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OZET

MIKROORGANIZMALARDAN ANTIMIKROBIYAL PEPTID URETIMI,
IMMOBILIZASYONU VE UYGULAMALARI

ERDOGAN OZSEKER, Emine

Yiiksek Lisans Tezi, Biyokimya Anabilim Dali
Tez Danismani: Dog. Dr. Alper AKKAYA

Temmuz 2019, 129 sayfa

Savunma peptidleri olarak da bilinen antimikrobiyal peptidler (AMP'ler),
mikroorganizmalardan insanlara kadar pek ¢ok c¢esitli yasam formlar: tarafindan
tiretilen kisa ve genel olarak pozitif yiiklii peptidlerdir. AMP'lerin ¢ogu mikrobiyal
patojenleri dogrudan oldiirme kabiliyetine sahipken, digerleri konak¢1 savunma
sistemlerini degistirerek dolayli olarak etki ederler. Tiim diinyada konvansiyonel
antibiyotiklere kars1 hizla artan direng gelisiminin sonucu olarak AMP'leri klinik
kullanima dahil etme c¢abalar1 hizlanmaktadir. Bazi AMP'ler su anda klinik
calismalarda yeni anti-enfektifler olarak degerlendirilmekte, ayni zamanda
bagisiklik tepkisini modiile etmek, yara iyilesmesini hizlandirmak ve ameliyat
sonrast yapismayl Onlemek i¢in yeni farmakolojik maddeler olarak kullanim

potansiyeli arastirilmaktadir.

Bu ¢alismada farkli mikroorganizmalardan AMP iiretilmesi, liretilen AMP’nin
saflagtirllmas1 ve saflastirilan AMP’nin kalsiyum aljinata immobilize edilerek
antimikrobiyal Ozellikte biyomateryal gelistirilmesi amaclanmistir. Bu amag
dogrultusunda Lactobacillus pentosus (DSM 16366), Bacillus subtilis (DSM 347),
B. cereus, Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) ve B. subtilis (ATCC 6653)
mikroorganizmalardan AMP iiretimi gergeklestirilmistir. AMP {iretiminin
optimizasyonu ¢aligsmalar1 yapilmistir. Optimizasyonda karbon kaynagi tiirii ve
miktar1, azot kaynag tiirii ve miktari, pH ve sicaklik parametreleri incelenmistir.
AMP iiretimi her iki saatte bir besi ortamlarindan alinan 6rneklere antibakteriyel test
uygulanmasi ile takip edilmistir. Antibakeriyel test asamasinda Disk Difiizyon
Metodu kullanilmistir. AMP iiretiminin optimizasyonu sonucunda en yliksek

antibakteriyel aktivite elde edilen mikroorganizmadan (L. pentosus (DSM 16366))
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AMP saflastirilmas1 gergeklestirilmistir. Saflastirilan AMP  kalsiyum aljinat
boncuklarma  1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)kabodiimid (EDC)  kullanilarak
kovalent olarak immobilize edilmistir. Tez calismast sonucunda gelistirilmesi
hedeflenen iiriin antibakteriyel olarak tasarlandigindan dolay:1 antibakteriyel teste
tabi tutulmustur. Antibakteriyel test sonucunda, AMP immobilize kalsiyum aljinat

boncugu uygulanan bolgede mikrobiyal lireme gézlenmemistir.

Sonu¢ olarak mikroorganizmalardan AMP iiretimi, iiretilen AMP nin
saflagtirilmast ve uygulama olarak da saflastirilan AMP’nin kalsiyum aljinat
boncuklarina immobilizasyonu basarili bir sekilde gergeklestirilmis ve antibakteriyel
ozellikte bir biyomateryal elde edilmistir. Tez ¢alismasi sonucunda elde edilen {iriin,
aljinatin yara Ortiisii olarak kullanim 6zelliginden de faydalanilarak 6zellikle agik
yaralarda mikrobiyal kontaminasyonu engellemek amaciyla kullanilma

potansiyeline sahiptir.

Anahtar sozciikler: Antimikrobiyal peptid, biyomolekiil saflagtiriimasi,

aljinat, kovalent immobilizasyon.






ABSTRACT

PRODUCTION, IMMOBILIZATION AND APPLICATIONS OF
ANTIMICROBIAL PEPTIDES FROM MICROOGANISMS

ERDOGAN OZSEKER, Emine

MSc in Biochemistry
Supervisor: Assoc. Prof. Dr.Alper AKKAYA

July 2019, 129 pages

Antimicrobial peptides (AMPs), also known as host defense peptides, are short
and generally positively charged peptides found in a wide variety of life forms from
microorganisms to humans. Most AMPs have the ability to kill microbial pathogens
directly, whereas others act indirectly by modulating the host defense systems.
Against a background of rapidly increasing resistance development to conventional
antibiotics all over the world, efforts to bring AMPs into clinical use are accelerating.
Several AMPs are currently being evaluated in clinical trials as novel anti-infectives,
but also as new pharmacological agents to modulate the immune response, promote

wound healing, and prevent post-surgical adhesions.

In this study, it is aimed that produce and purify AMP from different
microorganisms and develop biomaterial with antimicrobial properties via
immobilization of purified AMPs to calcium alginate. For this purpose, AMP
production from Lactobacillus pentosus (DSM 16366), Bacillus subtilis (DSM 347),
B. cereus, Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) and B. subtilis (ATCC 6653)
was performed. Optimization studies of AMP production were carried out. In the
optimization studies, carbon source type and amount, nitrogen source type and
amount, pH and temperature parameters were examined. AMP production was
monitored every two hours by applying antibacterial test to the samples taken from
the media. Disc diffusion method was used in the antibacterial test stage. AMP
purification was performed from the microorganism (L. pentosus (DSM 16366))
which indicated the highest antibacterial activity as a result of optimization of AMP

production. The purified AMP was covalently immobilized to calcium alginate
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beads using 1-ethyl-3- (3-dimethylaminopropyl) cabodiimide (EDC). As a result of
the thesis, the product which was aimed to be developed was subjected to
antibacterial test as it was designed as antibacterial. As a result of the antibacterial
test, microbial growth was not observed in the region where AMP immobilized

calcium alginate bead was applied.

As a result, AMP production from microorganisms, purification of the
produced AMP and immobilization of purified AMP to calcium alginate beads were
achieved successfully and an antibacterial biomaterial was obtained. The product
obtained as a result of the thesis has the potential to be used in order to prevent
microbial contamination especially in open wounds by taking advantage of the use

of alginate as a wound dressing.

Keywords: Antimicrobial peptide, biomolecule purification, alginate,

covalent immobilization.
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1. GIRIS

Bakterilerin antibiyotiklere karsi koymak icin farkli stratejiler gelistirdikleri
bilinmektedir. Bakteriler, antibiyotigi enzimatik olarak parcalayarak, antibiyotik
hedef bolgesini degistirerek veya gelen antibiyotigi bir tasima mekanizmasi ile
hiicreden disar1 pompalayarak etki gosterebilir. Bu tiir siirecler, P. aeruginosa
(Paterson 2006), Escherichia coli (Overbye and Barrett, 2005), metisilin direngli
Staphylococcus aureus (MRSA) (Reynolds et al., 2004) ve penisilin direngli S.
pneumonia (Karchmer 2004) gibi sofistike ve genellikle yiiksek direngli patojenlerle
kars1 karsiya kaldigimiz durumlarda enfeksiyon tedavisini ¢ok zorlastirir.
Antibiyotiklerin uygulanmasi hala enfeksiyonlari tedavi etmek i¢in en dnemli pratik
strateji olmasina ve antibiyotik direncinin gelisimi diinya ¢apinda endise verici bir
oranda artmasina karsin, terapotik kullanima yonelik sadece bir tane yeni antibiyotik
smifi (oksazolidinonlar-2000 yilinda kesfedilen) gelistirildi (Walsh and Wright
2005). Bu nedenle, yeni engelleyici mekanizmalara sahip etkili antibakteriyel madde
gelistirmeye acil bir ihtiyag vardir. Bunlarin gelistirilmesi ile direngli patojenlerle ve
bunlarin antibiyotige direncli tiirevleriyle miicadele edebilecek icin geleneksel

antibiyotiklerle yer degistirebilecek antimikrobiyal ajanlar elde edilebilir.

Alternatif bir antimikrobiyal strateji olarak AMP'lere iliskin ¢ok sayida
arastirma yapilmaktadir (Wimley and Hristova 2011; Cotter et al., 2013). AMP'ler,
antibiyotige direngli bakteri ve mantarlara karsi genis spektrumlu bir aktivite
sergilerler, ayrica belirli bir protein baglama bdlgesi icin spesifik bir afinite
gostermezler. Her iki 6zellik de AMPlere bagli bakteriyel direng riskini azaltir
(Wimley and Hristova, 2011).

AMPlerin Ozellikleri, onlar1 antibiyotiklere alternatif olarak ideal yapar.
AMPler, ayni tiir (dar spektrum) veya farkli cins (genis spektrum) bakterilerin
biiylimesini inhibe edebilir (Cotter et al., 2005; Snyder and Worobo, 2014). AMPler,
yaklagik 20-60 amino asit kalintisi civarinda kisa zincirlerden olusan kiigiik, 1siya
dayanikli peptidlerdir, ancak daha uzun zincirler de bulunabilir (Snyder and Worobo
2014). AMPlerin ¢ogu, BACTIBASE veri tabaninda bildirildigi tizere, Gram pozitif
bakteriler tarafindan tiretilmektedir. Gram negatif bakterilerden de az sayida AMP

tanimlanmistir (Hammami et al., 2013).



AMPler, farkl: sekilde etki gosterebilir. Genel olarak, bakteriyosinler ya hiicre
zarinda ya da hiicre icerisinde aktivite gosterirler (Cotter et al., 2013). Bakteriyel
hiicre 6limii, hiicre iceriginin hiicre disina sizmasi, hiicre lizizi (peptidoglikan
inhibisyonu ile), protein sentezi inhibisyonu (16S rRNA'nin béliinmesiyle), kritik
iyon gradyanlarinin uzaklastirilmas:t ve DNA degradasyonu gibi farkli yollarla
gerceklesebilir (Vriezen et al.,, 2009; Hammami et al., 2013). AMPler ve
antibiyotikler arasindaki etki sekli onemli Ol¢iide farklilik gosterir ve bu durum

AMPIeri antibiyotiklere uygun bir alternatif haline getirir (Hammami et al., 2013).

AMP aktivitesini taramanin en basit yolu, petri kaplarinda bulunan agar
besiyerinde dogrudan eszamanli antagonizmdir (Chen and Hoover, 2003). Prensip
olarak, Antonie van Leeuwenhoek’un bir mikroorganizmadan elde edilen {iriiniin bir
digerinin biiylimesini engelledigi calismalarina dayanmaktadir (Chen & Hoover
2003). Baz1 kisitlamalar1 olmasina ve zahmetli bir yontem olarak bilinmesine
ragmen, organizmalarin inhibe edici aktivitesinin taranmasi penisilin gibi yeni

antimikrobiyallerin kesfedilmesine neden olmustur (Snyder and Worobo, 2014).

Bu ¢alismada farkli mikroorganizmalardan AMP iiretilmesi, tiretilen AMP’nin
saflastirilmasi ve saflastirilan AMP’nin ticari kullanimina yonelik uygulamasinin
yapilmasi amaglanmistir. Bu amag dogrultusunda, 5 farkli mikroorganizmadan AMP
iretimi  gergeklestirilmistir. AMP  iretiminde kaynak olarak kullanilan
mikroorganizmalardan L. pentosus (DSM 16366), B. subtilis (DSM 347), B. cereus,
ve B. subtilis (ATCC 6653) Gram pozitif bakteriler olup, P. aeruginosa (ATCC
27853) ise Gram negatif bir bakteridir. AMP {iretimi, yukarida da belirtildigi lizere
daha ¢ok Gram pozitif bakterilerden gerceklestirildigi i¢in, tez calismasinda da

ozellikle Gram pozitif bakteriler liretici sus olarak se¢ilmistir.

Tez c¢alismasi kapsaminda AMP {iretiminin optimizasyonu c¢aligsmalari
gerceklestirilmigtir. Optimizasyon ¢alismalarinda karbon kaynag: tiiri ve miktari,
azot kaynag tiirii ve miktari, pH ve sicaklik parametreleri incelenmistir. AMP
iiretiminin takibi, her iki saatte bir besi ortamindan alinan 6rneklere antibakteriyel
test uygulanmasi yolu ile takip edilmistir. Antibakteriyel test asamasinda Disk
Difiizyon Yontemi kullanilmistir. Yontemin prensibi, Antonie van Leeuwenhoek’un

yukarida bahsedilen galismasina dayanmaktadir. Micrococcus luteus (ATCC 4698),



AMP iiretiminde test susu olarak kullanilmistir. Antibakteriyel testler sonucunda en
yiiksek zon cap1 L. pentosus (DSM 16366) bakterisinden elde edilmistir. Bu nedenle
L. pentosus (DSM 16366)’tan AMP saflastirilmasi gergeklestirilmistir. Saflagtirma
asamasinda sirastyla amonyum siilfat ¢oktiirmesi, jel filtrasyon kromatografisi ve
iyon degisim kromatografisi yontemleri uygulanmustir. Saflastirilan AMP, kalsiyum
aljinat boncuklarina EDC kullanilarak, aljinatin yapisinda bulunan —-COOH gruplar1
tizerinden kovalent olarak immobilize edilmistir. Aljinat, yara Ortlisii olarak
kullanimi olan bir biyopolimerdir. Kovalent immobilizasyonu sonucu yapisina AMP
dahil edilen aljinat, antibakteriyel 6zellik kazanmistir. Bu durum tez kapsaminda
AMP immobilize kalsiyum aljinat boncuklarina yapilan test ile kanitlanmistir. Sonug
olarak, antibakteriyel bir biyomateryal elde edilmistir. Elde edilen tiriin 6zellikle
mikrobiyal kontaminasyonun ¢ok sik gozlendigi ve ciddi enfeksiyonlara yol acig1
acik yaralarda kullanilabilir. Tez ¢alismasi kapsaminda, AMPlerin uygulamasi bu
alanda yapilmistir. Ancak AMPlerin kullanim alan1 bununla sinirli degildir. Birgok
AMP, malign kanserlerin tedavisi de dahil olmak iizere klinik uygulamalarda
kullanim potansiyeline sahiptir (Lancaster ve ark. 2007; Nishie ve ark. 2012). Gida
endiistrisinde, AMPler, kimyasal koruyucularin yerine dogal gida koruyucu olarak
kullanilir. Ayrica, AMPler, gastrointestinal sistemdeki proteazlara karst duyarl
olduklar i¢in, gastrointestinal sistemde kolayca sindirilebilecek giivenli gida katki
maddeleridir (Cleveland et al., 2001; Yang et al., 2014). Dahasi, nisin, mersasidin,
mutacin 1140 ve laktikin 3147 gibi AMPler kullanilarak gerceklestirilen bir
caligmada, MRSA ve vankomisine direngli enterokoklar (VRE) gibi antibiyotige
direngli bakterilerin biiylimesinin inhibe edildigi goriilmiistiir (Nishie et al., 2012).
AMP iireten Bacillus suslari, antifungal aktivite gosterirler ve Candida perfringens
ve C. difficile'ye kars1 inhibe edici aktiviteye sahip olduklar1 igin probiyotik olarak
da kullanilabilir (Abriouel et al., 2011). AMPler, tiimor hiicrelerine karsi potansiyel
tedavi arac1 olarak kabul edilirler. Ornegin, bas ve boyun skuamdz hiicre
karsinomunu tedavi etmek i¢in, hiicre proliferasyonunu azaltan nisin
kullanilmaktadir (Joo et al., 2012). Tez ¢alismasi kapsaminda iiretilen AMPlerin de

potansiyel kullanim alanlar arastirilarak gelistirilebilir.



2. GENEL BILGILER

Filogenetik agacta yer alan tiim organizmalar, hayvanlar da dahil,
mikroorganizmalara karst savunma i¢in maddeler tretirler (Andrew and Rivas,
1998). Bu maddelerin ¢ogu peptidlerdir. Konvansiyonel antibiyotiklere kars1 direngli
patojenik organizmalarin giderek artmasi sonucu ortaya ¢ikan problemle birlikte,
enfeksiyonu tedavi etmek i¢cin AMP'lerin farmakolojik uygulanmasina olan ilgi giin

gectikce artmaktadir.

AMP'ler, prokaryotlardan insanlar gibi ¢ok hiicreli hayvanlara kadar birgok
organizmada savunma mekanizmalariin énemli bir pargasini olusturan ve evrimsel
olarak korunan biyomolekiillerdir (Yeaman and Yount, 2003; Guan’1 Guerra et al.,
2010). Yiiksek hayvanlarda patojenik mikroplara ve daha diisiikk yasam tarzlarina
kars1 birincil savunma hattinin 6nemli bir pargasini olustururlar; patojenik ve
saprofitik mikroplara kars1i tek savunma seklidir (Zasloff, 2002). Patojenik
mikroorganizmalara saldiran ve konake1 hiicrelere zarar vermeyen bu peptitlerin
segici sitotoksisitesi, patojenik bakteri ve maya hiicrelerindeki bilesen ve yapisi
acisindan temel farkliliklardan kaynaklanmaktadir. Baz1 AMP'ler immiinomodiilator
etkiler ve/veya kemotaktik davranis sergilemesine ragmen, bu AMP'lerin ortak bir
ozelligi, amfipatik ve genel olarak pozitif olmalaridir (Yeaman and Yount, 2003).
Cesitli organizmalardan yaklagik 1500 AMP tanimlanmigtir ve bu peptidlerin
siniflandirilmasi, farkli peptidler arasindaki yiiksek dereceli dizi benzerligi ile
karmasiklastirilabilir. Bununla birlikte, AMP'lerin siniflandirmalar1 genel olarak

amino asit kompozisyonu ve ikincil yapilar esas alinarak yapilmistir.

2.1. AMPlerin Tarihgesi

AMP'ler prokaryotik hiicrelerde, gramicidinler denilen antimikrobiyal
biyomolekiillerin B. brevis'ten izole edildigi ve ¢ok ¢esitli Gram-pozitif bakteriyel
suslara karst in vivo ve in vitro aktivite gosterdigi tespit edilen 1939'dan beri
bilinmektedirler. Daha sonra, Gine domuzu cildinde enfekte olmus yaralar igin
basarili bir sekilde kullanilan gramicidinler, klinik uygulama icin potansiyel olarak
ilan edildiler ve ticari antibiyotik olarak tretilen ilk AMP oldular (Gause and
Brazhnikova, 1944; Van Epps, 2006). Adaptif bagisiklik sistemi tarafindan tehdit



edilen insanlarda ve diger canlilarda mikrobiyal enfeksiyonlara siirekli maruz kalma

durumunda, bu enfeksiyonlara karsi koruma sagladigi bilinmektedir.

1920'lerin sonunda, Alexander Fleming tarafindan lizozim tanimlanmistir. Bu
calisma, bazi arastirmacilar tarafindan, antimikrobiyal aktiviteye sahip olan bir
peptidin ilk 6rnegi olarak kabul edilmektedir (Fleming, 1922). Bununla birlikte,
lizozimin etki mekanizmasini, bakteriyel hiicre duvarina enzimatik olarak zarar

vererek etki ettigi bilinmektedir.

Fleming, 1928'de penisilini kelfetti ve 1940'larda, Ernst Chain ve Howard
Florey ile birlikte Nobel Tip Odiilii'nii kazand1 (Fleming, 2001; Brown, 2004).
Lizozim gibi dogal konake¢i antibiyotiklerin terapotik potansiyeli ve 1943'te
streptomisin ve penisilin ortaya ¢ikmasi ile bu immiin savunma stratejisinin dnemine
olan ilginin giderek artmasi sonucu “Antibiyotiklerin Altin Cag1” baslad: (Bentley,
2012; Zaffiri et al.,, 2012). 1942'de, daha once bugdayda tanimlanmis olan
antimikrobiyal biyomolekiilin, bugday endosperminden (Triticum aestivum)
benzerleri, Xanthomonas campestris ve P. solanacearum gibi cesitleri fitopatojenleri
inhibe eden bir peptid oldugu goriilmiistiir (Jago, 1926; Fernandez de Caleya et al.,
1972). 1970'lerde protiyonin olarak adlandirilan bu peptidin, AMP olan tiyonin
ailesinin bir liyesi oldugu anlasilmistir (Mak and Jones, 976; Ohtani et al., 1977). Bu
calisma ile birlikte, "Antibiyotiklerin Altin Cag1" sona ermistir ve 1960'larda goklu
mikrobiyal patojenlerin artmasiyla birlikte, yeni savunma molekiillerine yonelik
aragtirmalar baslatilmistir (Davies, 2006; Katz et al., 2006). Baz1 ¢alismalarin AMP
arastirmalarmin ana kaynagi oldugu disiiniilmektedir; &rnegin 1950'lerde ve
1960'larda katyonik proteinlerin bakteri 6ldiirme kabiliyetinden sorumlu oldugunu
gosteren calismalar mevcuttur (Hirsch, 1956; Zeya and Spitznagel, 1966; Nakatsuji
and Gallo, 2012).

1960'larda antimikrobiyal bir protein olan laktoferrin siitten izole edilmis ve
balmumu giivesi larvalarinin hemolenfindeki direngli P. aeruginosa'nin atagindan
sonra sonra kii¢iik antimikrobiyal molekiillerin indiiklendigi gozlenmistir (Stephens
and Marshall, 1962; Groves et al, 1965). 1970'lerin ve 1980'lerin sonlarinda gesitli
arastirmacilar tarafindan insanlardan ve tavsanlardan a-defensinler oldugu bilinen

baz1 antimikrobiyal proteinlerin bulundugu bildirilmistir (Selsted et al., 1983;



Selsted et al., 1984; Selsted et al., 1985; Ganz et al., 1985; Levy, 2004). Ek olarak,
bu defensinlerin sisteinle stabilize edilmis ilk AMP'ler arasinda oldugu bildirilmistir.
Giliniimiizde genellikle marker olarak kabul edilen ¢alismalarda, Boman ve ark. ipek
giivesi pupasi Hyalophora cropropia'ya bakteri enjekte edilmis ve 1981'de bu
pupanin hemolenfinden indiiklenebilir katyonik antimikrobiyal proteinler, P9A ve
P9B'yi izole etmistir (Hultmark et al., 1980). Bundan kisa bir siire sonra, bu
peptitlerin dizilimi, karakterizasyonu ve yeniden adlandirilmasi (daha iyi bilinen
"cekropinler” olarak) rapor edildigi, boylece ilk onemli a-helikal AMP'leri
olusturdugu bildirilmistir (Steine et al., 1981). Diger marker arastirmalarinda, Afrika
pence kurbagasi X. laevis'ten katyonik AMP'ler izole edilmis ve Zasloff et al. (1987)
ve bu peptidleri, 1987'deki savunma rollerini kesfetmelerinin ardindan Ibranice’de
“kalkan” anlamina gelen “magaininler” olarak adlandirilmistir (Zasloff, 1987).
Birkag yil sonra sistein eslesmeleri ile a-defensinlerden farkli olan 6-defensinler ve
B-defensinler, sigir graniilositlerinin ve lokositlerin al yanakli maymundan
izolasyonunun ardindan Karakterize edilmistir (Selsted et al., 1993; Tang et al.,
1999).

flk anyonik AMP'ler X. laeviler’de tanimlanmis ve Karakterize edilmistir.
1990'larin ortalarinda Brogden ve arkadaslar sigir ve koyunlar da dahil olmak iizere
ruminantlarda birgok farkli peptid tanimlanmistir (Brpgden et al., 1997; Brogden et
al., 2003). 1990'larin basinda da, lizozimin, enzimatik olmayan mekanizmalar ile
aktivite gosteren AMP'lere benzer sekilde antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu
goriisiinii ortaya koyan kanitlar toplanmaya baslandi ve bu sonuglar, bu lizozimin
aslinda tanimlanan ilk AMPlerden olabilecegi goriisiiniin ortaya ¢ikmasina neden
oldu. (Benkerroum, 2008). Bu sonuglara dayanarak, bazi arastirmacilar AMP'lerin
adaptif  bagisiklik  sistemine sahip olmayan organizmalarin  savunma

mekanizmasinda kritik bir rol oynayabilecegini 6ne siirdiiler (Ganz, 2003).

AMP'yi sifreleyen bir genin, bocekleri biiyiik bir mantar enfeksiyonuna karsi
duyarli hale getirdigi gosterildiginde, 1990'larin ortalarinda Drosophila
melanogaster i¢in meyve diyeti onaylandi (Lemaitre et al., 1996). Bu ¢alismalardan
bu yana, AMP'lerin yalnizca bocekler ve bitkilerin degil, ayn1 zamanda adaptif
bagisiklik sistemi olmayan diger organizmalarinda da bu peptidlerin zengin bir

kaynagi oldugu konusu yogun olarak ¢alisilmistir (Duran et al., 2011; Barbosa et al.,



2011). Bu calismalar, AMP'lerin insanlar dahil tiim ¢ok hiicreli organizmalarda
bulundugunu ve bu peptidlerin, memelilerin bagisiklik sisteminde 6nemli bir rol
oynadigini kabul etmektedir. Bu peptidler normalde insan viicudunun mukoza ve
deri gibi mikroplara maruz kalan ¢ogu bolgesinde tanimlanmistir ve eozinofiller,
trombositler ve notrofiller de dahil olmak iizere bir dizi kan hiicresi tiirii tarafindan
tiretilir (Zasloff, 2002; Bevins and Salzman, 2011). Bununla birlikte, AMP'lerin
ekspresyonu ile ilgili arastirmalar arttikca, bu peptidlerin iiretiminin yaralanma veya
farkli bir sekilde zarar gérme sonucu uyarilmis olabilecegi anlasilmistir (Ganz,

2003).

Genel olarak, dermicidin ve a-defensinler (cilt korumasinda yer alan AMP
prekiirsorii) yapisal olarak iiretilme egilimindeyken, B-defensinlerin baskinligi
indiiklenebilirdir (Hancock and Scott, 2000; Scott and Hancock, 2000; Schittek et
al., 2001). Ayrica, bazt AMP'ler belirli viicut bolgelerinde baskin olmasina ragmen,
sadece kiiciik bir azinlik yalnizca belirli bir hiicre tipi ya da dokusu tarafindan iiretilir
ve her doku mevcut fizyolojik kosullara bagli olarak kompozisyonda degisebilen
kendi AMP spektrumuna sahiptir (Wiesner and Vilcinskas, 2010). Ornegin,
dermisidin'den tiiretilen peptidler, insan terlemesinde ana AMP'lerdir, ancak
egzersize cevap olarak, bir kisinin viicut boliimleri arasinda farkli profiller gosterir
(Rieg et al., 2006). AMP'lerin kesfedilmesinden bu yana, arastirmacilarin ilgisini
¢eken en 6nemli konulardan biri, antimikrobiyal aktiviteler i¢in gereken minimum
inhibisyon konsantrasyonlarin (MIC) in vitro degerinin, bu peptitlerin in vivo
fizyolojik konsantrasyonlarindan ¢ok daha yiiksek olmasidir. Bu arastirma igin
onerilen iki onemli agiklama, AMP'lerin, antimikrobiyal etkiyi uygulamak icin
bolgesel olarak MIC degerinin iizerinde yiiksek konsantrasyonlarda birikebilecegi
veya bu peptidlerin diger AMP'lerle sinerjistik olarak etki edebilecegidir (Lai and
Gallo, 2009). Bu sinerjik etkiler, yapisal olarak benzer ve ayni konakei
organizmadan oldugu gibi farkli konak¢i organizmalardan elde edilebilen genis
araliktaki AMPler ile birlikte goriilebilir (Westerhoff et al., 1995; Matsuzaki et al,
1998; Han and Hancock, 2001; Cassone and Otwos, 2010).

AMP'lerin tiretimi tim organizmalarda kullanilan bir savunma stratejisidir ve
neredeyse her yol yeni bir tiiri kesfedilen bu peptidlerin varlig1 veritabanlari ile

kanitlanmistir (Tablo 1). Bu veritabanlar1 incelendiginde, yaklasik 1500 AMP'nin



listelendigini ve bildirilen peptidlerin sayisinin hizla arttigin1 gériilmektedir (Wang

et al., 2008; Thomas et al., 2009). Bu veri tabanlar sayesinde, AMP'ler arasinda

cesitli kriterlere, en c¢ok yapi-fonksiyon iliskilerine ve antimikrobiyal etki

mekanizmalarina dayanarak karsilastirmalar yapilabilmektedir.

Tablo 1. AMP veri tabanlar1 (Wang et al., 2008).

Yil Veri Tabam | Websitesi icerik
2002 | AMSDb http://www.bbcm.univ.trieste.it/~tossi/amsdb.html Animal/plant
AMPs
2002 | SAPD http://oma.terkko.helsinki.fi :8080/~SAPD Synthetic AMPs
2003 | NAD http://www.nih.go.jp/~jun/NADB/search.html General AMPs
2004 | A/OL http://www.atoapps.nl/AOLKnowledge/ Antimicrobial
compounds
2004 | Peptaibol http://www.cryst.bbk.ac.uk/peptaibol/home.shtml Fungal AMPs
2006 | CyBase http://researcht.imb.uq.edu.au/cybase Plant AMPs
2006 | PenBase penbase.immunaqua.com Shrimp AMPs
2007 | BACTIBASE | bactibase.pfba-lab.org Bacterial AMPs
2007 | Defensins defensins.bii.a-star.edu.sg Defensins
across eukarya
2007 | AMPer http://marray.cmdr.ubc.ca/cgi-bin/amp.pl Animal/plant
AMPs
2008 | PhytAMP phytamp.pfba-lab-tun.org Plant AMPs
2008 | RAPD http://faculty.ist.unomaha.edu/chen/rapd/index.php Recombinant
AMPS
2009 | APD2 http://aps.unmc.edu/AP Natural AMPs
2010 | CAMP http://www.bicnirrh.res.in/antimicrobial General AMPs
2012 | YADAMP www.yadamp.unisa.it General AMPs
2012 | DAMPD http://apps.sanbi.ac.za/dampd General AMPs
2012 | DADP http://split4d.pmfst.hr/dadp/ Amphibian

AMPS




2.2. AMP Biyosentezi

Cok hiicreli organizmalarda bulunan AMP'ler, patojenik bir bakterilere
saldirmak icin cilt veya akcigerler gibi dis yiizeylerde veya nétrofillerin
graniillerinde bulunur ve buralardan izole edilir. AMP sentezi genellikle
enfeksiyona cevaben indiiklenir (Hoffmann et al., 1999). Bu nedenle, bu peptidler
dogustan gelen immiin yanitin 6nemli bir pargasini olusturur (Boman, 1995).
AMP'lerin biiylik ¢ogunlugu cok hiicreli organizmalar tarafindan sentezlenir ve
genom tarafindan kodlanir. Gen transkripsiyonu ve ribozomal translasyon, diizenli
proseslerle tiretilir, ardindan stirekli olarak gen {iriiniiniin proteolitik prosesi yapilir.
Mikroorganizmalar tarafindan iiretilen birgok AMP, nadir bulunan amino asitleri
icerir. Bunlarin ¢ogu ribozomlar araciligiyla sentezlenmez veya ribozomal olarak
sentezlenir ve sonrasinda modifiye edilir (Kleinkauf and von Dohren, 1990; Nissen-
Meyer and Nes, 1997).

2.3. AMP’lerin Simiflandirilmasi

AMP'ler i¢in fikir birligine dayali bir siniflandirma sisteminin kurulmasi, esas
olarak tanimlanan ¢ok sayida molekiil olmasina ragmen, biyokimyasal ve yapisal
karakterizasyonlar1 hakkinda tam olarak veri bulunmamasi nedeniyle tartismali bir
konudur. Siniflandirma, yazara gore veya sadece karmasiklik derecesine gore
degisebilir. AMP'nin ana smiflarini ayirt etmenin basit bir yolu biyolojik
kaynaklarini hesaba katmaktir. Prokaryotlardan yiiksek okaryotlara kadar cesitli
tirde organizmalar AMP sentezler. Bu nedenle, AMP'ler ya ribozomal olarak
sentezlenmemis peptitler ya da ribozomal olarak sentezlenmis peptitler olarak
siiflandirilabilir. Ribozomal olarak sentezlenmis peptid sentezi, peptid sentetaz
tarafindan katalize edilir ve bu islem esas olarak antibakteriyel 6zelliklere sahip
bakteri ve mantarlarin sitozolunda gerceklesirken, ribozomal olarak sentezlenmis
peptidlerin sentezi, Okaryotik hiicrelerin ribozomlarinda meydana gelir. Bu
peptidler ayrica antiviral, antiparaziter, antineoplastik ve immiinomodiilator
aktiviteye sahiptir. Ribosomal olarak sentezlenmemis peptitlerin ana Grnekleri,
polimiksin B, bacitrasin, vankomisin, gramikidin A ve siklik peptitlerdir
(daptomisin, dalfopristin, kinupristin ve siklosporin A), bunun yaninda nisin gen

tarafindan kodlanmig ve ribozomal olarak sentezlenen bir AMPdir (Carmona-
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Ribeiro and Carrasco, 2014). Sadece bazi ribosomal olarak sentezlenmemis
peptidler Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmis ve

pazarlanmaktadir.

Notral pH'ta molekiil yiikii 6zelligi goz Oniine alindiginda, diger iki tiir
siniflandirma elde edilebilir. Buna gore, AMP'ler katyonik AMP'ler ve anyonik
AMP'ler olma iizere alt bolimlere ayrilmaktadir. Omurgalilar, omurgasizlar ve
bitkilerde anyonik AMP'ler de tanimlanmasina ragmen, AMP'lerin ¢ogu katyonik
ozelliktedir. Anyonik AMP'ler, solunum yolu, beyin, epidermis, epididim, kan ve
gastrointestinal sistem dahil olmak iizere viicudun c¢esitli hayati organlarinin bir
pargasidir. Anyonik AMP'lerin ornekleri olarak, sigirlarda kromasinler ve
kappacin, insanda ise dermicidin ve amfibi temporin peptidleridir (Narayana and
Chen, 2015).

Bununla birlikte, yazarlar, biyokimyasal 6zelliklerine, konformasyonlarina
ve yapilarina dayanarak, hatta biyolojik aktivitelerini ve hedeflerini dikkate alarak

daha ayrintili AMP simiflandirmalari 6nermislerdir.

2.3.1. Biyokimyasal Siniflandirma

Bu siniflandirma, temel olarak AMP'leri asagidaki siniflara ayiran amino asit
kompozisyonuna dayanir: (i) dogrusal, (ii) sistein bakimindan zengin peptidler ve
(iii) glisin, prolin, arginin veya histidin gibi spesifik amino asitler bakimidan

zengin peptitler. Bu siniflandirma i¢in AMP 6rnekleri Tablo 2'de verilmistir.

Tablo 2. Biyokimyasal 6zelliklerine gore AMP’ler (Narayana and Chen, 2015).

Simif Ornek

Dogrusal Cecropins, Clavanin, Piscidins, Styelin, Magainins,
Dermaseptins, Buforins-I1 Pexiganan, LL-37

Sistein bakimindan
zengin

Tekli | Esculentin, Bactenecin-1, Thanatin
Ikili | Tachyplesin, Androctonin, Protegrin-I
Uclii | Defensins: o-(HNP3), B-(TAP), 6-(SapecinA)
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Dortlii | Drosomycin, Hepcidin

Spesifik amino asitler
bakimindan zengin

Drosocin, Metchnikowins, Pyrrhocoricin,
Proline | Metalnikowin
Glycine | Diptericins, Attacins

Arginine | Penetratin

Histidine | Histatin

Tyrosine | Indolicidin

2.3.2. Yapisal Siniflandirma

Son zamanlarda, Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) ile yapi-fonksiyon
iliskileri ¢alismalarina dayanan bir siniflandirma onerilmistir. Buna gére AMP'ler
¢ yapisal gruba siniflandirir: a-helikal peptidler, B-sheet peptidler ve uzatilmis

veya ilmek peptidler (Cruz et al., 2014).

Alfa-helikal AMP'ler, a-heliks yapilarin olusumundaki egilimler ile
karakterize edilir ve bu peptidler, cogunlukla Gram-pozitif bakteri ve mantarlara
kars1 aktif olan, yiiksek katyonik ve amfipatik 6zellikler gosterir. Bununla birlikte,
helikal igerik, hemolitik aktivitenin artmasi ve sitotoksisite ile de iligkili olabilir.
Alfa-helikal AMP'lerin baz1 Ornekleri, cekropinler, magaininler, temporinler,
buforinler ve clavaninlerdir (Gullberg et al., 2011; Cruz et al., 2014). B-sheet
yapisindaki AMP'ler, genellikle sistein kalintilar1 arasindaki disiilfit kopriileri ile
stabilize edilirler. Bu grup, temel olarak B-firkete peptidleri ve defensin mini

proteinlerinden olusur. Ornekler protein-1, thanatin ve laktoferrisin B'yi igerir.

Uzaltilmis veya ilmek yapisindaki AMP'ler, normal alfa heliks veya B-sheet
yapilara katlanmazlar. Genisletilmis aktivite veya siklik karakter, bazi spesifik
amino asit tortularimin, 6rnegin His, Pro, Cys, Arg ve Trpmin, varlifindan
kaynaklanir. Bu tip AMP'lerin 6rnekleri histatinler, boceklerden prolin bakimindan

zengin izolatlar, hepsidin ve indolisindir (Cruz et al., 2014).
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2.3.3. Biyolojik Aktiviteye Gore Siniflandirma

Bahar ve arkadaslari, 2013 yilinda hazirladiklari bir inceleme makalesinde,
AMP'leri biyolojik hedeflerine ve etki tiirlerine gore kategorize etmislerdir. Bu
yiizden Onerilen smiflar antibakteriyel peptidler, antiviral peptidler, antifungal
peptidler ve antiparaziter peptidlerdir. Farkli hedefe ragmen, AMP'ler hiicre
duvarini veya viral zarfi bozarak, par¢alanma ve hiicre i¢i bilesenlerin sizmasina
neden olarak hareket etme egilimindedir. Antibakteriyel ve antifungal peptidlerin,
hiicre i¢i hedeflemesinin de kanitlar1 vardir, bunlar DNA replikasyonu ve protein

sentezi gibi hiicre i¢indeki baz1 6nemli yollar1 inhibe ederler (Bahar and Ren, 2013).

2.4. AMP’lerin Etki Mekanizmasi
2.4.1. AMP Aktivitesini Belirleyen Yapisal Faktorler

Herhangi bir terapdtik ajan veya antimikrobiyal konak savunmasinin temel
kosulu, konak¢iya gore mikrobiyal hedef i¢in segici bir toksisiteye sahip olmasidir.
Ideal olarak, bu tiir bilesikler kolayca erisilebilen, genis bir etki spektrumunda ortak
olan ve nispeten degisken olmayan bir veya daha fazla mikrobiyal determinant ig¢in
afiniteye sahiptir. AMP'ler ilk olarak mikrobiyal hiicreleri hedef alir ve boylece
erigilebilir ve genis 6l¢iide korunan patojenlerin molekiiler bilesenlerini belirlemek
icin gerekli etkiyi gosterir. AMP'ler fosfolipidleri yansitan amfipatik 6zelliklere
sahiptir, bu durum AMP’lerin hiicre zarlar1 gibi temel mikrobiyal yapilardaki dogal
savunma bilesenleriyle etkilesime girmelerine ve bunlardan yararlanmalarina
olanak saglar. Secici toksisite ve antimikrobiyal aktivite ile ilgili AMP yapisinin
birka¢ yonii, tematik olarak asagidaki boliimde ele alinmistir. Spesifik olarak,
hidrofobiklik (H), yik (Q), konformasyon (X), amfipatiklik (A), hidrofobik
moment (MH) ve polar ag1 (©) gibi yapisal parametreler incelenmistir. Bu
parametrelerin birbirine bagimli oldugunu ve bu nedenle, bir parametrenin
modifikasyonunun siirekli olarak digerlerinde telafi edici degisikliklere yol agtigini
unutmamak onemlidir. Peptid yapi-aktivite iligkisinin bu biitiinsel goriiniimii,
AMP'lerin etki mekanizmasini etkileyen bu temel 6zelliklerin her biri ile ilgilidir

(Sekil 1).
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Charge

Polar Angle ) Conformation

0 L

H A

Hydrophobicity Amphipathicity

Sekil 1. AMP aktivitesini etkileyen yapisal faktorler.

Konformasyon

Her ne kadar AMP'ler kaynak ve dizilimde genis 6l¢iide farkli olsalar da, ti¢
boyutlu topolojilerinde birkag¢ tema baskin goriinmektedir ve peptidler buna gore
kategorize edilmistir. ki ana grup a-helikal ve B-sheet peptidlerdir, oysa kalan
peptidlerin ¢ogu bir veya daha fazla amino asit artig1 agisindan zenginlestirilmis
olanlar olarak siniflandirilabilir (6rnegin, triptofan, prolin veya arginin bakimindan
zengin) (Hancock, 1997). Baska bir smiflandirma semasi, peptid kaynagina
(6rnegin notrofiller veya diger lokositler), prekiirsore (O0rnegin, kathelidin,
tiirbinlerin tiirevleri), intramolekiiler baglarin kapsamina (6rnegin, peptid dizisinde

veya peptidlerde siklizasyona) veya baska bir parametreye dayanmaktadir.

a-heliks AMP'ler, kurbagalarin ve boceklerin hiicre dist sivilarinda bol
miktarda bulunur. Bu peptitlerin ¢cogu, ancak amfipatik fosfolipid membranlarla
etkilesime girdiklerinde helikal hale gelir. B-sheet peptidleri, birincil yap1
seviyesinde ¢ok ¢esitli molekiil gruplarini temsil eder. Bu farkliliklara ragmen, bu
peptidler, farkli hidrofilik ve hidrofobik 6zellige sahip yiizeyler ile, amfipatik
kompozisyon dahil, ortak ozellikleri paylasirlar. Prolin-arginin ve triptofan
acisindan zengin peptidlerin yapilar1 hakkinda daha az sey bilinmektedir. Bununla
birlikte, prototipik veya yapilardan farkli uyum 6rnekleri de tanimlanmugtir (Schibli
etal., 1991; Boman et al., 1993; Cabiaux et al., 1994).
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Bugiine kadar karakterize edilen AMP'lerin bir¢ogu 2 ila 9 arasinda degisen
bir pozitif net yiik gosterir ve yiiksek oranda tanimlanmis katyonik alanlar
icerebilirler. Katyoniklik, AMP'lerin bakteri ve diger mikroorganizmalarin
fosfolipid membranlariin (negatif yiiklii) ilk elektrostatik ¢ekimi i¢in siiphesiz
onemlidir ve karsilikl elektro afinite, konuk¢u dokulara gore secici antimikrobiyal
hedefleme saglar. Bakteriyel membranlarin asidik fosfolipidler fosfatidilgliserol
(PG), fosfatidilserin ve kardiyolip bakimindan zengin olmalari, membrana negatif
yiik verir. Ayrica, Gram-negatif ve Gram-pozitif bakterilerin lipopolisakarit (LPS)
ve teikoik veya teichuronik asitleri, bu ilgili organizmalarin yiizeylerine ek negatif
yiik verir. Hedef hiicre, prokaryotlarda tipik olarak % 50 daha biiyiiktir. Bu
nedenle, bu tiir bir kemoosmotik potansiyelin, pozitif yiiklii peptidleri mikrobiyal
ylizeyler iizerinde yogunlastirmak i¢in elektroforetik bir sekilde etki edebilecegi

One stirilmustiir.

Bu diisiincelere dayanarak, birkag g¢alismada gosterildigi gibi, peptid
katyonikligi ile antimikrobiyal aktivite arasinda giiclii bir korelasyonun olmasi
sasirtict degildir. Ancak, bu degiskenler arasindaki iliskiyi dogrudan, dolayl veya
ters iligki 6rnekleriyle aciklamak dogru degildir (Bessalle et al., 1992; Matsuzaki,
1998). Belli bir aralikta, artan peptid katyonikligi, genellikle artan antimikrobiyal
potansiyel ile iligkilidir. Magainin 2 analoglari ile yapilan ve peptid hidrofobikligi
ve helikalligi gibi diger parametrelerrin sabit tutuldugu calismalar, yiikiin 3'ten 5'e
yiikseltilmesinin Gram-negatif ve Gram-pozitif patojenlere karsi antibakteriyel
aktivitelerin artmasina neden oldugunu gostermistir. Bununla birlikte, artan pozitif
yiikiin stirekli artan etkinlik saglamayacaginin da kanitlar1 vardir. Yukarida tarif
edilen magaininler i¢in, 6 ila 7'lik bir net yiik, hemolitik egilimin artmasina ve
antimikrobiyal aktivite kaybina neden olmustur (Dathe et al, 2001).
Antimikrobiyal aktivitedeki bu azalma, kismen fosfolipid bas gruplari ile asir1 giiglii
peptid etkilesimlerinden kaynaklanabilir, bdylelikle peptidin  hiicre igine

tasinmasini onlenir.
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Amfipatiklik ve hidroforbik moment

Neredeyse, tiim AMP'lerin amfipatik yapilari, hedef membranlarla etkilesime
girerek olusur. Amfipatiklik, cok sayida protein konformasyonuyla elde edilebilir;,
en basit ve belki de en zarif olanlardan biri amfipatik sarmaldir. Amfipatik o-
sarmal, li¢ ila dort kalinti periyodikligine sahiptir ve amfipatik biyo-zarlarla
etkilesim i¢in en uygun olandir. Amfipatik sarmal, peptidleri zwitteriyonik veya
ndtr membranlara karst hemolitik hale getirmede belirgin bir etkiye sahip olabilir
ve ayrica negatif yiikli zarlara karsi peptid aktivitesini etkiler. Biitiinlesik bir
hidrofobik alan meydana getiren yiiksek derecede bir sarmallik ve/veya
amfipatiklik, notr fosfolipidlerden olusan hiicrelere karsi artan toksisite ile
iliskilidir (Dathe and Wieprecht, 1999).

Amfipatiklik, bir protein i¢indeki hidrofobik ve hidrofilik alanlarin géreceli
bollugunu ve polarizasyonunu yansitir. Bu 06zelligin formiilsel bir sekilde
tanimlanmas1 zordur. Ideal bir sarmalla normalize edilmis, tek tek amino asit
hidrofobikliklerin vektorel toplami olarak hesaplanan hidrofobik moment,
amfipatitenin bir kantitatif 6l¢iisiidiir (Eisenberg, 1984). Hidrofobik momentin
arttirllmasi, model peptidlerin hedef membranlara kars1 gegirgen ve hemolitik
aktivitelerinde &nemli bir artisa neden olur. Ornegin, Pathak ve ark. (1995)
tarafindan yapilan bir ¢alismaya gore, amfipatiklik, AMP aktivitesini yonetmedeki
hidrofobiklik veya a-helikal igerikten daha 6nemliydi.

Hidrofobiklik

Bir peptid i¢indeki hidrofobik artiklarin yiizdesi, peptid hidrofobikligi olarak
tanimlanir. Cogu AMP i¢in hidrofobiklik neredeyse % 50'dir. Hidrofobiklik, AMP-
membran etkilesimleri i¢in vazgeg¢ilmez bir 6zelliktir, ¢linkii peptidik lipit, ayirma
derecesini iki tabaka halinde diizenler. Hidrofobiklik derecesinin arttirilmasinin
memeli hiicre toksisitesi ve antimikrobiyal 6zgiilliik kaybi ile kuvvetli bir iliskisi
olmasina ragmen, hidrofobiklik membran gegirgenligi i¢in gereklidir. Bu nedenle
bircok AMP, mikrobiyal hiicre zarina kars1 aktiviteyi optimize edecek sekilde orta
derecede hidrofobiktir.
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Polar ac1

Polar agisi, bir amfipatik sarmalla uyumlu bir peptidin polar olmayan tarafin
ile kars1 kutbunun oraninin bir dl¢iisiidiir. Ornegin, bir tarafinin sadece hidrofobik
artiklardan ve digerinin sadece yiiklii artiklardan olusan hipotetik bir a-helikal
peptidi i¢in, polar ag1 180° olacaktir. Polar a¢1 agisi, sarmalin hidrofobik igeriginin
oraninin artmasiyla orantili olarak azalir. Cok sayida dogal ve sentetik peptid ile
yapilan ¢alismalarda, daha kiigiik bir polar agisinin (ve dolayisiyla daha biiyiik bir
hidrofobik yiizey), membranlarin gegirgenligindeki artisla iligkili oldugu
bulunmustur (Wieprecht et al., 1997). Ayrica polar aginin peptid kaynakli membran

gozeneklerinin yar1 dmri ve genel stabilitesi ile baglantili oldugu gosterilmistir.

2.4.2. AMPlerin Yapisal Belirleyicilerinde Ortak Temalar

Cok ¢esitli AMP dizilerinin ve yapilarinin varligi, tiim patojenlerin tek
efektorii olarak tek bir AMP dizisinin ortaya ¢ikmadiginin altin1 ¢izer. Dahasi,
Doga, AMP'lere karsi mikrobiyal direncin gelisimini dnleme ya da geciktirme
stratejisi olarak c¢esitliligi korumus olabilir. Bununla birlikte, ayirt edici
antimikrobiyal aktivite ile iligkili yapisal parametrelerin dikkatli bir sekilde analizi,
peptidler arasinda konake1 hiicre toksisitesine karsi, ¢esitli temalar sunar. ikincil
yapimin korunmasi, farkli peptidlerin antimikrobiyal aktivitesini kolaylagtiran ti¢
boyutlu konfigiirasyonlarin anahtar1 olabilir. Genellikle, amfipatiklik, yiik, polar ag1
veya hidrofobik moment gibi bazi 6zelliklerin u¢ noktalari, peptidin antimikrobiyal
aktivitesini ve secici toksisiteyi azaltabilir. Mikroorganizmalara karst AMP
seciciligi i¢in asgari yiik esigi, diisiik goriinmektedir (belki 2 kadar). Bu 6zellik
muhtemelen {i¢ nedenden dolay1 6nemlidir: 1) negatif yiliklii mikrobiyal zarlara ilk
elektrostatik ¢ekim; 2) zara bagl katyonlar1 yer degistirme potansiyeli; 3) bir¢cok
mikroorganizmanin giiglii bir trans-negatifligi, katyonik peptidlerin membran
lizerinde oryantasyonunda, polar membran c¢ekirdegine giriste ve/veya yer
degistiren peptidlerin ekzoplazmik membrandan sitoplazmik membran yoniinde
gecislerini kolaylastirabilir. Yiikiin kutuplanmasindan bagimsiz veya bagimli olan
makul bir amfipatiklik diizeyi, bu bakimdan daha olumlu gériinmektedir. Yiikiin
ayrilmas1 ve hidrofobiklik, hedef lipit ¢ift tabakanin dogal amfipatikligi ile

paraleldir ve ayrica mikrobiyal zarin i¢ine peptid entegrasyonunu ve bozulmasini
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da tesvik edebilir. Ugiincii bir tema, membran-litik peptitler arasindaki segicilik
makul hidrofobiklige bagli olabileceginden, asir1 hidrofobiklik, zwitter iyonik
membranlar i¢in seciciligi ve memeli sitotoksisitesini artirabilir. Bu nedenle, segici
antimikrobiyal aktivite, bir AMP ile hedef arasindaki ii¢ boyutlu hidrofobik ve
elektrostatik etkilesimler arasindaki hassas dengeden kaynaklanmaktadir (Dathe et
al., 1996).

2.4.3. Hedef Membran ve Peptidin Ilk Etkilesimi

Yukarida Ozetlendigi gibi, AMP'ler dogal olarak biyomemranlar1 hedef
alacak ve etkilesime gegecek sekilde yapilandirilmistir. Daha 6nemlisi, sonraki
peptid dinamikleri ve membrani pargalayan etkiler, hedef yiizey ile ilk etkilesimden
onemli Ol¢iide etkilenir. Asagida, peptidin ve hedef membranin biyokimyasal ve

biyofiziksel 6zellikler, bu ilk etkilesimlerin temeli ile biitiinlestirilmistir.

Elektrostatik etkilesimler

Elektrostatik  etkilesimlerin,  mikrobiyal  hiicrenin  baslangigtaki
hedeflemesinden sorumlu olduguna inanilmaktadir. Matsuzaki tarafindan yapilan
bir arastirma, AMP katyonikligini membran baglama kabiliyeti ile iliskilendirmistir
ve katyonikligin ¢ok ¢esitli organizmalardaki neredeyse tiim AMP'lerin korunmus
bir 6zelligi oldugu gercegi bu argliman1 daha da desteklemektedir (Matsuzaki,
1999). Elektrostatik kuvvetler uzun bir aralik boyunca etki eder ve AMP'lerde,
negatif yiiklii fosfat gruplarina atak yapan lizin ve arginin kalintilarinin bollugu, bu
etkilesimlerin hedef hiicre zarina ilk ¢ekimden sorumlu oldugu teorisine daha fazla
giivenilirlik kazandirir. (Zasloff, 2002). Gram-negatif bakterilerde, AMP'lerin
normal olarak LPS ile iligkili olan katyonlarin yerini degistirdigine inanilmaktadir,

clinkii AMP'lerin, LPS i¢in bir baglanma afinitesine sahip olduguna inanilmaktadir.

LPS'nin 4-amino-4-deoksi-L-arabinoseoris ile yliksek derecede agillenmis
olarak yiiksek oranda bulundugu bakteri tiirleri, pozitif yiiklii AMP'lere kars1 daha
fazla direng gosterir. Bu da, elektrostatik yiikiin hedef hiicre zar ile etkilesimi i¢in
onemli oldugu teorisine daha fazla giivenilirlik kazandirir (Ganz, 2003). Gram-

pozitif bakteriler, bir LPS veya dis hiicre zarindan yoksundurlar, ancak teichuronic
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veya teichoic asit polimerlerinden olusan kalin bir hiicre duvarina sahiptirler.
Oldukga anyonik olan bu yapilar, katyonik AMP'ler i¢in ideal hedeflerdir. Teikoik
asitlerin modifiye edilmesi sonucu anyonik yiikiin arttig1 S. aureus suslari, bunun
sonuvu olarak katyonik AMP'lere kars1 daha hassastir (Gross et al., 2001; Collins
et al., 2002). Cogu bakterinin, memeli hiicrelerine gore giiclii bir elektrokimyasal
gradyan (Ay) icermesinin, AMP'lerin hedef se¢iciligini arttirdig1 diistiniilmektedir
(Yeaman and Yount, 2003).

Membran ile reseptor-ligand etkilesimi

Bazi c¢aligmalar, hem dogal hem de sentetik peptitlerin, D-amino veya L-
amino asitlerin kullanilmasindan bagimsiz olarak membran ile esit derecede iyi
etkilesime girdigini gostermistir (Maloy and Kari, 1995; Matsuzaki, 2009). Bu da,
biyomembranlarla etkilesimlerin reseptor-ligand mekanizmalarina bagli olmadigini
gosterir; Ancak, diger ¢aligmalar bu durumun tim AMP'lerde olamayabilecegini
gostermistir. Gliglii antimikrobiyal etkiye sahip, dogal, siklik bir peptid olan nisin'in
ozellikle bakteriyel membran lipid 1l'ye baglandigi bulunmustur (Breukink et al.,
1999; Wiedemann et al., 2001). Benzer sekilde, tasiplesinin, LPS igin spesifik
afiniteye sahip oldugu gosterilmistir. Bu ¢alismalardan elde edilen veriler, az sayida
AMP'de hiicre hedeflemesi icin reseptdr aracili baglanmanin 6nemli oldugunu

gostermektedir (Breukink et al., 1999).

2.4.4. Membrana Baglanmayi Takiben Gerg¢eklesen Olaylar

Genel olarak, ilk atagin deneysel olarak belirlenmesi ve peptidlerin hiicresel
membranlara etkilesimi, baglanmasiy1 takiben gerceklesen atak ve etkilesimleri
takip etmekten daha kolaydir. X-1smn1 kristalografisi, NMR, ters faz-yiiksek
performansli sivi kromatografisi (HPLC) ve yiizey plazmon rezonansi gibi ¢esitli
yontemler peptit-membran etkilesimlerini aydinlatmak i¢in kullanilmistir (Sitaram
and Nagaraj, 1999; Blondelle et al., 1999). Bununla birlikte, antimikrobiyal
etkinligin ve mekanizmalarin pH, ozmotik kuvvet, ¢ozelti viskozitesi ve sicaklik
gibi kosullara son derece duyarli olduklari, bu nedenle yukarida belirtilen
tekniklerle elde edilen verilerin bu sartlara gore bakilmasi gerektigi ileri

stirilmektedir (Yeaman and Yount, 2003).
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Membrana ilk baglanma gerceklestikten sonra, AMP'ler dis fosfolipid zarina
niifuz eder ve bdylece sitotoksik etki hiicrenin igine uygulanabilir. Peptidler
tarafindan hiicreye giris, lipid zarinin yiizeyinde minimum esik konsantrasyonunda
AMP birikmesini gerektirir. Bu olay, peptitlerin multimerizasyon kabiliyeti gibi
konsantrasyon disindaki faktdrlerin yan sira lipid bilesimi, kafa grubu biiyiikligii
ve akigkanlik gibi fosfolipid zarin 6zellikleri ile deetkilenebilir (Yang etal., 2000).
Iki tabakanin transmembran potansiyeli ayrica peptidin zara girme seklini de
etkileyebilir, ¢linkli oldukc¢a negatif bir transmembran potansiyeli, pozitif ytkli

peptidi zarin i¢ine ¢cekerek gézenek olusumunu kolaylastiracaktir (Huang, 2000).

2.4.5.Memran ile Etkilesim Sonrasi Peptid Konformasyonunda Meydana
Gelen Degisiklikler

Bircok AMP, &zellikle a-heliks sekonder yapiya sahip olanlar, i¢ zarin polar
olmayan ortamina girdiklerinde konformasyonel olarak onemli 6l¢iide yeniden
diizenlemeye tabi tutulur. a-heliks AMP'ler normal olarak hiicre disi1 ortamda
diizensizdir, rastgele bobin veya genisletilmis yapilar gosterirler, ancak
biyomembran ile etkilesime girdiginde hizlica yapilandirilmis bir a-heliks
sarmalina yapisinda doniisiir (Dathe and Wieprecht, 1999). Bazi1 AMP'ler, yalnizca
negatif yikli c¢ift katmanl bir zar ile birlikte bu konformasyonel degisime
ugrayabilir. Bu durum, lipidlerin bu tiir membranlarda diizenlenme sekli nedeniyle
olabilir. Fosfolipid kafa gruplari, peptiddeki katyonik amino asit kalintilarinin
optimum periyodikligini indiikleyerek, helikal sekonder yapiya dogru
konformasyonu tesvik eder (Henzler et al., 2003; Sanderson, 2005). Bu ozellik ile
AMP'lerin sadece hedef hiicre zar1 varliginda (negatif yiiklii bakteri olmasi
durumunda) sitotoksik forma “aktive” edildigi ve hedef olmayan konakg1 hiicrelere
zarar vermeyecegi One siiriilmiistiir (Tossi et al., 2000). B-sheet yapisindaki
peptidlerde bulunan intramolekiiler disiilfiir baglari, sulu yapilarda bile ikincil
yapilarini koruduklar. Bu sayede dordiinciil peptid yapilarinin zara girdikten sonra
ayrisiyor olmasina ragmen ragmen, a-heliks peptidlerde goriilen bigimsel yeniden

diizenlemelere maruz kalmazlar. Bu durum, segici toksisiteyi kolaylastirabilir.

Hiicre zarn ile ilk etkilesimin ardindan, bir¢ok peptit, lipid peptit
etkilesimleriyle birlestirildiginde, peptidin sitotoksik etkilerine katkida bulunan
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karmagik yapilarin olusturulmasina yol agabilen yapisal donilisiime ugrayabilir.
AMP’lerin amino asit sekans1 ve monomer formundaki konformasyon, bu yapilari
olusturma kabiliyetini belirleyecektir. Amfipatik peptidlerde, hidrofobik alanlar,
lipit iki tabakasiin polar olmayan hidrofobik cekirdek bdlgesi ile etkilesime
girebilir ve boylece peptidi zarin daha da derinine iter. Alternatif olarak, bu alanlar
sulu ortama maruz kalinmasini 6nlemek amaciyla multimerizasyonu tesvik eden
diger peptitlerin hidrofobik fasetleriyle de etkilesime girebilirler. Bu tip
multimerizasyon ve lipit ¢ift tabakanin i¢ kismui ile etkilesim, peptid kapl
gozeneklerin veya kanallarin biyomembran i¢inde olusmasina neden olabilir ve bu
da biitlinliik ve gegirgenlik kaybina neden olabilir. Biyomembranlar kompozisyon
ve yap1 bakimindan oldukg¢a degisken oldugu i¢in, bir peptid farkli hiicresel
membranlarla etkilesime girdiginde, birkag¢ farkl sekilde davranmasi miimkiindiir.
AMP'lere maruz kalan membranlarda gozlenen gozenek olusumunu tanimlamak

i¢in ¢esitli modeller 6nerilmistir.

Barrel-Stave modeli (Fic1 modeli)

Membran gozenek olusumunun bu mekanizmasi fi¢i modeli olarak
adlandirilir, ¢iinkii kanali kaplayan transmembran peptidleri veya peptid
kompleksleri, fi¢1 benzeri bir halkada konumlandirilir ve transmembran portreler
olusturur. Amfipatik peptidler, hidrofobik bdlgeleri lipit zarmin i¢ kisminda
bulunan polar olmayan hidrokarbon kuyruklar1 ile etkilesime girecek sekilde
yonlendirilirken, hidrofilik alanlar ise gozenegin sulu kanalina bakacak ve
siirlarin olusturacak sekilde yénlendirilir. 11k olarak, monomer peptidler hiicre
yiizeyinde birikir ve zara temas ettiklerinde konformasyonel olarak yeniden
diizenlemeye tabi tutulur (Sekil 2). Bunun, fosfolipid kafa gruplarmi kenara
gitmeye dogru zorladig1 ve zarin incelmesine neden oldugu diisiiniilmektedir. Bu,
peptidin hidrofobik kisminin membranin polar olmayan i¢ kismina girmesine izin
verirken, AMP'nin katyonik amino asitleri negatif yiiklii kafa gruplariyla etkilesime
girer. Peptidlerin esik konsantrasyonuna ulasildiginda, peptid monomerleri,
peptidin i¢ zarmin hidrofobik merkezini daha fazla zorlanmasina neden olan
multimerler olusturacak sekilde toplanabilirler. Peptid monomerlerinin olustrudugu

agregatlar brlestikce, zardaki gozenek genisler (Shai, 2002).
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Carpet modeli (Kilim modeli)

Kilim modeli, hiicresel membran {izerinde birgcok monomer peptidi tarafindan
yayilma etkisine dayanmaktadir. Hiicre zarinda yeterince yiiksek konsantrasyonda
AMP mevcut oldugunda, zarin baz1 fosfolipidleri yer degistirir, bu da zarlarin
akigkanliginda degisikliklere neden olur veya zarin bariyer Ozelliklerinde
zayifliklar meydana getirir. Bu yer degistirmelerin kiimiilatif etkisi, zarin
zayiflatilmasi ve biitiinliiglinii yitirmesidir. Daha 6nce bahsedildigi gibi, AMP'lerin
zar ile ilk etkilesimi elektrostatik ¢ekim kuvvetleri ile gerceklesmektedir. Bu
modelde, 6zel bir kanal veya gozenek olusturulmamistir. Membran gegirgenliginin
ve membran biitiinliiglinlin kaybinin, fosfolipidlerin dagilmasinin meydana
getirdigi olumsuz enerji 6zellikleri nedeniyle olduguna inanilmaktadir (Sitaram and

Nagaraj, 1999).

Toroidal por veya solucan deligi mekanizmasi

Bu gbzenek olusumu mekanizmasi o-heliks yapisindaki magainin peptidleri
kullanilarak calisilmigtir. Diizensiz peptitler, yiiklii hiicresel zara temas ettikten
sonra a-heliks yapiya doniisiir. Baslangigta, heliksler kendilerini yoOnlendirir,
bdylece membran ylizeyine paralel olurlar. Polar fosfolipid kafa gruplar1 yer
degistirir ve membranin ylizeyi zayiflar, bu da zardaki pozitif bir egrilik ile
sonuglanir. Bu zorlanma ve incelmenin bir sonucu olarak, zar kararsiz hale gelir ve
daha fazla peptid etkilesimlerine kars1 daha duyarli hale gelir. Esik degerde peptid
konsantrasyonuna ulasildiginda, peptidler, zara dik olacak sekilde yeniden
diizenlenirler ve peptidlerin hidrofilik kisimlari, zarin hidrofobik kisimlariyla temas
etmeyecek sekilde multimerlesmeye baslarlar. Yeni olusan toroidal gozenek
kararsizdir ve parcalandiginda peptitlerin bir kismi hiicre zarmin i¢ kisimlarini
zorlar. Bunedenle, bu gegici gézeneklerin pargalanma asamasinin, peptidlerin diger
hedefler iizerinde etki edebilecekleri hiicre i¢i bosluga yer degistirmesine izin

verdigi i¢in 6nemli olduguna inanilmaktadir (Yang et al., 2001).
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Sekil 2. Antimikrobiyal etki mekanizmasi igin sunulan modeller.

2.5. AMP'lerin Terapotik Ajanlar Olarak Kullanim

AMP'lerin, cok direngli bakterilere karst etkili olan ve geleneksel
antibiyotikleri potansiyel olarak yenileyebilecek, direngli mikroorganizmalar
tarafindan inhibe edilmeyen genis spektrumlu aktivitelere sahip oldugunu gordiik.
AMP'ler bakterileri hizla 6ldiiriirler, birden fazla hedef igerebilirler ve MIC ¢ogu
zaman minimum bakterisit konsantrasyonlar1 (MBC) ile ¢akisir (iki kattan az)
(Bahar and Dacheng, 2013). Bununla birlikte, en duyarli bakterilere kars1 etkileri
giiclii degildir ve peptidlerin diisiik oral biyoyararlanimlari ve hizli metabolize olma
egilimleri nedeniyle genellikle zayif ila¢ adaylar1 oldugu diisiiniilmektedir.
(Picherau and Allary, 2005). Ustelik bunlarin sentezi i¢in yapilan ¢alismalar, cogu

zaman yliksek arastirma ve gelistirme maliyeti gerektirmektedir.

Yukarida bahsedildigi tizere, giiniimiizde yaklasik 1500 AMP, ya dokulardan
izole edilerek ya da sekans analizi ile tanimlanarak kesfedilmistir. Bu yapilarin
cesitliligi, etki mekanizmalar1 ve aktivite spektrumu, miitkemmel tibbin tasarimi i¢in
bir altin madenidir. Bu amaca ulasmak i¢in, endiistriden ve iiniversitelerden bir¢ok
akademisyen ve arastirmaci, yapi-etkinlik iliskilerini, giiglii sentetik formlarini vb.
gelistirmeye katkida bulunur. Yeni AMP'lerin tasarimi, bir AMP'nin 50 amino asit
kalintisindan ziyade 3 amino asitten olustugu gergegi sonucu sonsuz bir is olacak
ozelliktedir. Gercekten de, N tane kalintisi verilen bir AMP igin olasi
kombinasyonlarin sayist 20N'dir. Bu nedenle, etkili bir AMP gelistiricisi i¢in
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baslangi¢ noktas1 dogal olarak gii¢lii bir AMP tanimlamak ve onu optimize etmek

icin baz1 degisiklikler yapmaktir. AMP'nin gelistirilmesi/iyilestirilmesi i¢in en

onemli sartlar: bakteriyel hedef i¢in secici toksisite, genis aktivite spektrumu,

yuksek kimyasal stabiliteye sahip formiilasyon, diisiik yan etki, diisiik bakteriyel

direng riski, uygun maliyettir.

v

Genis aktivite spektrumu: AMP'ler belirgin ve genis in vitro aktivite
gosterse de, AMP'lerin in vivo aktivitesi fizyolojik tuz ve serum kosullar
altinda 6nemli 6l¢iide azalir. AMP'lerin wild tip ve direngli bakteri suslari i¢in
ayni etkinligi gosterdigi de kanitlanmustir (Zasloff, 2002). Dogal kaynaklar,
gelismis sentetik AMP'lere kiyasla sinirli aktivite spektrumu ile diisiik

miktarlarda/konsantrasyonlarda AMP'ler firetir.

Toksisite: AMP'ler Okaryotik hiicreler igin toksik olabilir, ¢linkii etki
mekanizmalar1 temelde membranlarla etkilesime dayanir. Bu potansiyel
toksisite ayn1 zamanda klinik uygulamanin Oniindeki en biiyiikk engeldir.
Bununla  birlikte, insan hiicreleri  genellikle ~AMP'lere makul
konsantrasyonlarda direnclidir, ancak akrepler, yaban arilar1 ve arilardan
aliman zehirlerin aslinda insanlar icin toksik olan AMP'lerden olustuguna
dikkat edilmelidir. Bazi1 defensinler memeli hiicreleri i¢in yliksek
konsantrasyonlarda sitotoksiktir (Lichenstein et al., 1986; Lichenstein et al.,
1988).

Maliyet: Bu agilmas1 gereken en biiyiik engeldir. Bir gram AMP tiretmek 400
ABD dolarina kadar mal olabilirken, geleneksel bir antibiyotik icin bu 1 ABD
dolarindan daha diisiik olabilir (Marr et al., 2006). AMP'leri sentezlemek i¢in

ticari Olgekli liretim platformlarina acil ihtiyag vardir.

Katyonik AMP'lerin terapoétik ajanlar olarak kullanimi belirlenmis ve

dogrulanmigtir (Hancock, 2000). Su anda bir¢ok sirket AMP'ye dayali olarak ilag

ticareti yapmaya ¢alismaktadir, ancak hicbiri heniiz piyasaya siirlilmemistir. Buna

ragmen, bircok AMP su anda klinik deneylerde test edilmektedir.
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Pexiganan (veya MSI-78), 90'li yillarda tasarlanan ilk nesil AMP'den biri
olarak gelistirilmistir, bu peptid, magainin-2'den tiiretilir ve 22 amino asitten olusur.
Pexiganan, Faz Ill denemelerinde test edilmistir. Yaranin iyilesmesinde etkili
oldugu kanitlanmistir ve belirgin bir toksisite veya yan etkisi yoktur (Lamb and
Wiseman, 1998). Bununla birlikte, 1999'da FDA tarafindan reddedilmistir. Ciinkii
enfekte diyabetik ayak ilserlerine karsi test edilmesi sonucu, florokinolon
antibiyotik olan ofloksasin ile geleneksel tedaviye kiyasla herhangi bir iyilesme
goriilmemistir.. Yine de, Pexiganan, Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere kars1
ofloxacin'den ¢ok daha etkili bir sekilde in vitro aktivite gostermistir. (Fuchs et al.,
1998; Ge et al., 1999). Iseganan (bir domuz proteinli sentetik analog olan 1B367)
ve Neuprex® da Pexiganan ile ayn1 kadere sahiptir, ¢iinkii Faz III denemelerinden

gecememislerdir (Mackkin, 1998; Trotti et al., 2004)

MX-226 ve MX-594NA, Migenix'ten (Kanada) gelen sigir indolisidin bazl
AMP cesitleri, son zamanlarda Faz III klinik calismalarinda etkinlik gostermistir.
MX-226, kateter ile iliskili enfeksiyonlarin dnlenmesi igin, MX-594NA ise akne
vulgaris tedavisi i¢in gelistirilmistir (Giuliani et al., 2007).

Bir fungal defensin olan plektazin, gliniimiizde Novozymes tarafindan
gelistirilmistir ve kullanilmaktadir (Mygind et al., 2005). Bu AMP'nin
Streptococcus pneumoniae'a karsi aktif oldugu ve su anda preklinik gelisimde
oldugu gosterilmistir. Plectasin, yeni bir AMP temelli antibiyotik sinifinin ilk tiyesi

olabilir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. GEREC

3.1.1. Kimyasallar

Tyriptic soya broth (TSA) Oxoid firmasindan; mannoz, D(-)-fruktoz,
sakkaroz, lire, (NH4)2SQ4, fosforik asit, aseton, HCI, Sigmaldrich firmasindan; M17
broth, tripton, pepton, Fluka analytical firmasindan; nisasta, MgSO4 7H20 Alfa
Aesar firmasindan; D(+)-glukoz, K2HPO4, NH4NO3, asetik asit, etanol, Merck
firmasindan; MRS broth LAB M firmasindan temin edilmistir.

3.1.2. Cihazlar
Tablo 3. Calismada kullanilan cihazlar.
Cihazlar Marka ve Model
Hassas Tarti AND GR SERISI
Isitmali Manyetik Karistirici IKA
pH Metre HANNA HI 2211-02
Inkiibator NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC
Mikroplaka Okuyucu THERMO SCIENTIFIC
Mikro Pipet EPPENDORF RESEARCH PLUS
Su Banyosu MEMMERT
Vortex FISONS
Steril Kabin ESCO CLASS 2 BSC
Otoklav HIRAYAMA
Santrifiij EPPENDORF
-86°C THERMO SCIENTIFIC

3.1.3. Mikroorganizmalar

L. pentosus (DSM 16366), B. subtilis (DSM 347), B. cereus, P. aeruginosa
(ATCC 27853) ve B. subtilis (ATCC 6653) mikroorganizmalart AMP iiretiminde,
M. luteus (ATCC 4698) mikroorganizmasi antibakteriyel test asamasinda

kullanilmistir.
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3.1.4. Besi ortamlar

Farkli mikroorganizmalardan AMP {iiretiminin gergeklestirilmesi amaciyla
Tablo 4’te ve Tablo 5’te igerikleri verilen AMP iiretim ortamlari, MRS Broth
(Tablo 6), M17 Broth (Tablo 7) ve Tryptic Soy Broth (TSB) (Tablo 8) besi

ortamlarindan peptid iiretimi gergeklestirildi.

Tablo 4. Antimikrobiyal peptid iiretim ortami 1 igerigi.

Bilesen Konsantrasyon
Pepton 159/l
Tripton 10 g/l
Yeast ekstrakt 10 g/l
Glukoz 10 g/l
Tween 80 1 ml/l

Tablo 5. Antimikrobiyal peptid iiretim ortami 2 igerigi

Bilesen Konsantrasyon (g/L.)
Glukoz 20,00
Nisasta 20,00
(NH4)2S04 20,00
Yeast Ekstrakt 10,00
K2HPO4 2,60
FeSQOa. 7 H20 0,10
MgSOa. 7 H20 0,50
NaCl 0,25
CaCOs 9,00




Tablo 6. MRS broth igerigi

Bilesen Konsantrasyon (g/L)
K2HPO4 2,00
Glukoz 20,00
MgSOa. 5 H20 0,20
MnSOsa. 4 H20 0,05
Meat ekstrakt 8,00
Pepton 5,00
NaCHsCOO. 3 H20 2,00
Yeast ekstrakt 4,00

Tablo 7. M17 broth icerigi

Bilesen Konsantrasyon (g/L)
Askorbik asit 0,50
Laktoz 5,00
MgSO4 0,25
Meat ekstrakt 5,00
Meat pepton 2,50
Sodyum gliserofosfat 19,00
Soya pepton 5,00
Tripton 2,50
Yeast ekstrakt 2,50




28

Tablo 8. TSB igerigi

Bilesen Konsantrasyon (g/L)
Kazein pepton 17,0
K2HPO4 2,5
Glukoz 2,5
NaCl 5,0
Soya pepton 3,0

3.2. Antimikrobiyal Peptid Uretiminin Optimizasyonu

Farkli mikroorganizmalardan AMP iiretiminin incelenmesi amaciyla 5 farkli
besi ortaminda 5 farkli mikroorganizmanin AMP {iretimi takip edildi. Deneme
sonucunda en iyi iiretimin gorildiigl ortam segilerek (MRS broth), AMP {iretiminin
optimizasyonu ¢aligmas1 yapildi. Optimizasyon ¢alismalarinda karbon kaynag tiirii
ve konsantrasyonu, azot kaynagi tiirii ve konsantrasyonu, pH ve sicaklik

parametreleri incelendi (Tablo 9).

Tablo 9. Antimikrobiyal peptid liretiminin optimizasyonunda incelenen parametreler.

Parametre Deger

Karbon kaynag tiirii Glukoz-fruktoz-siikroz-malt ekstrakt-nigasta
Karbon kaynagi 2,5-5,0-7,5-10,0-15,0 g/L

konsantrasyonu

Azot kaynag tiirli Amonyum siilfat-yeast ekstakt-pepton-tripton-

amonyum nitrat

Azot kaynagi 3-6-12-18-24 g/L
konsantrasyonu
pH 5,5-6,0-6,4-7,0-7,5

Sicaklik 24-26-28-30-32 °C
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Besi ortami olarak MRS broth kullanildi. Karbon ve azot kaynaklart MRS
broth ortamina ekstra olarak eklendi. Her denemede herhangi bir karbon ya da azot

kaynagi eklenmeyen MRS broth ortam1 kontrol olarak kullanildi.

AMP firetim ortamlarindan 12-26 saat aralifinda 2 saatte bir 6rnek alindi.
Ornekler 4°C’de 9000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 érnekler

filtreden gecirildi ve antibakteriyel testler i¢in hazir hale getirildi.

3.3. Antibakteriyel Testler

Calismada iiretilen AMPlerin etkinliklerini incelemek amaciyla Disk
Difiizyon Yontemi (Dokme Plak) kullanildi. Stok kiiltiirde (-86°C) saklanan M.
luteus (ATCC 4698) susu TSB’ye inokiile edildi ve 30°C’de 150 rpm’de 24 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan, % 0,75 olacak sekilde M. luteus (ATCC
4698) tyriptic soy agar (TSA) igerisine inokiile edilerek petrilere dokiildii ve tizerine
ornek yiiklemesi yapilan diskler yerlestirilerek 30°C’de 24 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda orneklerin zon caplar1 olgiildii. Disklere, filtreden
gecirilerek hazirlanan 6rnekler ile yiikleme islemi gergeklestirildi (20 pl). Yiikkleme

isleminin ardindan diskler oda sicakliginda 1 saat kurutuldu.

3.4. Antimikrobiyal Peptid Saflastirilmasi

AMP fiiretilen besi ortami 4°C’de 9000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sonrast 6rnekler 0,22 um’lik filtreden gegirildi ve antibakteriyel testler

icin hazir hale getirildi. AMP aktivitesi antibakteriyel testler yapilarak olgiildii.

3.4.1. Amonyum Siilfat ile Coktiirme ve Diyaliz

%60’l1k olacak sekilde kati amonyum siilfat ve 4°C'de buz banyosunda
hafifce karistirilarak ilave edildi. Amonyum siilfatin ¢éziinmesinden sonra, karigim
gece boyunca 4°C'de bekletildi ve ardindan 9000 rpm'de 4°C'de 15 dakika

santrifiijlendi.

Pelet, 5 ml pH 7 10 mM fosfat tampon icerisinde ¢oziildii, daha sonra buz

banyosu iizerinde gece boyunca 1 litre pH 7 10 mM fosfat tamponuna kars1 diyaliz
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edildi. Diyaliz igin, SPECTRAPOR™ tipi diyaz membrani kullamldi
(Philadelphia, Pa., U.S.A). Diyaliz sonrasinda AMP aktivitesi antibakteriyel testler
yapilarak ol¢iildii.

3.4.2. Sephadex G75 Uzerinde Jel Filtrasyon Kromatografisi ile Saflastirma

Jel filtrasyon kromatografisi i¢in (2,5 X 7,0 cm) tipi kolon, Sephadex G75 ile
dolduruldu ve kolon jelin dengede tutulmasi amaciyla pH 7 10 mM fosfat tamponu
ile gece boyunca bekletildi. Bekleme sonrasinda, pH 7 10 mM fosfat tamponu ile
kolon yikandi. 4 ml AMP kolona eklendi ve ayn1 tampon ile eliisyonu yapildi.
AMPnin diger proteinlerden en iyi sekilde ayrilmasini saglamak amaciyla eliisyon
yavas (0,6 ml/dakika) bir akis hizinda gerceklestirildi. 1ml’lik fraksiyonlar
toplandi. Her bir fraksiyon i¢in 280 nm'de absorbans okundu ve fraksiyonlarda

antibakteriyel testler yapilarak AMP aktivitesi 6l¢tildi.

3.4.3. DEAE-Sefaroz Uzerinde Iyon Degistirme Kromatografisi ile Saflastirma

Iyon degistirme kromatografisi i¢in (2,5 X 7,0 cm) tipi kolon, DEAE- Sefaroz
ile dolduruldu ve kolon jelin dengede tutulmasi amaciyla pH 7 10 mM fosfat
tamponu ile gece boyunca bekletildi. Bekleme sonrasinda pH 7 10 mM fosfat
tamponu ile kolon yikandi. 4 ml AMP kolona eklendi ve ayn1 tamponda hazirlanmig
NaCl (0,00-0,25-0,50 0,75-1,00-1,50 M) ile lineer gradyan eliisyonu yapildi.
Eliisyon 0,8 ml/dakika’lik bir akis hizinda gergeklestirildi. 1ml’lik fraksiyonlar
toplandi. Her bir fraksiyon i¢in 280 nm'de absorbans okundu ve fraksiyonlarda

antibakteriyel testler yapilarak AMP aktivitesi ol¢iildii.
3.5. Saflastirilan AMP’nin SDS-PAGE ile Goriintiilenmesi

Saflastirilmas1 tamamlanan AMP’yi gdriintiilemek amaciyla SDA-PAGE
yontemi kullanildi. SDS-PAGE diizlemsel (slab) bi¢imin hazirlanan jeller
kullanilarak gergeklestirildi. SDS-PAGE’e uygulanacak ornekler 1:1 oraninda 2X
SDS-PAGE 6rnek yiikleme tamponu ile karigtirildi ve 95°C’de 15 dakika inkiibe
edildi. SDS-PAGE’e 10 pl 6rnek uygulandi ve 6rnekler 50 mA, 300 V altinda
yaklasik 90 dakika jelde yiiriitiildii. SDS-PAGE i¢in kullanilacak jeller Tablo 10°da

igerigi verilen ¢ozeltiler kullanilarak hazirlandi.
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Tablo 10. % 12’1ik SDS-PAGE jel hazirlamak i¢in kullanilan ¢ozeltiler.

Alt Jel Ust Jel
Alt veya iist jel tamponu 19,50 ml 7,38 ml
%30 (w/v) akrilamid/metilen

26,20 ml 5,90 ml
bisakrilamid ¢ozeltisi (37,5:1 oraninda)
Distile su 31,58 ml 15,95 ml
Tetrametilendiamin 89,00 pl 29,00 pl
Amonyum persiilfat (%10) 195,00 pl 89,00 ul

Elektroforez isleminin tamamlanmasinin ardindan jel yiiriitme sisteminden
alind1 ve % 0,25’lik Coomassie Brilliant Blue ile boyandi. Boya jelin yiizeyini
tamamen boyadigi i¢in jelden uzaklastirilmasi gerekti. Boyay1 jelden uzaklagtirmak
i¢in jel icerisinde distile su bulunan bir kaba alindi, mikrodalga firin igerisine
konuldu ve kabin igerisindeki suy kaynadiktan 5 dakika sonra alindi. Bu islem kabin

icerisindeki su degistirilerek 2 kez tekrarlandi.

3.6. Saflastirilan Peptidlerin Kalsiyum Aljinat Boncuklarina immobilizasyonu

Sodyum aljinat % 2’lik olacak sekilde hazirlanarak oda sicakliginda ¢6ziildi,
1 gece boyunca +4°C bekletildi. 10 mI’lik enjektdre sodyum aljinat ¢ozeltisi ¢ekildi,
daha 6nceden hazirlanip +4°C’de bekletilen % 3°liik 100 ml CaClz ¢6zeltisinin igine
ucu kiit igne kullamlarak kii¢iik damlalar halinde eklendi. islem buz banyosu iginde,
cozelti yavasca karistirilarak yapildi. Damlatma islemi sonrasinda olusan kalsiyum
aljinat boncuklari, 2 saat +4°C’de bekletildi. Son olarak 1 kere 50 ml saf su, 3 kere
50 ml pH 4,0 25 mM fosfat tamponu ile yikand1 ve kullanima hazir olarak +4°C’de

saklanda.

Hazirlanan kalsiyum aljinat boncuklar1 2 ml EDC (pH 4,0 25 mM fosfat
tamponu) ile 25°C’de 150 rpm karistirma hizinda 30 dakika inkiibe edilerek

reaksiyona yatkin hale getirildi (verilen degerler 5 adet kalsiyum aljinat boncugu
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iceren reaksiyon ortami i¢in gegerlidir). Aktiflenen kalsiyum aljinat boncuklart 3
kere 1 ml pH 7,0 25 mM fosfat tamponu ile yikandi. Yikanan kalsiyum aljinat
boncuklar1 1 ml pH 7,0 25 mM fosfat tamponu ve 0,25 ml saflagtirilan peptid igeren
reaksiyon ortamina eklendi ve 25°C’de 150 rpm karistirma hizinda 1 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyon islemi sonrasindan boncuklar reaksiyon ortamindan alind1 ve 3
kere 0,5 ml pH 7,0 25 mM fosfat tamponu ile yikandi. Yikama sulari reaksiyon
ortamu ile birlestirildi. Elde edilen 6rneklerden peptid tayini Bradford yontemi ile

yapildi.

3 mL Bradford reaktifi lizerine 150 puL 6rnek eklendi, 10 dakika oda
sicakliginda karanlikta inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda 595 nm’de kdre
kars1 absorbans okundu. 1 L Bradford reaktifi; 40 mg Coomassie Brillant Blue G-
250, % 95 50 mL etanol ve 55 mL % 88 fosforik asit kullanilarak hazirlandi. Cozelti
hazirlandiktan sonra filtreden gecirildi. Standart grafik 0,02-0,05-0,10-0,15-0,20
mg/ml BSA ¢ozeltileri kullanilarak hazirlandi.

Optimizasyon ¢alismalarinda pH, tampon konsantrasyonu, boncuk sayisi ve

AMP konsantrasyonu parametreleri incelendi (Tablo 11).

Tablo 11. immobilizasyonun optimizasyonunda incelenen parametreler.

Parametre Deger

pH 5,0-5,5-6,0-6,5-7,0-7,5-8,0-8,5-9,0

Tampon konsantrasyonu | 10-25-50-100-250 mM

Boncuk sayisi 1-3-5-7-10 adet

AMP konsantrasyonu 0,032-0,064-0,128-0,320-0,640-0,960-1,280 mg/mi

3.7. Peptid Iimmobilize Kalsiyum Aljinat Boncugunun Antibakteriyel Testi

Denemede hem islem gormemis hem de saflastirlan AMP immobilize
kalsiyum aljinat boncuklarinin antibakteriyel etkisi M. luteus (ATCC 4698)
bakterisi icin test edildi. Antibakteriyel test asamasinda, Disk Difiizyon Yo6ntemi
(Yayma Plak Teknigi) kullanildu.
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Stok kiiltiirden alinan hiicreler TSB’ye inokiile edildi ve 30°C’de 150 rpm’de
24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda TSB’den steril petride hazirlanan
TSA’ya inokiilasyon yapildi (10ul). Petriye 1 adet islem gormemis, bir adet AMP
immobilize kalsiyum aljinat boncugu yerlestirildi ve 30°C’de 24 saat inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonras! antibakteriyel etki incelendi.

3.8. Taramalh Elektron Mikroskobu ile Goriintiileme

Taramal1 elektron mikroskobu (JEOL JSM 5200 SEM, Tokyo, Japonya)
(SEM), islem gormemis kalsiyum aljinat ve AMP immobilize kalsiyum aljinat
boncuklarmin goriintiilenmesinde kullanildi. Ornekler 8-20 kV arasindaki voltajda,

argon atmosferde, altin kaplama yapildiktan sonra goriintiilendi.

3.9. ATR-FTIR Spektrumu

FT-IR (Fourier doniisim kizilotesi spektroskopisi) spektrumu igin Perkin
Elmer Spectrum 100 Serisi kizil6tesi spektrofotometre kullanildi. Kalsiyum aljinat
ve AMP immobilize kalsiyum aljinat boncuklarinin spektrumlari, ATR (azaltilmis

toplam yansima) ekipmani kullanilarak 4004000 cm-1 arasinda kaydedildi.



4. BULGULAR

4.1. AMP Uretiminin Optimizasyonu

AMP iiretiminin optimizasyonu, {iretim ortamindan alinan Orneklere
antibakteriyel test yapilmasi yoluyla takip edildi. Calismada kullanilan her bir
bakteri i¢in biiylime egrisi ODeoo Ol¢liimii ile olusturuldu (Sekil 3-7). Biiylime

egrileri sonucunda tiretim ortamlarindan 6rnek alimi i¢in zaman araligi belirlendi.
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Sekil 3. L. pentosus (DSM 16366) ’nin biiylime egrisi.
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Sekil 4. B. subtilis (DSM 347)’in bilyiime egrisi.
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Sekil 5. B. cereus’un biiyiime egrisi.
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Sekil 6. P. aeruginosa (ATCC 27853) nin biiyiime egrisi.
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Sekil 7. B. subtilis (ATCC 6653) nin biiyiime egrisi.

4.1.1. Lactobacillus pentosus (DSM 16366)’dan AMP iiretiminin
optimizasyonu

Besi Ortami Secimi

L. pentosus (DSM 16366) nin farkli besi ortamlarindaki AMP {iretimini takip
etmek amaciyla kurulan deneme sonucunda MRS broth kullanilarak
gerceklestirilen iiretimde daha yiiksek zon cap1 elde edildi (Tablo 12). Diger besi

ortamlarinda AMP tiretimi gbzlenmedi.

Tablo 12. L. pentosus (DSM 16366) un farkli besi ortamlarinda antibakteriyel

aktivitesi
Besi Ortam Z(ZI;T;%n Z(()r?] rﬁ;]a)l)l
12 6,0
16 6,0
20 6,0
AMP iiretim ortami 1 24 6,0
28 6,0
32 6,0
36 6,0
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12 6,0

16 6,0

20 6,0

AMP iiretim ortami 2 24 6,0
28 6,0

32 6,0

36 6,0

12 6,0

16 6,0

20 6,0

M17 broth 24 6,0
28 6,0

32 6,0

36 6,0

12 10,0

16 10,0

20 11,0

MRS broth > 120
28 12,5

32 10,0

36 10,0

12 6,0

16 6,0

TSB 20 6,0
24 6,0

28 6,0
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32 6,0

36 6,0

Karbon Kavnagi Tiiri

L. pentosus (DSM 16366)’dan AMP iiretimine karbon kaynagi tiirii etkisini
gozlemlemek amaciyla kurulan deneme sonucunda glukoz kullanilarak

gerceklestirilen liretimde daha yiiksek zon ¢api elde edildi (Tablo 13).

Tablo 13. L. pentosus (DSM 16366)’dan AMP iiretimine karbon kaynag tiirli etkisi

Karbon kaynag Z(?;;?i?)n Z(()rl,:] r(,;]a)pl

12 9,0
16 11,0
20 13,5

Glukoz 24 11,0
28 9,5
32 8,0
36 8,0
12 6,0
16 6,0
20 6,5

Fruktoz 24 6,0
28 6,0
32 6,0
36 6,0
12 7,0

Siikroz 16 7,0
20 7,0
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24 7,0

28 8,0

32 7,0

36 8,0

12 7,0

16 7,0

20 8,0

Malt ekstrakt > o0
28 10,0

32 10,5

36 9,0

12 6,5

16 6,5

20 6,5

Nisasta 24 7.0
28 7,0

32 7,5

36 6,5

12 9,0

16 9,5
20 10,0
Y adenmeyen o | % S
28 12,0
32 11,0

36 9,0
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Karbon Kaynagi Konsantrasyonu

L. pentosus (DSM 16366)’dan AMP iiretimine karbon kaynagi
konsantrasyonu etkisini gézlemlemek amaciyla kurulan deneme sonucunda, en

yiliksek zon cap1 10 g/L glukoz kullanilarak gergeklestirilen iiretimde elde edildi
(Tablo 14).

Tablo 14. L. pentosus (DSM 16366)’dan AMP {iretimine karbon kaynagi konsantrasyonu

etkisi
Karbon kayna@ Zaman Zon ¢ap1
konsantrasyonu (g/L.) (saat) (mm)

12 7,5
16 7,5
20 8,5

2,5 24 8,0
28 8,5
32 8,0
36 7,0
12 8,0
16 9,0
20 12,5

5,0 24 13,0
28 13,0
32 11,0
36 9,5
12 10,0
16 10,5

75
20 13,0
24 13,0
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28 13,5

32 12,0

36 10,0

12 10,0

16 12,5

20 14,5

10,0 “ ——
28 13,0

32 11,5

36 10,5

12 10,5

16 10,5

20 10,5

15,0 24 11,0
28 11,5

32 9,5

36 9,5

12 9,5

16 10,5

20 10,0

Ekstra karbon kaynagi 24 12.0

eklenmeyen ortam :

28 12,0

32 10,5

36 10,0




Azot Kaynag Tiirii
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L. pentosus (DSM 16366)’dan AMP iiretimine azot kaynagi tiirli etkisini

gozlemlemek amaciyla kurulan deneme

sonucunda, tripton kullanilarak

gerceklestirilen tiretimde daha yiiksek zon ¢api elde edildi (Tablo 15).

Tablo 15. L. pentosus (DSM 16366)’dan AMP iiretimine azot kaynag tiirii etkisi

Azot kaynag Z(?z;?ai)n Z(()rl,:] r(,;]a)pl

12 7,0

16 7,0

20 6,5

Amonyum siilfat 24 7,0
28 6,5

32 7,0

36 7,0

12 7,0

16 7,0

20 8,5

Yeast ekstrakt 24 8,5
28 8,0

32 8,0

36 8,5

12 8,5

16 9,0

Pepton 20 9,0

24 9,5
28 10,0
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32 9,0
36 9,0
12 11,5
16 12,0
20 14,5
Tripton > 0
28 15,0
32 13,5
36 11,0
12 6,0
16 6,0
20 6,0
Amonyum nitrat 24 6,0
28 6,0
32 6,0
36 6,0
12 9,0
16 9,0
20 12,0
onsg | | 120
28 12,0
32 11,5
36 9,5
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Azot Kaynag1 Konsantrasyonu

L. pentosus (DSM 16366)’dan AMP iiretimine azot kaynagi konsantrasyonu
etkisini gozlemlemek amaciyla kurulan deneme sonucunda 6 g/L tripton

kullanilarak gergeklestirilen tiretimde daha yiiksek zon ¢api elde edildi (Tablo 16).

Tablo 16. L. pentosus (DSM 16366)’dan AMP iiretimine azot kaynagi konsantrasyonu

etkisi
Azot kaynagi konsantrasyonu Zaman Zon capi
(g9/L) (saat) (mm)
12 9,5
16 9,5
20 5
3,0 24 11,0
28 o
32 8,0
36 8,5
12 10,0
16 12,5
20 13,5
6,0 24 15,5
28 14,5
32 14,0
36 12,5
12 9,0
16 9,0
12,0 20 9,5
24 9,0
28 9,5
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32 8,0

36 8,0

12 8,0

16 8,5

20 8,5

18,0 - o

28 8,0

32 7,5

36 7,5

12 8,5

16 7,5

20 8,5

24,0 24 8,0

28 8,5

32 7,5

36 7,5

12 10,5

16 10,5

20 11,0

Ekstra azot kaynagi eklenmeyen 24 11,0
ortam

28 12,5

32 11,5

36 10,0
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pH EtkKisi

L. pentosus (DSM 16366)’dan AMP iiretimine pH etkisini gozlemlemek
amaciyla kurulan deneme sonucunda, pH degeri 6,4’e¢ ayarlanan iiretim ortami

kullanilarak gergeklestirilen tiretimde daha yiiksek zon ¢api elde edildi (Tablo 17).

Tablo 17. L. pentosus (DSM 16366)’dan AMP {iretimine pH etkisi

Zaman Zon ¢ap1
PH (saat) (mm)
12 6,0
16 6,0
20 6,0
5,5 24 6,0
28 6,0
32 6,0
36 6,0
12 7,0
16 9,0
20 11,0
6,0 24 11,0
28 11,0
32 10,5
36 9,0
12 10,5
16 11,5
6,4 20 13,0
24 15,0
28 16,0
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32 14,0
36 12,0
12 7,0
16 7,5
20 8,5
70 24 9,0
28 10,5
32 10,5
36 8,0
12 6,0
16 6,0
20 6,0
7,5 24 6,0
28 6,0
32 6,0
36 6,0

Sicakhik Etkisi

L. pentosus (DSM 16366)’dan AMP iiretimine sicaklik etkisini gozlemlemek
amactyla kurulan deneme sonucunda 28°C’de gergeklestirilen iiretimde daha

yiiksek zon ¢ap1 elde edildi (Tablo 18).

Tablo 18. L. pentosus (DSM 16366)’dan AMP iiretimine sicaklik etkisi

Sicaklik (°C) Z(ga”;?)” Z‘(’r‘; rﬁf)p‘
12 6,0
24 16 6,0
20 6,0
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24 7,0
28 7,5
32 8,0
36 7,0
12 8,5
16 8,5
20 11,5
26 24 13,5
28 13,0
32 12,0
36 10,5
12 10,0
16 12,5
20 14,0
28 24 16,0
28 15,5
32 14,0
36 12,0
12 8,0
16 8,5
20 10,5
30 24 11,0
28 12,0
32 10,5
36 8,5
12 6,0
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16 6,0
20 6,0
32 24 6,0
28 6,0
32 6,0
36 6,0

4.1.2. Bacillus subtilis (DSM 347)’dan AMP iiretiminin optimizasyonu

Besi Ortami Secimi

B. subtilis (DSM 347)’in farkli besi ortamlarindaki AMP iiretimini takip
etmek amaciyla kurulan deneme sonucunda MRS broth kullanilarak
gergeklestirilen liretimde daha yiiksek zon capi elde edildi (Tablo 19). Diger besi

ortamlarinda AMP iiretimi gozlenmedi.

Tablo 19. B. subtilis (DSM 347)’in farkli besi ortamlarinda antibakteriyel aktivitesi

Besi Ortamm Z(:l;g%n Z(()rlrl] rg;]a)p !

16 6,0
18 6,0
20 6,0

AMP {iiretim ortami 1
22 6,0
24 6,0
26 6,0
16 6,0
18 6,0

AMP iretim ortami 2 20 6,0
22 6,0
24 6,0
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26 6,0
16 6,0
18 6,0
20 6,0
M17 broth
22 6,0
24 6,0
26 6,0
16 9,0
18 9,0
20 9,0
MRS broth 22 8,5
24 9,0
26 8,0
16 6,0
18 6,0
20 6,0
TSB
22 6,0
24 6,0
26 6,0

Karbon Kaynagi Tiirii

B. subtilis (DSM 347)’ten AMP iiretimine karbon kaynag: tiirii etkisini

gozlemlemek amaciyla kurulan deneme

sonucunda glukoz kullanilarak

gerceklestirilen iiretimde daha yiiksek zon gap1 elde edildi (Tablo 20).
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Tablo 20. B. subtilis (DSM 347)’ten AMP iiretimine karbon kaynag tiirli etkisi

Karbon kaynag Z(garr;%n Z(():Tl] ﬁ]a)pl
16 7,5
18 8,5
20 9,0
Glukoz
22 9,5
24 8,0
26 8,0
16 7,5
18 8,0
20 8,5
Fruktoz
22 8,0
24 7,5
26 6,5
16 6,0
18 6,0
20 6,0
Stikroz
22 6,0
24 6,0
26 6,0
16 6,0
18 6,0
20 6,0
Malt ekstrakt 22 6,0
24 6,0
26 6,0
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16 8,0

18 8,0

Ekstra karbon kaynagi 20 8,5
eklenmeyen ortam 29 8.0
24 8,0

26 7,0

Karbon Kaynagi Miktari

B. subtilis (DSM 347)’ten AMP iiretimine karbon kaynagi konsantrasyonu
etkisini gozlemlemek amaciyla kurulan deneme sonucunda, en yiiksek zon ¢ap1 5

g/L glukoz kullanilarak gergeklestirilen tiretimde elde edildi (Tablo 21).

Tablo 21. B. subtilis (DSM 347)’ten AMP iiretimine karbon kaynagi konsantrasyonu

etkisi
Karbon kaynag Zaman Zon ¢ap1
konsantrasyonu (g/L) (saat) (mm)

16 7,0
18 7,5
20 8,5

1,0
22 9,0
24 8,0
26 7,0
16 7,5
18 8,0
20 9,0

2,5
22 9,0
24 8,5
26 7,5
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16 75
18 8,0
20 9,5
5,0
22 10,0
24 10,0
26 8,5
16 7,0
18 7,5
20 7,5
7,5 22 70
24 6,5
26 6,5
16 6,5
18 7,0
20 7,0
10,0
22 7,5
24 75
26 6,5
16 7,0
18 8,0
Ekstra karbon kaynagi 20 8,5
eklenmeyen ortam 29 9.0
24 8,0
26 7,5
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Azot Kaynag Tiirii

B. subtilis (DSM 347)’ten AMP {iretimine azot kaynagi tiiri etkisini
gozlemlemek amaciyla kurulan deneme sonucunda, yeast ekstrakt kullanilarak

gerceklestirilen tiretimde daha yiiksek zon ¢api elde edildi (Tablo 22).

Tablo 22. B. subtilis (DSM 347)’ten AMP liretimine azot kaynag tiirii etkisi

o Zaman Zon cap1

Azot kaynag (saat) (mm)
16 6,0
18 6,0
20 6,0

Amonyum siilfat

22 6,0
24 6,0
26 6,0
16 8,5
18 8,5
20 9,5

Yeast ekstrakt
22 11,0
24 10,0
26 8,5
16 6,5
18 6,5
20 8,5

Pepton

22 8,0
24 8,0
26 8,0
16 7,5
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Tripton 18 70

20 8,0

22 9,0

24 7.0

26 7,0

16 6,0

18 6,0

20 6,0

Amonyum nitrat

22 6,0

24 6,0

26 6,0

16 7,0

18 9,0

Ekstra azot kaynag1 20 9,0
eklenmeyen ortam 99 10.0
24 9,5

26 9,0

Azot Kaynag1 Konsantrasyonu

B. subtilis (DSM 347)’ten AMP iiretimine azot kaynagi konsantrasyonu
etkisini gézlemlemek amaciyla kurulan deneme sonucunda 12 g/L yeast ekstrakt

kullanilarak gergeklestirilen tiretimde daha yiiksek zon ¢api elde edildi (Tablo 23).

Tablo 23. B. subtilis (DSM 347)’ten AMP iiretimine azot kaynagi konsantrasyonu etkisi

Azot kaynagi konsantrasyonu Zaman Zon cap1
(g/L) (saat) (mm)
16 7,5
3,0
18 7,5
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20 8,5
22 9,0
24 75
26 75
16 9,0
18 9,5
20 10,5
6,0
22 10,5
24 10,5
26 10,0
16 9,0
18 9,5
20 11,0
12,0
22 12,0
24 10,5
26 10,5
16 8,5
18 9,5
20 9,5
18,0 22 9,5
24 8,0
26 7.0
16 6,0
18 7,0
24,0
20 7,0
22 6,0
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24 6,5

26 6,0

16 7,5

18 7,5

Ekstra azot kaynagi eklenmeyen 20 9,0
ortam 22 9.0

24 9,5

26 8,5

pH EtkKisi

B. subtilis (DSM 347)’ten AMP tiretimine pH etkisini gézlemlemek amaciyla
kurulan deneme sonucunda, pH degeri 7,0’ya ayarlanan iiretim ortami kullanilarak

gergeklestirilen tiretimde daha yiiksek zon capi elde edildi (Tablo 24).

Tablo 24. B. subtilis (DSM 347)’ten AMP iiretimine pH etkisi

H Zaman Zon cap1
P (saat) (mm)
16 6,0
18 6,0
20 6,0
5,5
22 6,0
24 6,0
26 6,0
16 6,0
18 7,0
6,0
20 7,0
22 7,0
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24 6,5
26 6,5
16 9,5
18 9,5
20 11,0
6,4
22 11,5
24 11,0
26 9,5
16 10,0
18 10,5
20 10,5
7.0 22 12,5
24 11,5
26 10,5
16 6,0
18 6,0
20 6,0
75
22 6,0
24 6,0
26 6,0

Sicakhik Etkisi

B. subtilis (DSM 347)’ten AMP iiretimine sicaklik etkisini g6zlemlemek
amaciyla kurulan deneme sonucunda 28°C’de gergeklestirilen iiretimde daha

yiiksek zon gap1 elde edildi (Tablo 25).
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Tablo 25. B. subtilis (DSM 347) 'ten AMP iiretimine sicaklik etkisi

Zaman Zon cap1
Sicaklik (°C) (saat) (mm)
16 6,0
18 6,0
20 6,5
24
22 7,0
24 7,5
26 7,0
16 8,0
18 8,5
20 9,5
26
22 9,5
24 9,0
26 7,5
16 10,0
18 10,5
20 11,0
28
22 12,0
24 11,5
26 11,0
16 8,5
18 8,5
20 8,5
30
22 8,0
24 8,0
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26 7,5
16 6,0
18 6,0
20 6,0
22 6,0
32 24 6,0
26 6,0

4.1.3. Bacillus cereus’dan AMP iiretiminin optimizasyonu

Besi Ortami Secimi

B. cereus’un farkli besi ortamlarindaki AMP {iretimini takip etmek amaciyla
kurulan deneme sonucunda MRS broth kullanilarak gerceklestirilen iiretimde daha
yliksek zon cap1 elde edildi (Tablo 26). Diger besi ortamlarinda AMP {iretimi

gozlenmedi.

Tablo 26. B. cereus’un farkli besi ortamlarinda antibakteriyel aktivitesi

Besi Ortam Zaman Zon capi
(saat) (mm)
16 6,0
18 6,0
20 6,0
AMP {iretim ortami 1
22 6,0
24 6,0
26 6,0
16 6,0
18 6,0
AMP {iretim ortami 2
20 6,0
22 6,0
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24 6,0
26 6,0
16 6,0
18 6,0
20 6,0
M17 broth
22 6,0
24 6,0
26 6,0
16 6,5
18 7,0
20 8,0
MRS broth 29 8,5
24 8,5
26 7,5
16 6,0
18 6,0
20 6,0
TSB
22 6,0
24 6,0
26 6,0

Karbon Kavnag Tiirii

B. cereus’dan AMP iiretimine karbon kaynag: tiirii etkisini gézlemlemek
amaciyla kurulan deneme sonucunda glukoz kullanilarak gerceklestirilen {iretimde

daha yiiksek zon capi elde edildi (Tablo 27).
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Tablo 27. B. cereus’dan AMP iiretimine karbon kaynag tiirii etkisi

Karbon kaynag Z(:I;?i?)n Z(()rl.:] rg;a)pl
16 7,0
18 8,5
20 8,5
Glukoz
22 9,5
24 9,0
26 8,5
16 6,5
18 6,5
20 7,5
Fruktoz
22 7,0
24 7,0
26 6,0
16 6,0
18 6,0
20 6,0
Siikroz
22 6,0
24 6,0
26 6,0
16 6,0
18 6,0
20 6,0
Malt ekstrakt 22 6,0
24 6,0
26 6,0
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16 6,5

18 6,5

Ekstra karbon kaynagi 20 8,0
eklenmeyen ortam 99 8.0
24 8,0

26 7.0

Karbon Kaynag1 Konsantrasyonu

B. cereus’dan AMP iiretimine karbon kaynagi konsantrasyonu etkisini
gozlemlemek amaciyla kurulan deneme sonucunda, en yiiksek zon ¢ap1 7,5 g/L

glukoz kullanilarak gergeklestirilen tiretimde elde edildi (Tablo 28).

Tablo 28. B. cereus’dan AMP iiretimine karbon kaynagi konsantrasyonu etkisi

Karbon kaynag Zaman Zon cap1
konsantrasyonu (g/L) (saat) (mm)
16 8,0
18 8,5
20 7,0
1,0
22 6,5
24 6,0
26 6,0
16 8,0
18 10,0
20 10,5
2,5
22 9,5
24 9,0
26 9,0
50 16 8,5
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18 9,0
20 9,5
22 9,0
24 8,5
26 8,5
16 9,0
18 9,5
20 10,5
e 22 115
24 11,0
26 11,0
16 6,5
18 6,0
20 6,0
10,0
22 6,0
24 6,0
26 6,0
16 7,5
18 7,5
Ekstra karbon kaynagi 20 8,0
eklenmeyen ortam 29 80
24 7,0
26 75
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Azot Kaynagi Tiirii

B. cereus’dan AMP iiretimine azot kaynagi tiirii etkisini gozlemlemek
amaciyla kurulan deneme sonucunda, tripton kullanilarak gergeklestirilen tiretimde

daha yiiksek zon ¢api elde edildi (Tablo 29).

Tablo 29. B. cereus’dan AMP iiretimine azot kaynag: tiirii etkisi

o Zaman Zon cap1

Azot kaynag (saat) (mm)
16 6,0
18 6,0
20 6,0

Amonyum stilfat

22 6,0
24 6,0
26 6,0
16 8,0
18 8,0
20 8,5

Yeast ekstrakt
22 9,5
24 10,0
26 8,0
16 6,5
18 7,0
20 7,0

Pepton

22 8,0
24 8,5
26 7,5
16 11,0
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Tripton

18 11,5
20 11,5
22 12,0
24 11,0
26 9,5
16 6,0
18 6,0
20 6,0
Amonyum nitrat
22 6,0
24 6,0
26 6,0
16 9,0
18 9,0
Ekstra azot kaynag1 20 10,0
eklenmeyen ortam 9 110
24 11,0
26 10,5
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Azot Kaynag1 Konsantrasyonu

B. cereus’dan AMP iiretimine azot kaynagi konsantrasyonu etkisini
gozlemlemek amaciyla kurulan deneme sonucunda 6 g/L tripton kullanilarak

gergeklestirilen tiretimde daha yiiksek zon ¢api elde edildi (Tablo 30).

Tablo 30. B. cereus’dan AMP iiretimine azot kaynagi konsantrasyonu etkisi

Azot kaynagi konsantrasyonu Zaman Zon capi
(g/L) (saat) (mm)

16 7,5
18 8,0
20 8,0

3,0
22 10,0
24 9,5
26 9,0
16 10,0
18 10,5
20 12,0

6,0
22 12,5
24 10,5
26 9,0
16 8,0
18 8,5
20 8,5

12,0
22 10,0
24 8,5
26 7,5
16 6,0
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18,0 18 65
20 7,0

22 7,5

24 7,0

26 7,0

16 6,5

18 6,5

20 7,0

24,0

22 7,0

24 6,5

26 6,0

16 9,5

18 9,5
Ekstra azot kaynagi eklenmeyen 20 10,0
ortam 22 11.0
24 10,5
26 10,5

pH Etkisi

B. cereus’dan AMP iiretimine pH etkisini gézlemlemek amactyla kurulan
deneme sonucunda, pH degeri 6,4’¢ ayarlanan fiiretim ortami kullanilarak

gerceklestirilen iiretimde daha yiiksek zon ¢ap1 elde edildi (Tablo 31).



69

Tablo 31. B. cereus’dan AMP iiretimine pH etkisi

Zaman Zon capi
PH (saat) (mm)
16 6,0
18 6,0
20 6,0
9,5
22 6,0
24 6,0
26 6,0
16 7,0
18 8,0
20 9,0
6,0
22 11,0
24 10,0
26 8,5
16 9,5
18 10,5
20 11,5
6,4
22 12,5
24 11,0
26 10,0
16 8,0
18 8,0
20 8,5
7,0
22 8,0
24 8,5
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26 75
16 6,5
18 6,5
20 6,5

75
22 6,5
24 6,5
26 6,0

Sicakhik Etkisi

B. cereus’dan AMP firetimine sicaklik etkisini gozlemlemek amaciyla
kurulan deneme sonucunda 28°C’de gerceklestirilen iiretimde daha yiiksek zon ¢ap1

elde edildi (Tablo 32).

Tablo 32. B. cereus ’dan AMP iiretimine sicaklik etkisi.

Sicaklik (°C) Zg;%” Z‘(’r'r‘]fna)p‘

16 6,0
18 6,0
20 6,0

24
22 6,0
24 6,0
26 6,0
16 6,5
18 7,5

26 20 8,0
22 10,0
24 9,5
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26 8,0
16 9,0
18 10,5
20 12,5
28
22 12,5
24 11,5
26 11,0
16 6,0
18 6,5
20 7,5
30 22 7,5
24 7,0
26 6,5
16 6,0
18 6,0
20 6,0
22 6,0
32 24 6,0
26 6,0

4.1.4. Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)’dan AMP iiretiminin
optimizasyonu

Besi Ortami Secimi

P. aeruginosa (ATCC 27853)’nin farkli besi ortamlarindaki AMP {iretimini
takip etmek amaciyla kurulan deneme sonucunda MRS broth kullanilarak
gerceklestirilen iiretimde daha yiiksek zon ¢ap1 elde edildi (Tablo 33). Diger besi

ortamlarinda AMP iiretimi gozlenmedi.
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Tablo 33. P. aeruginosa (ATCC 27853)’nin farkli besi ortamlarinda antibakteriyel
aktivitesi

Besi Ortam Z(Zl;:l?)n Z((); rg;a)pl

16 6,0

18 6,0

20 6,0

AMP {iretim ortami 1 29 6,0
24 6,0

26 6,0

16 6,0

18 6,0

20 6,0

AMP {iretim ortami 2 292 6,0
24 6,0

26 6,0

16 6,0

18 6,0

20 6,0

M17 broth 22 6,0
24 6,0

26 6,0

16 6,0

18 6,5

20 7,0

MRS broth 22 8,0
24 75
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26 7.0
16 6,0
18 6,0
20 6,0
TSB 22 6,0
24 6,0
26 6,0

Karbon Kavnag Tiiri

P. aeruginosa (ATCC 27853)’dan AMP iiretimine karbon kaynag: tiirli
etkisini gozlemlemek amaciyla kurulan deneme sonucunda glukoz kullanilarak

gerceklestirilen tiretimde daha yiiksek zon ¢api elde edildi (Tablo 34).

Tablo 34. P. aeruginosa (ATCC 27853)’dan AMP iiretimine karbon kaynag tiirii

etkisi
Karbon kaynag Z(?;T;%n Z(():] rg‘:na)p !

16 6,5
18 7,5
20 8,5

Glukoz
22 9,5
24 8,5
26 8,0
16 6,0
18 6,0

Fruktoz 20 6,0
22 6,0
24 6,0
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26 6,0
16 7,0
18 7,5
20 8,0
Siikroz
22 8,5
24 8,5
26 7,5
16 6,0
18 6,0
20 6,0
Malt ekstrakt 22 6,0
24 6,0
26 6,0
16 6,0
18 6,5
Ekstra karbon kaynagi 20 "0
eklenmeyen ortam 29 8,0
24 8,0
26 7,5

Karbon Kaynagi Konsantrasyonu

P. aeruginosa (ATCC 27853)’dan AMP {iretimine karbon kaynagi
konsantrasyonu etkisini gézlemlemek amaciyla kurulan deneme sonucunda, en

yiiksek zon c¢ap1 2,5 g/L glukoz kullanilarak gerceklestirilen iiretimde elde edildi
(Tablo 35).
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Tablo 35. P. aeruginosa (ATCC 27853)’dan AMP iiretimine karbon kaynagi

konsantrasyonu etkisi

Karbon kayna@ Zaman Zon ¢ap1
konsantrasyonu (g/L) (saat) (mm)
16 6,0
18 6,5
20 6,5
1,0
22 7,0
24 7,5
26 6,5
16 8,0
18 8,5
20 10,0
2,5
22 11,0
24 11,0
26 10,0
16 7,0
18 7,0
20 8,5
5,0
22 9,5
24 10,0
26 9,0
16 6,0
18 7,0
20 8,0
7,5
22 7,0
24 6,5
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26 6,5

16 6,5

18 6,5

20 7,5

10,0

22 9,0

24 8,0

26 7,0

16 6,0

18 6,0

Ekstra karbon kaynagi 20 6,5
eklenmeyen ortam 29 75
24 8,0

26 6,5

Azot Kaynagl Tiirii

P. aeruginosa (ATCC 27853)’dan AMP iiretimine azot kaynagi tiirii etkisini
gozlemlemek amaciyla kurulan deneme sonucunda, tripton kullanilarak

gerceklestirilen {iretimde daha yiiksek zon ¢api elde edildi (Tablo 36).

Tablo 36. P. aeruginosa (ATCC 27853)’dan AMP {iretimine azot kaynagi tiirii

etkisi
Azot kaynagi Z(?;T;%n Z(()rlrl] rg;]a)pl
16 6,0
18 6,0
Amonyum siilfat 20 6.0
22 6,0
24 6,0
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26 6,0
16 7,0
18 8,0
20 8,5
Yeast ekstrakt
22 8,5
24 7,0
26 7,5
16 7,5
18 8,0
20 80
Pepton
22 9,5
24 8,0
26 7,0
16 8,5
18 10,5
20 11,5
Tripton 29 13,0
24 12,0
26 9,5
16 6,0
18 6,0
20 6,0
Amonyum nitrat
22 6,0
24 6,0
26 6,0
16 8,0

Ekstra azot kaynagi
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eklenmeyen ortam 18 8,0
20 9,0
22 10,0
24 10,0
26 9,5

Azot Kaynag1 Konsantrasyonu

P. aeruginosa (ATCC 27853)’dan AMP iiretimine azot kaynagi
konsantrasyonu etkisini gézlemlemek amaciyla kurulan deneme sonucunda 6 g/L
tripton kullanilarak gergeklestirilen iiretimde daha yiiksek zon ¢ap1 elde edildi
(Tablo 37).

Tablo 37. P. aeruginosa (ATCC 27853)’dan AMP iiretimine azot kaynagi
konsantrasyonu etkisi

Azot kaynagi konsantrasyonu Zaman Zon capi
(9/L) (saat) (mm)
16 6,5
18 7,5
20 7,5
3,0
22 9,0
24 10,5
26 9,0
16 11,0
18 11,5
20 12,5
6,0
22 13,0
24 11,5
26 10,0
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16 8,0
18 8,0
20 9,5
12,0
22 9,0
24 8,5
26 8,0
16 7,0
18 7,5
20 8,5
18,0 29 75
24 6,0
26 6,5
16 6,5
18 6,5
20 6,5
24,0
22 7,0
24 6,5
26 6,0
16 7,5
18 7,5
Ekstra azot kaynagi eklenmeyen 20 8,0
ortam 29 9.0
24 7,5
26 6,5
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pH EtkKisi

P. aeruginosa (ATCC 27853)’dan AMP iiretimine pH etkisini gézlemlemek
amaciyla kurulan deneme sonucunda, pH degeri 6,4’e¢ ayarlanan iiretim ortami

kullanilarak gergeklestirilen tiretimde daha yiiksek zon ¢api elde edildi (Tablo 38).

Tablo 38. P. aeruginosa (ATCC 27853)’dan AMP iiretimine pH etkisi

H Zaman Zon ¢ap1
P (saat) (mm)
16 6,0
18 6,0
20 6,0
5,5
22 6,0
24 6,0
26 6,0
16 7,0
18 7,0
20 8,0
6,0
22 10,0
24 9,0
26 7,5
16 11,0
18 115
20 12,0
6,4
22 13,0
24 12,0
26 10,5
16 7,0
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7.0 18 8,5
20 8,5
22 10,0
24 9,5
26 8,5
16 6,0
18 6,5
20 7,0

75
22 6,5
24 6,0
26 6,0

Sicakhik Etkisi

P. aeruginosa (ATCC 27853)’dan AMP {iretimine sicaklik etkisini
gozlemlemek amaciyla kurulan deneme sonucunda 28°C’de gerceklestirilen

tiretimde daha yiiksek zon capi elde edildi (Tablo 39).

Tablo 39. P. aeruginosa (ATCC 27853) dan AMP iiretimine sicaklik etkisi.

Sicaklik (°C) Z(ggnai‘)” Z‘(’r‘]‘] fna)p‘
16 6,0
18 6,0
20 6,0
24
22 6,0
24 6,0
26 6,0
26 16 7,5
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18 8,0
20 8,5
22 8,5
24 8,5
26 7.0
16 10,5
18 12,0
20 13,0
28
22 13,0
24 12,5
26 10,5
16 6,5
18 75
20 7.0
30 22 7.0
24 6,5
26 6,5
16 6,0
18 6,0
20 6,0
22 6.0
32 24 6,0
26 6,0
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4.1.5. Bacillus subtilis (ATCC 6653)’ten AMP iiretiminin optimizasyonu

Besi Ortami Secimi

B. subtilis (ATCC 6653)’in farkli besi ortamlarindaki AMP {iretimini takip
etmek amaciyla kurulan deneme sonucunda MRS broth kullanilarak
gerceklestirilen iiretimde daha yiiksek zon ¢ap1 elde edildi (Tablo 40). Diger besi

ortamlarinda AMP {iretimi gézlenmedi.

Tablo 40. B. subtilis (ATCC 6653)’in farkli besi ortamlarinda antibakteriyel

aktivitesi
Besi Ortam Zaman Zon cap
(saat) (mm)
16 6,0
18 6,0
20 6,0
AMP iiretim ortam 1
22 6,0
24 6,0
26 6,0
16 6,0
18 6,0
20 6,0
AMP iiretim ortami 2
22 6,0
24 6,0
26 6,0
16 6,0
18 6,0
20 6,0
M17 broth
22 6,0
24 6,0
26 6,0




84

16 7,0
18 8,5
20 9,0
MRS broth 22 9,0
24 8,5
26 8,0
16 6,0
18 6,0
20 6,0
TSB
22 6,0
24 6,0
26 6,0

Karbon Kaynagi Tiirii

B. subtilis (ATCC 6653)’ten AMP {iretimine karbon kaynagi tiirii etkisini
gozlemlemek amaciyla kurulan deneme sonucunda glukoz kullanilarak

gerceklestirilen iiretimde daha yiiksek zon ¢ap1 elde edildi (Tablo 41).

Tablo 41. B. subtilis (ATCC 6653)’ten AMP tiiretimine karbon kaynag: tiirii etkisi

Karbon kaynag Z(:l;;?)n Z(()rl]: I?na)pl

16 7,0

18 7,5

20 9,5
Glukoz

22 9,5

24 8,0

26 8,0
Fruktoz 16 6,5
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18 6,5
20 7,0
22 7,0
24 7,0
26 6,0
16 6,0
18 6,0
20 6,0
Stikroz
22 6,0
24 6,0
26 6,0
16 6,0
18 6,0
20 6,0
Malt ekstrakt 22 6,0
24 6,0
26 6,0
16 7,0
18 8,5
Ekstra karbon kaynagi 20 00
eklenmeyen ortam 29 9,0
24 8,5
26 8,0
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Karbon Kaynagi Konsnhatrasyonu

B. subtilis (ATCC 6653)’ten AMP iiretimine karbon kaynagi konsantrasyonu
etkisini gozlemlemek amaciyla kurulan deneme sonucunda, en yiiksek zon ¢ap1 2,5

g/L glukoz kullanilarak gergeklestirilen tiretimde elde edildi (Tablo 42).

Tablo 42. B. subtilis (ATCC 6653)’ten AMP iiretimine karbon kaynagi konsantrasyonu

etkisi
Karbon kaynag Zaman Zon ¢ap1
konsantrasyonu (g/L.) (saat) (mm)

16 7,0
18 7,5
20 7,5

1,0
22 8,5
24 8,0
26 7,5
16 7,0
18 8,5
20 10,5

2,5
22 10,5
24 10,0
26 8,5
16 7,5
18 7,5
20 9,5

5,0
22 10,0
24 9,5
26 8,0
16 6,5




87

7,5 18 70
20 7,0
22 6,5
24 6,5
26 6,0
16 6,0
18 6,5
20 6,5
10,0
22 6,0
24 6,5
26 6,5
16 7,0
18 8,0
Ekstra karbon kaynagi 20 9,5
eklenmeyen ortam 99 95
24 9,0
26 8,0

Azot Kaynag Tiirii

B. subtilis (ATCC 6653)’ten AMP iiretimine azot kaynag: tiirii etkisini
gozlemlemek amaciyla kurulan deneme sonucunda, yeast ekstrakt kullanilarak

gergeklestirilen tiretimde daha yiiksek zon ¢api elde edildi (Tablo 43).
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Tablo 43. B. subtilis (ATCC 6653)’ten AMP iiretimine azot kaynag tiirii etkisi

Azot kaynag Z(:I;?i?)n Z(()rl,:] r‘i]a)pl
16 6,0
18 6,0
20 6,0
Amonyum siilfat
22 6,0
24 6,0
26 6,0
16 9,0
18 10,0
20 10,5
Yeast ekstrakt
22 11,5
24 11,0
26 10,0
16 8,5
18 8,5
20 9,0
Pepton
22 9,5
24 9,0
26 9,0
16 8,5
18 9,0
20 9,5
Tripton 22 10,0
24 10,0
26 8,5
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16 6,0
18 6,0
20 6,0
Amonyum nitrat
22 6,0
24 6,0
26 6,0
16 8,0
18 8,0
Ekstra azot kaynagi 20 8,0
eklenmeyen ortam 99 90
24 9,5
26 75

Azot Kaynagi1 Konsantrasyonu

B. subtilis (ATCC 6653)’ten AMP iiretimine azot kaynagi konsantrasyonu
etkisini gézlemlemek amaciyla kurulan deneme sonucunda 18 g/L yeast ekstrakt

kullanilarak gerceklestirilen iiretimde daha yiiksek zon ¢ap1 elde edildi (Tablo 44).

Tablo 44. B. subtilis (ATCC 6653)’ten AMP iiretimine azot kaynagi konsantrasyonu

etkisi
Azot kaynagi konsantrasyonu Zaman Zon cap1

(g/L) (saat) (mm)
16 9,5
18 9,5
20 9,5

3,0

22 11,0
24 9,5
26 8,0
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16 10,0
18 10,5
20 10,5
6,0
22 11,5
24 11,5
26 10,0
16 9,0
18 10,0
20 10,5
12,0
22 12,0
24 11,5
26 10,0
16 9,0
18 9,5
20 11,5
18,0 29 125
24 11,0
26 10,5
16 8,5
18 10,5
20 10,5
24,0
22 10,5
24 10,0
26 8,5
Ekstra azot kaynagi eklenmeyen 16 7.5
ortam 18 75
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20 9,0
22 9,0
24 8,5
26 7,5

pH Etkisi

B. subtilis (ATCC 6653)’ten AMP iiretimine pH etkisini gozlemlemek
amaciyla kurulan deneme sonucunda, pH degeri 7°ye ayarlanan {iretim ortami

kullanilarak gergeklestirilen liretimde daha yiiksek zon capi elde edildi (Tablo 45).

Tablo 45. B. subtilis (ATCC 6653)’ten AMP tiretimine pH etkisi

H Zaman Zon ¢api
P (saat) (mm)
16 6,0
18 6,0
20 6,0
55
22 6,0
24 6,0
26 6,0
16 7,0
18 8,5
20 8,5
6,0
22 9,0
24 9,5
26 8,5
16 9,5
6,4
18 9,5
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20 10,5
22 12,0
24 11,5
26 10,0
16 10,0
18 11,5
20 12,0

7,0 22 13,0
24 12,5
26 11,5
16 8,5
18 8,5
20 9,0

75
22 8,5
24 8,0
26 8,5

Sicakhik Etkisi

B. subtilis (ATCC 6653)’ten AMP iiretimine sicaklik etkisini gozlemlemek
amaciyla kurulan deneme sonucunda 28°C’de gergeklestirilen iiretimde daha

yiiksek zon ¢ap1 elde edildi (Tablo 46).
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Tablo 46. B. subtilis (ATCC 6653) ten AMP liretimine sicaklik etkisi.

Zaman Zon cap1
Sicaklik (°C) (saat) (mm)
16 6,0
18 6,0
20 6,0
24
22 6,0
24 6,0
26 6,0
16 7,5
18 8,5
20 9,5
26
22 9,0
24 9,0
26 7,5
16 10,5
18 11,0
20 13,0
28
22 12,5
24 12,5
26 12,0
16 6,0
18 7,0
20 7,0
30
22 7,5
24 7,0
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26 6,5
16 6,0
18 6,0
20 6,0
22 6,0
32 24 6,0
26 6,0

4.2. Antimikrobiyal Peptid Saflastirilmasi

Calismada bir sonraki asamada L. pentosus (DSM 16366) bakterisinden
iretilen AMP’nin saflastirilmasi1 gegeklestirildi. AMP iiretim ortamindan alinan
ornege uygulanan antibakteriyel test sonucu 16 mm, amonyum siilfat ¢oktiirmesi
sonucu elde edilen drnege uygulanan antibakteriyel test sonucu 20 mm, Sephadex
G75 kolonuna yiiklenerek (jel filtrasyon kromatografisi ile) eliie edilen Grnege
uygulanan antibakteriyel test sonucu 25 mm, DEAE Sefaroz kolonuna yiiklenerek
(iyon degisim kromatografisi ile) eliie edilen 6rnege uygulanan antibakteriyel test

sonucu 27 mm zon ¢api elde edildi (Sekil 8-Sekil 11).



Sekil 8. Optium kosullarda gerceklestirilen iiretim sonrasi elde edilen 6rnegin antibakteriyel testi.

Sekil 9. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen 6rnegin antibakteriyel testi.



Sekil 10. Sephadex G75 kolonuna yiiklenerek (jel filtrasyon kromatografisi ile) elile edilen 6rnegin
antibakteriyel testi.

Sekil 11. DEAE Sefaroz kolonuna yiiklenerek (iyon degisim kromatografisi ile) eliie edilen
Ornegin antibakteriyel testi.

Saflastirilan AMP’yi goriintiilemek amaciyla SDS-PAGE yontemi kullanildi.
SDS-PAGE sonucunda peptidin molekiil agirligi 4,288 kDA olarak belirlendi
(Sekil 12). Elde edilen sonuglar literatiir ile benzer sekildedir (Sekil 13) (Okkers et
al., 1999).
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72 kDA

30 kDA

10 kDA
4,288 kDA

Sekil 12. Saflastirilan AMP’nin SDS-PAGE goriintiisii.

kDa

460
30-0

215
143
65
34

Sekil 13. Literatiir SDS-PAGE goriintiisii.
4.3. Antimikrobiyal Peptid Immobilizasyonunun Optimizasyonu

Kalsiyum aljinat boncuklarina AMP immobilizasyonun optimizasyonu,
reaksiyon sonucu ortamda kalan AMP’nin spektrofotometrik olarak tayin edilmesi

yoluyla takip edildi (Bradford yontemi).
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Yontemde kullanilan standart grafik, 0,02-0,05-0,10-0,15-0,20 mg/ml BSA
cozeltileri kullanilarak hazirlandi (Sekil 14).

0,3

0,25

o
N

0,15
y =1,2907x
R?=0,9996

o
=

Absorbans (595 nm)

0,05

0 0,05 0,1 0,15 0,2
BSA Konsantrasyonu (mg/ml)

Sekil 14. BSA standanrt grafigi

4.3.1. Immobilizasyona pH etkisi

Kalsiyum aljinat boncuklarina AMP immobilizasyonuna pH etkisini
gbzlemlemek amaciyla kurulan deneme sonucunda optimum deger pH 7,0 olarak

belirlendi (Sekil 15).

I I | I I | -
6 6,5 7 75 8 8,5

9

Baglanan AMP (%)
68 R &6 &

o N B~ OO ©

pH

Sekil 15. AMP immobilizasyonuna pH etkisi (Calisma kosullart: tampon kosantasyonu 100 mM
(fosfat), boncuk sayis1 5, baslangic AMP konsantrayonu 0,32 mg/ml).
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4.3.2. Immobilizasyona tampon konsantrasyonu etkisi
Kalsiyum aljinat boncuklarna AMP immobilizasyonuna tampon

konsantrasyonu etkisini gozlemlemek amaciyla kurulan deneme sonucunda
optimum deger 25 mM olarak belirlendi (Sekil 16).

10 25 50 100 250

Tampon Konsantrasyonu (mM)

o o

Baglanan AMP (%)
P RN DN W W
o o1 o o

o o

Sekil 16. AMP immobilizasyonuna tampon konsantrasyonu etkisi (Calisma kosullar1 pH 7,0 fosfat
tampon, boncuk sayisi 5, baglangic AMP konsantrayonu 0,32 mg/ml).

4.3.3. Immobilizasyona boncuk sayisi etkisi

Kalsiyum aljinat boncuklarina AMP immobilizasyonuna boncuk sayisi
etkisini gozlemlemek amaciyla kurulan deneme sonucunda en yiiksek baglanma 17

adet boncuk kullanilan 6rnekte gortildi (Sekil 10).
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Baglanan AMP (%)
s 8

=
o

o

0 2 4 6 8 10 12
Boncuk sayisi

Sekil 17. AMP immobilizasyonuna boncuk sayisi etkisi (Calisma kosullar1 pH 7,0 25 mM fosfat
tampon, baslangic AMP konsantrayonu 0,32 mg/ml).

4.3.4. Immobilizasyona baslangic AMP konsantraysonu etkisi

Kalsiyum aljinat boncuklarina AMP immobilizasyonuna baslangic AMP
konsantrasyonu etkisini gézlemlemek amaciyla kurulan deneme sonucunda en
yiiksek baglanma baslangigta 0,64 mg/ml AMP eklenerek kurulan reaksiyon

sonucunda elde edilen 6rnekte goriildii (Sekil 18).

70

60 ——
50
40
30

20

Baglanan AMP (%)

10

0 0,2 04 0,6 0,8 1 1,2
Baglangi¢ AMP konsantrasyonu (mg/ml)

Sekil 18. AMP immobilizasyonuna baslangic AMP konsantrasyonu etkisi (Calisma kosullari pH 7,0
25 mM fosfat tampon, boncuk sayisi 7).
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4.4. Antibakteriyel Testler

Calismada bir sonraki agamada islem gérmemis ve AMP immobilize
kalsiyum aljinat boncuklarinin antibakteriyel etkinligi M. luteus (ATCC 4698)
bakterisine karsi test edildi. Yapilan testler sonucunda islem gérmemis kalsiyum
aljinat boncugu uygulanan bolgede herhangi bir antibakteriyel etki goriilmezken,
AMP immobilize kalsiyum aljinat boncugunun uygulandigr bdlgede bakteri
biiytiimesi gozlenmedi (Sekil 19).

Sekil 19. A: AMP immobilize kalsiyum aljinat boncugunun antibateriyel testi. B: Islem gérmemis
kalsiyum aljinat boncugunun antibakteriyel testi.

45. Taramal Elektron Mikroskobu ile Goriintiileme

Calismada bir sonraki asamada kalsiyum aljinat (islem goérmemis) ve AMP
immobilize kalsiyum aljinat boncuklarinin SEM  goriintiileri  alinarak
immobilizasyonun gerceklesip gerceklesmedigi incelenmistir. islem gormemis
kalsiyum aljinat boncugunun SEM goriintiisic (Sekil 20), AMP immobilize
kalsiyum aljinat boncugunun SEM goriintiisii (Sekil 21) ile karsilastirildiginda,

boncugun iizerinde yeni olusan ek yapilar goriilmektedir. Bu yapilar boncugun
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yapisina  kovalent immobilizasyonu yoluyla dahil edilen @AMP’den

kaynaklanmaktadir.

Sekil 20. Kalsiyum aljinat boncugunun SEM goriintiisii.
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Vv spot usecase magh WD det mode
3.00kv 9.0 Standard 160x 123mm ETD SE

Sekil 21. AMP immobilize kalsiyum aljinat boncugunun SEM goriintiisii.

4.6. ATR-FTIR Spektrumu

Calismada son olarak kalsiyum aljinat ve AMP immobilize kalsiyum aljinat
boncugunun ATR-FTIR  spektrumu almmustir. Elde edilen  sonuglar
immobilizasyonun gerceklestigini kanitlar niteliktedir. Kalsiyum aljinatin ATR-
FTIR spektrumu (Sekil 22), AMP immobilize kalsiyum aljinatin AT-FTIR
spektrumu (Sekil 23) ile karsilastirildiginda 1603 cm™’de bulunan ve aljinatin
yapisinda  bulunan  karboksilik  asitlerden kaynaklanan pikin, AMP
immobilizasyonunun bu gruplar {izerinden gergeklesmesinden dolay1 kayboldugu
gorlilmektedir. AMP immobilize kalsiyum aljinat boncugunun ATR-FTIR
spektrumunda gériilen 781 cm™?, 878 cm, 1060 cm™, 1125 cm™ ve 1772 cm™¥°de
bulunan pikler, boncuklara baglanan AMP’ nin yapisinda bulunan amino asitlerdeki

primer, sekonder, alifatik ve aromatik amin gruplarindan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 22. Aljinatin ATR-FTIR spektrumu.
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Sekil 23. AMP immobilize kalsiyum aljinatin ATR-FTIR spektrumu.
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5. TARTISMA

Peptid iiretimi i¢in uygun bir besi yeri segcmek onemlidir. Ciinkii peptid
tiretiminde besi ortaminin bilesenlerinin (karbon ve azot kaynaklar1) tiirii ve
konsantrasyonu 6nemli rol oynar. Farkli mikroorganizmalardan AMP {iiretmek
amaciyla 2 farkli AMP iretim ortami, MRS broth, M17 Broth ve TSB besi
ortamlarindan AMP iiretimi gergeklestirildi. Uretici sus olarak L. pentosus (DSM
16366), B. subtilis (DSM 347), B. cereus, P. aeruginosa (ATCC 27853) ve B.
subtilis (ATCC 6653) mikroorganizmalar1 kullanilarak gerceklestirilen deneme
sonucunda, MRS broth disinda kullanilan peptid iiretim ortamindan alinan
orneklerin antibakteriyel aktivite gostermedigi goriildii. Bu durumun nedeni iiretici
suslarin bu ortamlarda peptid {iretememis olmasidir. Deneme kapsaminda
kullanilan MRS broth ortamindan alinan 6rneklerle yapilan antibakteriyel testler
sonucunda antimikrobiyal aktivite goriildi. Bu nedenle AMP {iretiminin

optimizasyonu MRS kullanilarak ger¢eklestirildi.

Evrimsel siirecin bir sonucu olarak, farkl tiirler farkli metabolik yolaklara
sahiptir ve cok farkli mekanizmalarla ¢esitli karbon kaynaklarini kullanabilir.
Karbonlu bilesiklerin genis bir yelpazesi mevcuttur. Karbohidratlar, amino asitler,
yag asitleri ve fenolik bilesikler, karbonlu bilesiklerden bazilaridir. AMP {iretimine
karbon kaynag tiirii etkisini belirlemek amaciyla kurulan deneme sonucunda, tiim
mikroorganizmalar igin karbon kaynagi olarak MRS broth’a glukoz eklenerek
gerceklestirilen {iretimde daha yiiksek zon ¢api elde edildi. Bu nedenle glukoz
karbon kaynagi olarak secildi. Denemede tiim karbon kaynaklar1 MRS broth’a 5
g/L olacak sekilde eklendi. Herhangi bir karbon kaynaginin eklenmedigi MRS
broth kontrol olarak kullanild

Peptid iiretimini etkileyen en Onemli parametrelerden biri ortam
bilesenleridir. Anaerobik mekanizmaya sahip mikroorganizmalar besi yerindeki
karbonun yaklasik % 10’unu, aerobik mekanizmaya sahip olanlar ise % 50-55’ini
hiicre yapisin1 olusturmada kullanirlar. Karbon kaynaklari mikroorganizmanin
gelismesi, c¢ogalmasi ve biyosentezi i¢in gerekli olan, ayni zamanda
mikroorganizmaya metabolik enerji saglayan bilesiklerdir. Bu nedenle artan karbon
kaynag1 konsantrasyonu ile birlikte hiicre biiylimesi de artar. Daha fazla mikrobiyal
tireme gerceklesen besi ortaminda, AMP iiretiminde de artis olmasi beklenir. AMP

iiretimine karbon kaynagi konsantrasyonu etkisini belirlemek amaciyla kurulan
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deneme sonucunda, L. pentosus (DSM 16366) i¢in karbon kaynagi olarak MRS
broth’a 10,0 g/L glukoz, B. subtilis (DSM 347) igin karbon kaynagi olarak MRS
broth’a 5,0 g/L glukoz, B. cereus i¢in karbon kaynagi olarak MRS broth’a 7,5 g/L
glukoz, P. aeruginosa (ATCC 27853) i¢in karbon kaynagi olarak MRS broth’a 2,5
g/L glukoz ve B. subtilis (ATCC 6653) i¢in karbon kaynagi olarak MRS broth’a 2,5
g/L glukoz eklenerek gergeklestirilen tiretimde daha yiiksek zon ¢api elde edildi.
Herhangi bir karbon kaynaginin eklenmedigi MRS broth kontrol olarak kullanildi.

Azot, bakterilerdeki ¢esitli molekiillerin yapisinda yer almasinin yani sira,
ayni zamanda enzimler, lireme faktorleri, niikleik asitlerdeki piirin ve pirimidin
bazlarinda da bulunur. Bu nedenle ¢ok 6nemli bir elementtir ve bakteriler bunu
cesitli kaynaklardan temin ederler (amonyum tuzlari, organik asitler, amino asitler
vb.). Bakterilerin azota olan ihtiyaglar1 genellikle degisiklik gosterir. Bu nedenle
hem iiretici sus tarafindan kullanabilen hem de hedef biyomolekiiliin liretimini
arttiran bir azot kaynagi belirlenmelidir. AMP iiretimine azot kaynag: tiirii etkisini
belirlemek amaciyla kurulan deneme sonucunda, L. pentosus (DSM 16366) i¢in
azot kaynagi olarak MRS broth’a tripton, B. subtilis (DSM 347) i¢in azot kaynagi
olarak MRS broth’a yeast ekstrakt, B. cereus i¢in azot kaynagi olarak MRS broth’a
tripton, P. aeruginosa (ATCC 27853) i¢in azot kaynagi olarak MRS broth’a tripton
ve B. subtilis (ATCC 6653) i¢in azot kaynagi olarak MRS broth’a yeast ekstrakt
eklenerek gergeklestirilen iiretimde daha yiiksek zon ¢api elde edildi. Denemede
tiim azot kaynaklar1t MRS broth’a 6 g/L olacak sekilde eklendi. Herhangi bir azot
kaynaginin eklenmedigi MRS broth kontrol olarak kullanildi.

Azot, bakterilerdeki c¢esitli molekiillerin yapisinda yer almasi nedeniyle
esansiyel bir nutrienttir. Besi ortaminda artan azot konsantrasyonu ile birlikte
mikrobiyal iiremede de artis goriiliir. Bu artigla beraber, AMP iiretiminde de artis
beklenir. AMP iiretimine azot kaynag1 konsantrasyonu etkisini belirlemek amaciyla
kurulan deneme sonucunda, L. pentosus (DSM 16366) icin azot kaynagi olarak
MRS broth’a 6 g/L tripton, B. subtilis (DSM 347) i¢in azot kaynagi olarak MRS
broth’a 12 g/L yeast ekstrakt, B. cereus igin azot kaynagi olarak MRS broth’a 6 g/L
tripton, P. aeruginosa (ATCC 27853) i¢in azot kaynagi olarak MRS broth’a 6 g/L
tripton ve B. subtilis (ATCC 6653) i¢in azot kaynagi olarak MRS broth’a 18 g/L
yeast ekstrakt eklenerek gerceklestirilen iiretimde daha yiiksek zon ¢ap1 elde edildi.
Herhangi bir azot kaynaginin eklenmedigi MRS broth kontrol olarak kullanildi.
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Mikroorganizmalarin liremeleri i¢in, besi ortaminin pH’sinin optimal sinirlar
icerisinde bulunmasi gerekmektedir. Minimal ve maksimal pH limitlerine
yaklagtikga iireme azalir ve durur. Bakterilerin optimal pH limitleri olduk¢a
degisiktir. Ortamin pH'sinin degismesinde besi yerine katilan ve fermente olabilir
karbohidratlarin ayrigmasi sonucu olusan organik asitlerin, nitrojenli veya proteinli
maddelerin dekompoze olmasi neticesinde meydana gelen amonyak veya alkali
maddelerinin 6nemi fazladir. Ayrica, hiicrede olusan ve disart ¢ikan diger
metabolizma artiklar1 da pH'nin degismesini biiyliik 0Olciide etkilerler.
Mikroorganizmaya peptid iirettirilmesi amaclaniyorsa besi ortaminin pH’smin
onemi daha da artar. Ciinkii peptidlerin yapisinda iyonlagabilen gruplar veya
fonksiyonel gruplar igeren aminoasitler bulunur. pH degisimi ile bu gruplarin
iyonizasyon derecesi degisebilir. AMP {iretimine pH etkisini belirlemek amaciyla
kurulan deneme sonucunda, iiretimde kullanilan besi ortamlar1 farkli pH
degerlerine ayarlandi. Uretim ortamlarindan bir tanesinin pH’s1 degistirilmeden
(MRS broth’un pH degeri 6,4) iiretim gerceklestirildi. En yiliksek zon ¢ap1 L.
pentosus (DSM 16366) i¢in pH’s1 6,4’¢ ayarlanan, B. subtilis (DSM 347) i¢in pH’s1
7,0’a ayarlanan, B. cereus i¢in pH’s1 6,4’¢ ayarlanan, P. aeruginosa (ATCC 27853)
icin pH’s1 6,4’e ayarlanan ve B. subtilis (ATCC 6653) i¢in pH’s1 7,0’a ayarlanan

iretim ortami kullanilarak gergeklestirilen tiretimde elde edildi.

Her organizmanin gelisebildigi minimum sicaklik (gelisebildigi en diisiik
sicaklik), optimum sicaklik (en hizli gelisebildigi sicaklik) ve maksimum sicaklik
(gelisebildigi en yiiksek sicaklik) vardir. Optimum sicaklik her zaman maksimuma
daha yakindir. Bu {i¢ sicakliga ana (cardinal) sicakliklar denir. Bu sicakliklar
mikroorganizmanin tiiriine gore farklihik gostermektedir. Maksimum sicakligin
iizerinde mikroorganizmanin yapisindaki proteinler ve metabolik faaliyetlerde
gorevli enzimler denatiire olmaktadir. Minimum sicaklifin  altinda
mikroorganizmalarin neden yasayamadigi kesin olarak belli olmamakla birlikte,
sitoplazmik membranin dondugu ve bu nedenle besin transportunun
gerceklestirilemedigi  ve proton yiikiiniin  (gradienti) olusturulamadigi
diistiniilmektedir. AMP iiretimine sicaklik etkisini belirlemek amaciyla kurulan
deneme sonucunda, tiim mikroorganizmalar i¢in 28°C’de gergeklestirilen iiretimde

daha yiiksek zon ¢ap1 elde edildi.
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Tim mikroorganizmalar i¢in optimizasyon ¢alismasi ile her bir parametre
sonucu elde edilen optimum zon degerleri Sekil 20—Sekil 24‘te verildi. Sonuglardan
da gorildiigii tizere farkli mikroorganizmalardan AMP {iretiminin optimizasyonu

basaril1 bir sekilde gergeklesirildi.
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Sekil 24. L. pentosus (DSM 163669’dan AMP {iretiminin optimizasyonu sonucu elde edilen
degerler.
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Sekil 25. B. subtilis (DSM 347) ten AMP iiretiminin optimizasyonu sonucu elde edilen degerler.
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Sekil 26. B. cereus 'dan AMP {iretiminin optimizasyonu sonucu elde edilen degerler.
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Sekil 27. P. aeruginosa (ATCC 27853)’dan AMP iiretiminin optimizasyonu sonucu elde edilen
degerler.
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Sekil 28. B. subtilis (ATCC 6653)’dan AMP iiretiminin optimizasyonu sonucu elde edilen degerler.

Projede bir sonraki asamada en yiiksek zon ¢ap1 elde edilen mikroorganizma
olan L. pentosus (DSM 16366)’dan iiretilen AMP’nin saflastirilmasi asamasina
gecildi. Saflastirmada her bir basamagin ardindan elde edilen Orneklere
antibakteriyel test uygulandi ve elde edilen zon ¢apinda artig goriildii. Saflastirilan
AMP’yi goriintiilemek amaciyla SDS-PAGE yontemi kullanildi. Elektroforez
sonucunda saflagtirilan AMP’nin molekiil agirhigr 4,288 kDA olarak belirlendi.
Literatiir incelendiginde L. pentosus (DSM 16366)’dan tiretilen AMP’nin pentocin
oldugu ve bu peptidin molekiil agirliginin 3,4 kDA olarak bulundugu goriildii.

Saflastirillan AMP, kalsiyum aljinata kovalent olarak immobilize edildi.
Immobilizasyonda pH, tampon konsantrasyonu, boncuk sayist ve AMP

konsantrasyonu parametreleri incelendi.

Destek materyaline AMP immobilizasyonu kimyasal bir prosestir. Reaksiyon
gerceklesirken AMP’ nin bakteriye etki eden reakif gruplarinin miimkiin oldugunca
bloke olmamasi gerekir. Ayrica immobilizasyon sirasinda proton ve hidroksil
iyonlar1 reaksiyon ortamina salinabilir ve pH degisebilir. Bu durum AMP’nin
yiikiinde de degisiklige sebep olabilir. Bu nedenlerle immobilizasyon isleminde pH

nin sabit tutulmasi ve optimum bir deger belirlenmesi gerekir. Immobilizasyona pH
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etkisini belirlemek amaciyla yapilan deneme sonucu optimum deger pH 7 olarak

belirlendi.

Tampon, oOzellikle reaksiyon sonucu proton veya hidroksil iyonlarinin
reaksiyon c¢ozeltisine verilmesi nedeniyle, ¢6zeltinin pH’sinin  degisimini
engellemektedir. Eger tamponun tamponlama giicii diisiik olursa reaksiyon pH’s1
belirli bir siire sonra reaksiyon sonucu firetilen proton veya hidroksil iyonlari
nedeniyle degisir. Tamponlama kapasitesinin yiiksek olmasi istendigi durumlarda
da reaksiyon ¢ozeltisinin iyon siddeti artar. Iyon siddetinin artmasi genellikle
antibakteriyel aktivitenin azalmasiyla sonug¢lanir. Bu nedenle optimum bir deger
belirlenmelidir. Immobilizasyona tampon konsantrasyonu etkisini belirlemek

amaciyla yapilan deneme sonucu optimum deger 25 mM olarak belirlendi.

AMP immobilizasyonu aljinat molekiiliindeki karboksilik asit gruplari
iizerinden gergeklesmektedir. Bu nedenle aljinat boncuklarinin sayisi arttikca,
karboksilik asit gruplarinin da sayisi artacagindan baglanan AMP miktarinin
artmas1 beklenmektedir. Immobilizasyona boncuk sayis1 etkisini belirlemek
amaciyla kurulan deneme sonucunda 7 adet boncuk ve iizerindeki degerde, bagl
AMP yiizdesinin yaklasik olarak ayni oldugu goriildii. Diger bir deyisle belirli bir
degerden sonra baglit AMP ylizdesinde doygunluga ulasildi. Bu nedenle optimum

boncuk sayist 7 olarak belirlendi.

Immobilizasyona baslangic AMP konsantrasyonu etkisini belirlemek
amaciyla yapilan deneme sonucunda 0,64 mg/ml optimum deger olarak belirlendi.
0,64 mg/ml ve lizerindeki degerlerde bagli AMP yiizdesinin sabitledigi goriildii. Bu
durumun nedeni aktiflenen tiim karboksilik asit gruplarma AMP
immobilizasyonunun ger¢eklesmis olmasi, bu nedenle ortama daha fazla AMP

eklense bile baglanan miktarda artis meydana gelmemesidir.

Immobilizasyonun ardindan optimum kosullarda AMP immobilize edilen
kalsiyum aljinat boncugunun ve islem gérmemis kalsiyum aljinat bonCcugunun
antibakteriyel etkisi M. luteus (ATCC 4698) bakterisine karsi test edildi.
Antibakteriyel test sonucunda islem gérmemis kalsiyum aljinat boncugu uygulanan

bolgede herhangi bir etki goriilmezken, AMP immobilize kalsiyum aljinat boncugu
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uygulanan bdlgede bakteri iiremesinin olmadigi gozlemlendi. AMP kalsiyum
aljinata kovalent olarak baglandig1 i¢in antibakteriyel etki bilyiik bir zon gap1 olarak

degil, yalnizca boncuk uygulanan bolgede lireme olmamasi olarak goriildii.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu ¢aligmada 5 farkli mikroorganizmadan AMP iiretimi gerceklestirilmistir.
AMP fiiretiminde kaynak olarak kullanilan mikroorganizmalardan L. pentosus
(DSM 16366), B. subtilis (DSM 347), B. cereus, ve B. subtilis (ATCC 6653) Gram
pozitif bakteriler olup, P. aeruginosa (ATCC 27853) ise Gram negatif bir
bakteridir. AMP iiretimi, daha ¢ok Gram pozitif bakterilerden gerceklestirildigi
icin, tez calismasinda da Ozellikle Gram pozitif bakteriler {iretici sus olarak

se¢ilmistir.

Secilen mikroorganizmalardan AMP {iretiminin opimizasyonu g¢aligmalari
yapilmigtir. Optimizasyon ¢alismalart Oncesi L. pentosus (DSM 16366)’dan
gergeklestirilen {iretim sonrast 12,5, B. subtilis (DSM 347)’ten gerceklestirilen
iiretim sonras1 9,0, B. cereus’dan gergeklestirilen iiretim sonrasi 8,5, P. aeruginosa
(ATCC 27853)’dan gergeklestirilen iiretim sonrast 8,0 ve B. subtilis (ATCC
6653)’ten gerceklestirilen tretim sonrast 9,0 mm zon c¢api elde edilirken,
optimizasyon sonrasi tiim mikroorganizmalar i¢in sirastyla 16,0, 12,5, 12,5, 13,0 ve
13,0 mm zon ¢ap1 degerlerine ulagilmistir. Goriildiigii tizere mikroorganizmalardan

AMP iiretiminin optimizasyonu basarili bir sekilde gerceklestirilmistir.

Filogenetik agacta yer alan tiim organizmalar, hayvanlar da dahil,
mikroorganizmalara karsi savunma i¢in maddeler iiretirler Bu tez calismasinda
AMP fdiretimi icin segilen bakteriler disinda mikroorganizmalar kullanilarak da
AMP iiretimi gerceklestirilebilir. Calisma bu agidan bakildiginda literatiir agisindan

ornek niteligindedir.

Kalsiyum aljinata AMP immobilizasyonun optimizasyonu ¢aligsmalari
yapilmistir. Optimizasyon dncesi ortamda bulunan AMP’nin % 16,11°1 immobilize

edilirken, optimizasyonun ardindan bu deger % 60,05’e ulagmistir.

Calismada AMP immobilizasyonu i¢in destek materyali olarak alijnat
secilmistir. Proje sonucunda gelistirilecek {iriiniin 6zellikle agik yaralarda
enfeksiyon riskini onlemek ve yara iyilesmesini hizlandirmak icin kullanilmast

hedeflenmektedir. Aljinatin piyasada yara Ortlisii olarak kullanimi mevcut
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oldugundan dolay1 bdyle bir se¢cim yapilmistir. Ancak, immobilizasyon i¢in farkl
destek materyalleride kullanilabilir. Kullanilacak destek materyali, gelistirilmesi

hedeflenen iirline gore belirlenebilir.

Calismada AMP immobilizasyonu aljinatin yapisinda bulunan karboksilik
asit gruplari iizerinden kovalent olarak gerceklestirilmistir. Immobilizasyon éncesi
karboksilik asit gruplart EDC kullanilarak reaksyona yatkin hale getirilmistir.
Immobilizasyon igin farkli bir destek materyali secilmesi durumunda, ona uygun
bir prosediir kullanilarak AMP’nin kovalent olarak immobilize edilmesi
saglanabilir. Yapisinda aljinata benzer sekilde reaktif grup bulunduran bir polimer
secilmesi durumunda, s6z konusu reaktif grup i¢in uygun bir aktifleyici ajan
secilebilir. Ornegin hidroksil gruplarmin aktivasyonu igin karbonildiimidazol
kullanilabilir. Segilen destek materyalinin yapisinda reaktif grup olmamasi
durumundaysa, ¢esitli yontemlerle modifikasyonlar yapilarak materyalin yapisinda
reaktif grup/gruplar olusturulabilir. Modifikasyon i¢in segilen yontem fiziksel ve
kimyasal yontemlerden biri olabilecegi gibi, cevre agisindan da zararli olmamasi

acisindan biyolojik/biyokimyasal bir yontem de se¢ilebilir.
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TESEKKUR

Tez calismam siiresince, ¢alismama bilimsel katkilarda bulunan, bana bilimsel
calisma yontemlerini 6greten ve sevdiren, deneyimlerini benimle hi¢ sikilmadan
paylasan, yogun c¢alisma temposuna ragmen tezimin tarama, deneysel ve yazim
asamalarinda bana iist diizey yardimlarda bulunan ve bana akademi ortamini tanima
firsatt sunan tez danismanim Saym Dog. Dr. Alper AKKAYA’ya bilimsel ve

manevi yardimlarindan dolay1 sonsuz minnet ve tesekkiirlerimi sunarim.

Hayatimda ¢ok 6zel bir yeri olan, yiiksek lisans egitimim boyunca benden
destegini asla esirgemeyen, yoruldugum ve yilmak {izere oldugum tiim anlarda beni
motive ederek c¢alismaya devam etmemi saglayan ve bu tez calismasinin
tamamlanmasinda en énemli paya sahip kisi olan esim Ramazan OZSEKER e, bana
dayanma giicii veren sevecen tavirlar1 ve anlayisindan dolay1 sonsuz tesekkiirlerimi

sunarim.

Hayatim boyunca benden maddi ve manevi destegini asla esirgemeyen annem
Giiler PETEK ve ablam Kadriye NURSUNUR basta olmak iizere tiim aileme en

icten dileklerimle tesekkiir etmeyi bir borg bilirim.

Calismam boyunca yanimda bulunan, bana yoldashk eden ve zor
zamanlarimda beni motive eden Fulya BOREKCI ve Seving AKSOY basta olmak
iizere Biyoteknoloji Aragtirma Laboratuvari ¢alisma arkadaslarima tiim kalbimle

tesekkiir ederim.

Calismama maddi desteklerinden dolay1 Ege Universitesi Bilimsel Arastirma

Projeleri Koordinatérliigii’ne ve Aliye Uster Vakfi’na tesekkiirlerimi sunarim.
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