PAO1 ve MRSA bakteri hiicreleri tizerindeki
morfolojik degisim, hiicre tutunmasi ve biyofilm olusumu-yapisi tizerine olan etkilerinin
tespit edilmesi i¢in gerceklestirilmistir (Vice et al. 2025) .Peptit, 1/2 MIC ve MIC

konsantrasyonlarinda patojenlere uygulanmistir.

MRSA’da kontrol grubunda hiicrelerin birbirlerine ve lamele tutunma egiliminde
oldugu goriilmiistiir. GK-11 uygulamasi yapildiginda MRSA hiicrelerinin birbirlerine ve
lamele tutunmalarmin engelledigi goriilmustiir. Sekil 4.13’de MRSA’ya ait SEM

goriintiileri verilmistir. Goriintiiler 5,000- 5,500 kat biiylitme ile alinmistir.

Sekil 4.13. MRSA SEM goriintiileri. A. MRSA kontrol hiicreleri. B. 2 MIC degerinde
GK-11 uygulanmis MRSA hiicreleri. C. MIC degerinde GK-11 uygulanmig
MRSA hiicreleri.
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MRSA hiicrelerinde, 1 MIC degerinde GK-11 peptidi uygulamasi sonucunda
morfolojik degisiklikler meydana gelmistir. Peptit uygulamas: ile kontrol hiicrelerine
kiyasla hiicrelerde ice dogru ¢okmeler ve bi¢im bozukluklar: goriilmiistiir. Sekil 4.14°de
MRSA hiicrelerinin SEM goriintiisii verilmistir.

Sekil 4.14. GK-11 uygulanmis MRSA hiicreleri.

PAO1’de kontrol grubunda bakteri hiicrelerinin yogun bir sekilde lamele
tutundugu goriilmiistiir. GK-11 uygulamasi yapildiginda PAO1 bakteri hiicre yogunlugu
uygulama gruplarinda azalmistir ancak peptidin bakteri hiicrelerinin lamel {izerine
tutunmasini engelleme yeteneginin MRSA’da daha etkili oldugu goriilmiistiir. Sekil
4.15°de PAOY’e ait SEM goriintiileri verilmistir. Gortintiiler 5,000- 10,000 kat biiytlitme

ile alinmustir.

Sel 4.15. PAOL1 SE('jrﬁnl. A. PAOL kontrol hﬁcrlrl. degeie
GK-11 uygulanmig PAO1 hiicreleri. C. MIC degerinde GK-11 uygulanmis
PAO1 hiicreleri.
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4.4.5. Oldiirme Kinetigi Egrisi (Time Kill Curve)

PAO1 ve MRSA bakteri suglarina kars1 artan konsantrasyonlarinda GK-11 peptidi
uygulamast yapilmistir. GK-11’in 30 dakika iginde 2 MIC ve 4 MIC
konsantrasyonlarinda tiim PAO1 bakterilerini 61diirmiis ve bunu 2 saat boyunca korudugu
tespit edilmistir. Bu siire zarfinda Peptidin daha diisiik konsantrasyonlarda uygulandig:
gruplar ile kontrol gruplart yaklasik ayni degerleri vermistir. GK-11’in PAO1’e kars1
etkinligine ait grafik Sekil 4.16’da verilmistir. Grafikte, Log (cfu/ mL) degerinin
azalmasi peptit uygulamasi ile birlikte patojen bakterilerinin canliliginin baskilandigi

anlamina gelmektedir.

GK-11 PAO1 OLDURME KINETiGi EGRISi
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Sekil 4.16. GK-11 uygulamasi yapilmig PAOI 6ldiirme kinetigi egrisi.

MRSA bakterisine karst ise GK-11, 30 dakika igerisinde 2 MIC ve 4 MIC
konsantrasyonlarinda tiim bakteri hiicrelerini 6lmiistiir. 4 MIC peptit konsantrasyonunda
bu durumu 4 saat koruyabilirken 2 MIC konsantrasyonunda 2 saat korumustur. GK-11’in

MRSAya kars1 etkinligine ait grafik Sekil 4.17°da verilmistir.
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GK-11 MRSA OLDURME KIiNETIGI EGRiSi
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Sekil 4.17. GK-11 uygulamasi yapilmis MRSA 6ldiirme kinetigi egrisi.

GK-11 gibi kisa siire igerisinde patojenleri 6ldiirticii etkisi bulunan peptitlerin bu
Ozelligi ile gargara veya cilt kremleri gibi iiriinlerin i¢erisinde antibakteriyel madde olarak
kullanilma potansiyelleri olabilmektedir. Hizl1 etkisi ile enfeksiyon tedavilerinin

tyilestirilmesini kolaylastirabileceklerdir.

4.4.6. CVDK- 8 testi

Patojen bakterilere kars1 1/2- 1- 2- 4 MIC konsantrasyonlarinda GK-11 uygulama
yapilmistir ve kontrole kiyasla uygulama gruplarinda kontrole kiyasla renk agikligi
goriilmiistiir bu da tim GK-11 konsantrasyonlarinin hiicre canlilifini azalttigin

gostermektedir.

Planktonik PAO1 ve MRSA hiicrelerine karst GK-11 peptidin uygulanmasi
sonucunda planktonik hiicre canliligt CVDK-8 testi ile tespit edilmistir. Bakteri suslar1 2
saat boyunca GK-11'e (4xMIC) maruz birakildiginda PAO1’de hiicre canliliginin
%35,85 e diistiigli, MRSA’da ise %45,98'e diistiigl belirlenmistir. Sekil 4.18’de CVDK-
8 testinin plaka goriintiisii ve ODa4so 6l¢timleri, sekil 4.19°da CVDK-8 testi sonug grafigi

verilmistir.
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Sekil 4.18. PAO1 ve MRSA bakteri hiicrelerine CVDK-8 testi uygulamasi sonucu plaka

goriintiisii ve absorbansaso grafigi.

Insanlarda enfeksiyon tedavisi yapildiginda GK-11 peptidi gibi  biyofilm
olusumunu engelleme ve olusmus biyofilm yapisini temizleme 6zelligi olan peptitler ile
viicutta patojenler tarafindan olusturulmus biyofilm yapisi1 dagitilabilecek ardindan
planktonik halde bulunan ve agiga ¢ikacak olan bakteriyel hiicreleri de ortadan
kaldirabilecek peptitlerin tasarlanmasi ve gelistirilmesi, biyofilm olusturan ve zor tedavi
edilen enfeksiyon hastaliklarinin daha etkili bir sekilde tedavi edilmesini

saglayabilecektir.

4.4.7. Bakteri Canlihk testi- SYTO 9 ve Propidyum Iyodiir Boyamasi

Bakteri canlilig1 ilk olarak CVDKS testi ile belirlenmistir ve peptidin 4XxMIC ile
uygulanmasi sonucunda hem MRSA hem de PAO1°de hiicrelerin yarisindan daha azinin
canli kaldig1 goriilmiistiir. Bu sonucu dogrulamak i¢in SYTO 9 ve propidyum iyodiir
boyamasi ile floresan mikroskobunda GK-11 uygulanmis planktonik patojen hiicrelerinin

canlilig1 4XMIC degerinde incelenmistir

Patojen bakteri hiicrelerinin kontrol grubu incelendiginde énemli miktarda yesil
floresan sinyal vermistir bu da orada yiiksek oranda bakteri canlilig1 oldugunu isaret
etmektedir. 2 saat boyunca GK-11'e maruz kalan PAOl ve MRSA hiicreleri
incelendiginde ise kirmizi floresan sinyalinin arttigin1 bu da GK-11 peptidinin hiicreleri

oldiirdiigiinii isaret etmektedir. Floresan mikroskobunda inceleme sonucunda da CVDK-
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8 testini dogrulayacak sekilde GK-11 uygulamasi ile patojen hiicrelerinin kontrole kiyasla
yarisindan daha azinin canli kaldig1 goriilmiistiir. Floresan mikrokopisi goriintiileri Sekil

4.19°de ve grafik sonuglar1 Sekil 4.20°de verilmistir.

Sekil 4.19. GK-11 uygulanmis PAO1 ve MRSA floresan mikroskopu goriintiileri. A:
PAO1 KONTROL, B: GK-11 uygulanmis PAO1 kiiltiirii canli hiicreler, C:
GK-11 uygulanmis 6lii hiicreler. D: MRSA kontrol, E: GK-11 uygulanmis
MRSA kiiltiirti canli hiicreler, F: GK-11 uygulanmis MRSA kiiltiirii 6li

hiicreler.

4.5. GK-11 Peptidinin PAO1 ve MRSA Viriilans Genleri Uzerine Etkisinin
Belirlenmesi

Bir patojen mikroorganizmanin konakgiy1 hasta etme veya sagligi lizerinde
olumsuz etki yaratma yetenegi viriilans olarak adlandirilir(Alsuwat et al. 2025). PAO1 ve
MRSA bakteri kiiltiirlerine /2 MIC degerinde GK-11 peptidi uygulanmis ardindan RNA
izolasyonu ve gRT-PCR ile GK-11’in bu patojen bakterilerin viriilans genlerinin
ekspresyon seviyeleri lizerindeki etkileri tespit edilmistir. Planktonik evredeki bakterilere
uygulama yapilmistir. Sonuglar PAOL1 igin sekil 4.21°de ve MRSA igin sekil 4.22°de

verilmistir.
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gRT-PCR’da housekeeping gen olarak PAO1’de rpoD MRSA’da ise gyrB genleri

kullanilmstir.
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Sekil 4.20. GK-11’in PAOI viriilans genlerinin ekspresyon seviyesi iizerindeki etkisi.

Viriilans genlerin mRNA seviyeleri GK-11 uygulanmamis bakteri grubu (kontrol)
ile karsilastirillmistir. P. aeruginosa'nin algD, lasB ve oprL genlerinin ifadesi GK-11
uygulamasi ile kontrole kiyasla asagi diizenlenmistir. pilA geninde kontrole kiyasla bir

azalma gergeklesmistir ancak digerleri kadar 6nemli bir azalis olmamustir.

AlgD geni Pseudomonas aeruginosa'‘da bakternin mukoid fenotipini ve biyofilm
olusumunu saglayan alginat ekzopolisakkaritinin biyosentezinde gorevlidir. Mukoid
fenotip 6zellikle kistik fiboz hastalarindan izole edilen suslarda goriilen fenotipdir (Boyd
and Chakrabarty 1995; Mohr, Sonsteby, and Deretic 1994). GK-11 uygulamasi ile bu
genin ekspresyon seviyesi RT-PCR sonuglarina gore azalmistir. Boylece P.
aeruginosa'nin viriilansinda ve kronik enfeksiyon durumunda algD ve alginat biyosentez
yolunun hedeflenmesi ile 6zellikle kistik fibrozis gibi durumlarda P. aeruginosa
enfeksiyonlarinin tedavisinde potansiyel olarak kullanilabilir bir peptit olabilecegini
gostermektedir. Tez ¢alismasinda yapilan MBIC, eradikasyon ve SEM testleri de bu
sonucu destekleyecek sekilde, GK-11 uygulamasi yapilmasiyla biyofilm olusumunun

engellendigi ve olugsmus biyofilmin dagilmasinin saglandigi goriilmiistiir.

LasB geni bakterinin viriilansinda ve biyofilm olusumunda rol alan proteolitik
enzim olan LasB elastaz enzimini kodlar ve bu hiicre dis1 proteazdir. Elastaz 6karyotik

hiicre yapisal proteinlerini par¢alamaktadir. Biyofilm olusumunda ise bakteri hiicrelerinin

68



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

kolonizasyonu asamasinda rol oynar(Sarkheili et al. 2025). PilA geni, bakterinin
konakg¢iya veya yiizeye tutunmasinda, biyofilm yapisinin olgunlagmasinda rol oynayan
tipIV pilusun ana bilesenidir (Jurado-Martin, Sainz-Mejias, and McClean 2021). GK-11
uygulamasi ile bu genlerin ekspresyon seviyelerinin azaldigi dolayisiyla bakterilerin
virlilans 0Ozelliginin azalacagi ve hasta edici Ozelliklerinin de baskilanabilecegi

ongoriilmektedir.

OprL geni bakterinin dis zarinda bulunan ve membran biitlinligiiniin korunmasini
saglayan proteinlerini kodlamaktadir. Bu proteinler antibiyotik direnci ve viriilanslikla
iliskilidir (Algammal et al. 2023)(Jassim, Mahdi, and Al-Obaidi 2025). Peptit uygulamasi
ile bu genin ekspresyon seviyesi azalmigtir. GK-11’in bu geni baskilamasi bakteriyi
antibakteriyel maddelere karsi agik hale getirmektedir. Peptidin bu ozelligi ile
antibakteriyel etkisi olan baska bir molekiille birlestirilip sinerjitik etki olusturarak daha

etkin bir antimikrobiyal ve antibiyofilm etkili maddeler elde edilebilecektir.
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Sekil 4.21. GK-11’in MRSA viriilans genlerinin ekspresyon seviyesi lizerindeki etkisi.

MRSA’da blaZz ve agrA genlerinin ifadesi GK-11'in uygulamasi ile kontrol
kiiltiriine kiyasla asag1 diizenlenmistir. Ancak pbp2A ve hla genlerinde kontrole kiyasla

onemli bir degisiklik olmamustir.

AgrA geni bakterinin viriilansin1 ve enfeksiyon etkisini kontrol etmektedir.

viriilans faktorlerini diizenlemesi de Qs mekanizmasinin diizenlenmesi ile ilgilidir (Tan
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et al. 2022). GK-11 uygulamasi ile bu genin asagi diizenlenmesi bu bakterinin
viriilasnligin1 baskilayacagi i¢in antibiyotige karsi direngli olan suslarin antibiyotige kars1
duyarli olmasin1 saglayacaktir ve olusan enfeksiyon hastaliklarinin daha kolay bir sekilde
tedavi edilmesini saglayacaktir (Singh and Ray 2014). BlaZ, -laktamaz (beta-laktamase)
enzimini kodlayan gendir. Bu gen bakterinin B-laktam antibiyotiklere (penisilin,
ampisilin, vb.) kars1 direng kazanmasini saglamaktadir (Clarke and Dyke 2001). GK-11
uygulamasi ile bu genin ifadesi kontrole gore azalmistir. Boylece bu peptit ile bir
antibiyotik kullanilarak hibrit bir molekiil elde edilip daha etkin bir antimikrobiyal ve
antibiyofilm madde eclde edilebilecektir. Ayrica peptidin bu geni baskilamasi ile
antibiyotik tedavisi yapilacagi zaman verilecek antibiyotigin dozu azaltilabilecektir ve
antibiyotik kullanimina bagli viicutta olugan hasarlar , 6rnegin bagirsak mikrobiyotasinin

zayiflamasi, azaltilabilecektir. (Pimenta et al. 2023).

Pbp2a geni antibiyotik direngliligi ilgilidir (Leski and Tomasz 2005). hla, alfa-
hemolizin (hla) toksini ise eristrositler epitel hiicreler, T-hiicreleri gibi konakg¢i hiicrelere
etki eden bir sitotoksindir (Zhu et al. 2023). GK-11 peptidinin MRSA bakterilerine

uygulanmasi bu viriilans genler tizerinde 6nemli bir etkide bulunmamustir

4.6. GK-11 Peptidinin Hemolitik ve Sitotoksik Aktivitelerinin Belirlenmesi

4.6.1. Hemolitik Aktivitenin Belirlenmesi

Antimikrobiyal peptitlerden hemolitik aktivitesinin diisitk olmas1 istenmektedir,
ayn1 sekilde antibiyofilm peptitlerde de diisiik hemolitik aktivite beklenmektedir. GK-11
peptidinin hemolitik aktivitesinin belirlenmesi icin artan konsantrasyonlarda GK-11,
eritrosit hiicrelerine uygulanmistir. Pozitif kontrole kiyasla en yiiksek konsantrasyon olan
256 pg/mL (188 uM)’de %5 hemolitik aktivite sinirt asilarak hemolitik aktivite
goriilmistiir. Hemoliz testinin plaka goriintiileri ve ependorf tiiplerindeki sonuglart Sekil

4.23’de ve grafik sonuglar1 Sekil 4.24°de verilmistir.
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Sekil 4.22. GK-11 peptidinin hemolitik aktivite testi plaka ve ependorf tiipli goriintiileri.
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Sekil 4.23. GK-11 peptidine ait hemolitik aktivite testi absorbanssso dl¢iim grafigi.

Pleurocidin peptidinin 100 uM olacak sekilde tavsan ve insan eritrositlerine
uygulanmast sonucunda ise sirasiyla %6 ve %15 oranlarinda hemolitik aktivite
gostermistir. Yapilan bir calismada pleurocidin tiirevi tasarladiklar1 ve a-heliks yapisi
artmig olan bir peptidin hemolitik aktivitesinin 100 uM konsantrasyonda %90 hemolitik
aktivite tespit etmislerdir, ancak bu peptidin antimikrobiyal aktivitesinde de pleurocidine
gore daha iyi bir deger elde edilmistir. (Yoshida et al. 2001b). GK-11 peptidinin artan
konsantrasyonlarda pleurocidin peptidine gore diisiik hemolitik aktiviteye sahip olmasi
bu peptidin klinik uygulamalarda potansiyel olarak kullanilabilir bir peptit olma

potansiyelini gostermistir.
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4.6.2. Sitotoksik Aktivitenin Belirlenmesi

4.6.2.1 MTT Testi

GK-11’in insan dermal fibroblast yetiskin (HDFa) hiicre kiiltiirleri tizerindeki
etkilerini degerlendirmek i¢cin MTT hiicre canlilifi analizi yapilmistir. 2 pg/mL’den
yiiksek konsantrasyonlarda hiicre canliliginin yaklasik %88 oldugu tespit edilmigtir. MTT
analizinin grafigi Sekil 4.25’de verilmistir.
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Sekil 4.24. GK-11 peptidi MTT testi sonug grafigi.

4.6.2.2. LDH Testi

GK-11’in dermal fibroblast yetiskin (HDFa) hiicre kiiltiirleri tizerine sitotoksik
etkilerin belirlenmesi i¢in LDH analizi yapilmistir. 4 pg/mL’den itibaren artan

konsantrasyonlarda hiicre canliliginin yaklasik %87 oldugu goriilmiistiir. LDH analiz
grafigi Sekil 4.26°de verilmistir.
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Sekil 4.25 GK-11 peptidi LDH testi sonug grafigi.

47. In Vive Model Olan C. elegans’ta GK-11 Peptidinin Toksik ve
Immiinomodiilator Etkilerinin Belirlenmesi

4.7.1. Toksisite Belirlenmesi

Gk-11 peptidinin, model organizma olarak kullanilan C. elegans’a karsi toksik
etkisinin belirlenmesi i¢in E.coli OP50 bulunan NGM plaklarina yas senkronizasyonu
yapilmis L4 evresindeki C. elegans’lar konulmustur. Hazirlanan plaklara 32 pg/mL ila
512 pg/ml konsantrasyonlari arasinda GK-11 peptidi uygulanmistir. Kontrol grubu olarak
peptit uygulamasi olmayan C. elegans plakalar1 kullanilmistir. Uygulamalar yapildiktan
sonra 24 saatte bir 7 giin boyunca plaklarda 6lii-canli sayimi i¢in kontrol yapilmistir. 7
giiniin sonunda peptidin toksik etkide bulunmadigin1 ve C. elegans plaklarinda 6lim

olmadig1 gorilmiistiir.

Toksisite testi yapilirken hazirlanan C. elegans plaklari deney boyunca 25 °C’de
inkiibatorde tutulmustur. Burada 25°C’nin kullanilmasinin iki nedeni bulunmaktadir. Ilk
olarak C. elegans yasam sicakligmin en fazla bu sicaklik derecesi olmasidir. Ikinci neden
ise, tez ¢aligmasinda kullanilan patojenlerin optimum yasam sicakligi 37°C’dir ve
ilerleyen deneylerde de kullanilan patojenlerin yasamini ve patojenlik etkinligini

oldugunca devam ettirilebilecegi en yiiksek sicakligin korunmasi amaciyla en yiiksek

25°C’de ¢alisilmstir.

73



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.7.2. Yavas Oldiirme (Slow Killing) Testi

C. elegans’lar iizerinde enfeksiyon modelinin ¢alisilmasi i¢in yavas 6ldiirme testi
gergeklestirilmistir. Patojenlerin oldugu kontrol gruplarindaki ve uygulama gruplarindaki
C. elegans’lar patojenle enfeksiyon sonucunda farkli zamanlarda felg gecirip Slmislerdir.
Yasayan ve saglikli C. elegans gortntisii Sekil 4.28°de, felg gecirmis C. elegans
goriintiileri Sekil 4.29°de verilmistir. Goriintiiler 151k mikroskobunda 4X ve 10X biiyiitme

ile alinmigtir. Yavas 6ldiirme testi sonug grafigi Sekil 4.30°da verilmistir.

Sekil 4.26. Yasayan ve saglikli C. elegans ( yazar tarafindan goriintiilenmistir).

Sekil 4.27. Felg gecirmis C. elegans’lar (yazar tarafindan goriintiilenmistir).
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Sekil 4.28. PAO1 ve MRSA patojenlerine karsi yavag 6ldiirme testi grafigi .

Yavas oldiirme testi sonuglarinda hem PAO1 hem de MRSA gruplarinda GK-11
peptidi uygulanan C. elegans petrilerinde yaklasik %20 sagkalim saglanmistir. PAO1
bulunan petrideki C. elegans’larin hepsi 6. giinde, MRSA petrisinde bulunanlarin ise 7.

giinde tamami1 §lmiistiir.

Olmeden 6nce ise yaklasik enfeksiyonun 2. giinii C. elegans’larin hareketlerinin
olduk¢a yavagladig1 goriilmiistiir ve sinuzodial hareketlerinde de bozulmalar meydana
gelmistir. Enfeksiyonun 4. giinliinde yagsamaya devam eden C. elegans’larda artik viicutsal
hareket goriilmemeye baglanmistir ve sadece agiz kisminda ya da yutak kisminda ¢ok az

hareketlenmeler kalmistir. Olii C. elegans’lara ait goriintiiler Sekil 4.31°de verilmistir.
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Sekil 4.29. Olii C. elegans’lar (yazar tarafindan gériintiilenmistir).

Yavas oldiirme testinde sagkalim saglanmasi iki sekilde gergeklesebilmektedir.
Ilki her giin petriye peptit uygulamasi ile patojenin viriilans etkinliginin azaltmasiyla
gerceklesir. Azalan viriilans aktivitesi C. elegans’lar tizerindeki enfeksiyon yiikiinii
azaltacag1 icin uygulama gruplarindaki C. elegans’larin yasam siireleri kontrol gruplarina

gore daha fazla olabilmektedir

Tez calismasinda GK-11 peptidinin PAO1 ve MRSA belirlenen viriilans genleri
iizerine olan etkileri tespit edilmistir. GK-11, PAO1 viriilans geni lasB’yi asag1 regiile
etmistir. Bu gen, okaryot hiicrelerin yapisal proteinlerini parcalayarak hiicrelere zarar
vermektedir. Yavas 6ldiirme testinde de PAO1 grubuna peptit uygulanmasiyla bu genin
baskilanmasi sonucu C. elegans’lara PAO1 kaynakli olusturulan hasarlardan biri
azaltilmis olmaktadir. Ayrica PAO1’de ve MRSA’da calisan totalde 8§ viriilans genin 5’1,
iizerinde GK-11’in asag1 regiile etkisinde olmasi, bu peptidin patojenlerde baska
viriilanslik saglayan genleri iizerinde de baskilayici bir etkide olabilecegini ve boylelikle

peptit uygulama gruplarinda C. elegans’larda sagkalimi orani artmis olabilmektedir.

Ikinci neden ise petrilere peptit uygulamasi yapildiginda C. elegans’larin bu
peptitleri yutmalar1 ve peptitlerin C. elegans’lar {izerinde immiinomodiilator etkisinin
olmasidir. GK-11 peptidi ile C. elegans’larin patojenlere karg1 verdigi yanitin arttirilmast,
yolaklarin veya genlerin modiile edilmesi sonucunda peptit uygulamasi yapilan gruplarda

sagkalim artmis olabilmektedir.

Bu iki durum farkli yolaklarin diizenlenmesi ile gerceklestigi i¢in ayni anda

gerceklesip sagkalim oranim arttirmaktadir.
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Yapilan yavas Oldiirme testinde enfekte olmus C. elegans n enfeksiyona neden
olan patojeni ortamda varligina devam ederken, peptit uygulamasimnin her giin
yapilmasiyla C. elegans’ta enfeksiyonu tedavi etme modeli gergeklestirilmistir. Peptit

uygulamasi C. elegans sagkalimi oraninda kontrole gore olumlu sonug vermistir.

4.7.3. immiinomodiilator Etkilerinin Belirlenmesi

GK-11 peptidinin enfeksiyona neden olan patojen C. elegans ortaminda varligina
devam ederken C. elegans’lar tizerindeki immiinomodiilator etkisi ¢aligilmistir. qRT-
PCR sonuglar1 sekil 4.32 ve sekilde 4.32°de verilmistir. PAO1 veya MRS A yazan baslikli
grafikler sadece patojen ortaminda bulunan C. elegans’larin gen ekspresyon seviyelerinin
ifade etmektedir. PAO1+GK-11 veya MRSA+GK-11 yazan grafikler ise patojen ve GK-

11 ortaminda bulunan C. elegans’larin genlerinin ekspresyon seviyelerini vermektedir.

Sekil 4.30. GK-11’in PAOL1 patojenine karsi C. elegans immiinomodiilatdr genlerinin

Kontrol akt-1

Kontrol akt-1

Kontrol atf-7

ekspresyon seviyesi lizerine etkileri.
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Sekil 4.31. GK-11"in MRSA patojenine karsi C. elegans immiinomodiilator genlerinin

ekspresyon seviyesi lizerine etkileri.

gRT-PCR’da housekeeping gen olarak PMP-3 kullanilmustir.

akt-1, atf-7, nlp-29 ve zip-2 genlerinin ekspresyon seviyeleri calisilmistir.
Literatiire gore enfeksiyon durumunda akt-1 geninin ekspresyon seviyesinin azaldigi, atf-
7, nlp-29 ve zip-2 genlerinin ekspresyon seviyelerinin arttigi bildirilmistir (Engelmann
and Pujol 2010).

GK-11 uygulanan patojen ve C. elegans bulunan gruplardan yapilan gRT-PCR
sonuglarina gore. PAO1- GK-11 grubundaki C. elegans’larda akt-1 geninde anlaml: bir
azalig goriilmiistiir. akt-1 geninin ifadesinin azalmasi durumda DAF-16 transkripsiyon
faktori sitoplazmada tutulmaz ve c¢ekirdekte lys-7 gibi antimikrobiyal etkili genlerin
ifadesinin artmasini saglar. Literatiire gore P. aeruginosa enfeksiyonu durumunda C.
elegans’ta DAF-16"nin inhibe oldugu goriilmektedir ancak bu durum patojenlere gore
farklilik gostermektedir. E. faecalis ve S. Typhimurium'a maruz kalma durumunda ise bu

genin ekspresyon seviyesi artmaktadir (Radeke and Herman 2021). nlp-29 geninde
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ekspresyon seviyesinin azaldigi tespit edilmistir. atf-7, zip-2 genlerinin ekspresyon
seviyelerinde kontrol grubu olan PAO1-C. elegans grubuna gére anlamli bir degisiklik

goriilmemistir.

MRSA- GK-11 grubundaki C. elegans’larda nlp-29 geninin ekspresyon
seviyesinde azalis tespit edilmistir. akt-1, atf-7 ve zip-2 genlerinin ekspresyon seviyesinde
anlaml bir farklilik gergeklesmemistir. nlp-29 geninin ekspresyon seviyesi genel olarak
mantar enfeksiyonlar: durumlarinda artmaktadir, bakteri patojenleri ile iligkisi tam olarak
kurulmamuistir ancak bazi ¢alismalarda ekpsresyon seviyelerinde farkliliklar goriilmiistiir.
Ayrica nlp-29°un ekspresyonunun azalip artmasi mantar tiirleri arasinda da degisiklik
gostermektedir (Pop et al. 2024). Bir calismada S. aureus’a ile enfekte olan C.
elegans’larda nlp-29’un ekspresyon seviyesinin arttigi belirtilmistir (JebaMercy and
Balamurugan 2012). atf-7 geni ise antimikrobiyal etkili genlerin diizenlenmesinde
gorevlidir ve dogal bagisiklik yolagi olan p38MAPK sinyal yolag: tarafindan ifadesi
diizenlenir. atf-7, Lizozimler, C-tipi lektinler gibi C. elegans bagisikliginda 6nemli olan
antimikrobiyal etkili genlerin ekspresyon seviyesinin diizenlenmesinde gérev almaktadir
(Fletcher et al. 2019). zip-2 ise transkripsiyon faktoriidiir ve dogal bagisiklik
yolaklarindan ayr1 bir sekilde protein sentezi inhibe edildiginde strese yanit olarak irg-1
ve irg-2 gibi antimikrobiyal etkili genlerin ifadesinin arttirllmasinda gorevlidir. Bu gen
P. aeruginosa enfeksiyonunda 6nemlidir, zip-2 mutant C. elegans’larda P. aeruginosa’ya
duyarhilik artarken S. aureus’a karst duyarlilifinda bir degisiklik tespit edilmemistir
(Estes et al. 2010).

Ayrica ortamda patojen yokken, C. elegans’in besini olan E.coli OP50 varken
GK-11 peptidinin ortama verilmesinin C.elegans iizerindeki etkisini tespit etmek igin
artan konsantrasyonlarda GK-11 peptidi C. elegans’lara uygulanmig ardindan qRT-PCR
analizi gergeklestirilmistir. Bunun i¢in C. elegans’larda immiin yanitta 6nemli bir yolak
olan daf-2 sinyal yolaginda gorev alan akt-1 geni ile ¢alisilmigtir. E.coli ortaminda
bulunan C. elegans’larda bu genin ekspresyonun yiiksek olmasi beklenmektedir. Ancak
antimikrobiyal etkili genlerin ifadesinin artmasi igin akt-1’in ekspresyon seviyesinin
azalmasi1 gerckmektedir. GK-11 peptidi uygulanan C. elegans’larda ise bu genin
ekspresyon seviyesinin anlamli bir sekilde azaldigi goriilmiistiir. Bu durum ortamda

enfeksiyona neden olan patojen olmasa dahi antimikrobiyal etkili genlerin ekspresyon
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seviyesinin artmasi i¢in akt-1 geninin baskilanmasi gereken daf-2 yolaginda akt-1’in
baskilandigini ve peptidin potansiyel olarak immiinmodiilator etkide bulunabilecegini
gostermektedir. Ayrica bagisiklik uyarict etkide olabilecegi icin ileri ¢alismalarda
insanlarda bagisiklik gii¢lendirici takviye olarak kullanilabilir 6zelliginin bulundugunu

gostermektedir. QRT-PCR sonuglar1 sekil 4.34°de verilmistir.
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Sekil 4.32. GK-11"in E.coli OP50 ortaminda C. elegans {izerinde immiinomodiilatér

etkisinin belirlenmesi.
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Konvansiyonel antibiyotiklerin etkinliginin giderek azalmasi sonucunda
antimikrobiyal diren¢ sorunu artmakta ve antibiyotikler biyofilm olusturan patojenlerle
miicadelede yetersiz kalmaktadir. Antibiyofilm etkili AMP’ler veya direk olarak ABP’ler
patojen mikroorganizmalara uygulandiginda genel olarak yapilan ¢alismalar sonucunda
patojenlerin bu peptidlere antibiyotiklere kiyasla ¢ok daha az direng olusturduklari
goriilmustiir (Liu et al. 2021) . Bu yiizden bu peptitler umut vadeden terapétik ajanlar
olarak dikkat ¢ekmektedir. Ancak peptitlerin giiglii biyolojik aktivitelerine ragmen
iiretimleri ve klinik uygulamalara entegrasyonu liretim zorlugu veya iiretim maliyetinin
yiiksekligi, proteolitik degradasyona kars1 hassasiyetleri gibi durumlar peptidlerin yaygin

kullanimi kisitlamaktadir.

Bu nedenle gelecekte yapilacak galismalar ile antimikrobiyal ve antibiyofilm
aktivitesi giiclii, hemolitik ve toksik aktivitesi bulunmayan, stabilitesi arttirilmis ve tiretim
stirecleri optimize edilmis yeni peptitlerin gelistirilmesi gerekmektedir. Bunun yaninda
AMP’lerin veya ABP’lerin hedefe yonelik tasinmasini ve taginmasini yaparken onu
koruyacak nanoteknolojik sistemlerin entegrasyonu enfeksiyonel hastaliklarin ¢aligiimasi

alaninda daha etkili ¢6ziim saglayabilecektir.

Tez kapsaminda,

e Veri tabami filtreleme teknolojisi kullanilarak ve evrimsel olarak korunmus
antimikrobiyal peptitlerin net yiikk, amino asit sayisi, hidrofilik 6zellikleri ele
aliarak yapilan filtreleme sonucunda kig pisi baliginda bulunan bir AMP olan
pleurocidin tespit edilmistir.

e Pleurocidin dizisi baz alinarak farkli veri tabanlar1 ve biyoinformatik araglar
kullanilarak peptit dizisinin antimikrobiyal ve antibiyofilm etkisine sahip
olabilecek kisa AMP dizileri tespit edilmistir.

e Sentezlenmesine karar verilen peptitlerin adi GK-11 ve LF-12"dir. Bu peptitlerin

sentezlenmeden dnce biyoinformatik araglar ile yap1 tahmini yapilmistir.
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e Peptitler sentezlendikten sonra safliklart HPLC ve kiitle spektroskopisi ile kontrol
edilmistir. Adindan FT-IR ve CD spektroskopisi ile yapisal karakterizasyonu
tespit edilmistir.

e GK-11 ve LF-12 peptitlerinin antimikrobiyal ve antibiyofilm aktiviteleri test
edilmistir.

e GK-11 peptidinin PAO1 ve MRSA patojenlerinin viriilans genlerinin ekspresyon
seviyesi tlizerindeki etkileri tespit edilmistir.

e GK-11 peptidinin diisiik hemolitik ve sitotoksik etkisi oldugu tespit edilmistir.

e GK-11 ve LF-12 peptitlerinin in vivo etkinligi C. elegans ile test edilmistir.
Peptidin toksik aktivitesi olmadigi, patojen bakteriler varliginda sag kalimi

arttirdig1 ve immiinmodiilatr 6zellik gosterdigi tespit edilmistir.
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