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OZET

INSAN PARAZITLERI ACANTHAMOEBA CASTELLANIT VE LEISHMANIA
TROPICA’YA KARSI XENORHABDUS VE PHOTORHABDUS BAKTERI
SEKONDER METABOLITLERININ ETKIiLERININ ARASTIRILMASI VE
ETKEN MADDELERIN BELIRLENMESI

Giilsen S. H., Aydin Adnan Menderes Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji

Program, Doktora Tezi, Aydin, 2022.

Amag: Xenorhabdus ve Photorhabdus cinslerine ait bakteri sekonder metabolitlerinin, insan
protozoan parazitleri Acanthamoeba castellanii ve Leismania tropica’ya karsi

biyoaktivitesinin tespit edilmesi.

Materyal ve Yontem: Tez calismasi kapsaminda 5 adet Photorhabdus ve 22 adet
Xenorhabdus bakteri tiirti kullanilmistir. Calismada yabanil tip bakterilerle biyoaktivite
deneyleri tamamlandiktan sonra, en yiiksek aktivite gosteren tiirlere ait promotor bolgesi
degistirilmis mutant bakteriler elde edilmistir. Bu bakteriler 6zel olarak tek bir sekonder
metabolitin tretilmesinden sorumludur. Daha sonra mutant bakterilerle de biyoaktivite
deneyleri tamamlanip, antiprotozoal etkiden sorumlu maddelerin tespiti gergeklestirilmistir.

XAD reginesi yontemi kullanarak bu maddelerin saflagtirilmasi da gergeklestirilmistir.

Bulgular: Test edilen bakterilerden Photorhabdus’larda herhangi bir antiprotozoal aktivite
goriilmemisken, Xenorhabdus cinsine ait bazi tiirlerde yiiksek antiprotozoal etki tespit
edilmistir. Mutant bakterilerle yiiriitillen deneyler sonucu etken biyoaktiviteden sorumlu
maddelerin fabclavinler, xenocoumacinler ve PAX peptidler oldugu tespit edilmistir.

Sonug: Bu calisma sonucunda elde edilen veriler, belirlenen bu antiprotozoal birlesiklerin,
gelecekte insan parazitlerinin baskilanmasinda alternatif, yeni ve etkili ilaglarin gelistirilmesi

icin 6nemli potansiyele sahip olduklarini ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: Leismania tropica, Acanthamoeba castellanii, Xenorhabdus,

Photorhabdus, Sekonder metabolitler, Antiprotozoal maddeler.
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ABSTRACT

THE EFFECTS OF XENORHABDUS AND PHOTORHABDUS BACTERIAL
SECONDARY METABOLITES AGAINST HUMAN PARASITES
ACANTHAMOEBA CASTELLANII AND LEISHMANIA TROPICA AND
DETERMINATION OF THE BIOACTIVE COMPOUNDS

Giilsen S. H., Aydin Adnan Menderes University, Institution of Natural and Applied
Sciences, Biology Program, Doktorate Thesis, Doktora Tezi, Aydin, 2022.

Objective: Determination of the bioactivity of bacterial secondary metabolites obtained from
bacteria belonging to the genera Xenorhabdus and Photorhabdus against human protozoan

parasites Acanthamoeba castellanii and Leismania tropica.

Material and Methods: The antiprotozoal activity of 5 Photorhabdus and 22 Xenorhabdus
wild-type bacteria were investigated in bioactivity experiments. Then promotor exchanged
mutants belonging to the some bioactive species with the highest activity were generated so
that specific genes in these bacteria induced with L-arabinose could be used to demonstrate
the activity of the corresponding secondary metabolite. Purification of these substances was

also carried out using the XAD resin method.

Results: Among the tested bacteria, Xenorhabdus species displayed high antiprotozoal
activity against both protozoal parasites. No activity was observed in Photorhabdus species.
Experiments with mutant bacteria revealed that the antiprotozoal bioactive compounds were

fabclavins, xenocoumacins, xenorhabdins and PAX peptides.

Conclusion: The data indicate that these determined antiprotozoal compounds have great
potential in the development of new, alternative and effective drugs in the suppression of

human parasites in the future.

Keywords: Leismania tropica, Acanthamoeba castellanii, Xenorhabdus, Photorhabdus,
Secondary metabolites, Antiprotozoal substances.
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1. GIRIS

Bulasic1 hastaliklar, viriisler, bakteriler, mantarlar, protozoonlar, nematodlar gibi
patojenik organizmalarin konagi istilasiyla meydana gelmektedir. Bunlardan o6zellikle
protozoonlarin sebep oldugu paraziter hastaliklar diinya ¢apinda genellikle az gelismis ve
gelismekte olan iilkelerde gok sayida 6liime ve kronik hastaliga neden olmaktadir (Farrar vd.,
2013; Despommier vd., 2017; WHO, 2019). Parazitler, dogrudan ya da dolayli olarak temas,
kontamine yiyecek veya su, enfekte insan ya da hayvanla temas ve vektorler yoluyla
bulasabilmektedir (Farrar vd., 2013). Yoksulluk, yetersiz saglik 6nlemleri, hijyenik olmayan
yasam kosullari, yetersiz beslenme, iklim faktorleri, etkisiz vektor kontrol miicadeleleri, anti-
paraziter ilaglarin yetersizligi ve ilag direnci gibi birgok neden paraziter hastaliklarla
miicadeleyi oldukga zorlastirmaktadir (Cheesbrough, 2009; Gupta ve Guin, 2010; Bhutta vd.,
2014).

Protozoon parazitler, 6karyotik yapida olduklarindan memeli hiicreleriyle fonksiyonel
homoloji gostermektedirler. Bu nedenle, bu parazitlerin tedavisinde kullanilan ilaglar genelde
insan hiicreleri i¢in de toksiktir ve ¢ok fazla yan etkiye sebep olurlar (Bendesky ve Menendez,
2001; Ohnishi vd., 2014). Bu istenmeyen etkiler ve ilaglara kars1 direngli parazit suslarinin
gelisimi dikkate alindiginda, farkli etki mekanizmalarina ve konak hiicreler icin minimum
toksisiteye sahip yeni ilaglarin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir (Singh vd., 2009;
Bautista vd., 2011).

Dogal bilesikler, yeni ilaglarin gelistirilmesi i¢in onemli kaynaklardir. Bu konuda
yapilan ¢aligmalar, benzersiz yapida, yiiksek aktiviteye ve secicilige sahip yeni molekiillerin
kesfedilmesine olanak saglamaktadir (Newman ve Cragg, 2012). Dogadaki en 6nemli dogal
bilesik kaynaklari; mantarlar (Brian ve Hemming, 1947; Zhang vd., 2012), bitkiler (Cowan,
1999) ve bakterilerdir (Kirkup, 2006; Gillor ve Ghazaryan, 2007; Newman ve Cragg, 2016).
Birgok bakteri ve mantar tiirii, ayn1 ortamda bulundugu diger organizmalarla rekabet etmek
icin sekonder metabolitler iiretmektedir. Ozellikle simbiyotik iliski igerisinde yasayan
mikroorganizlarda, tiretilen bu sekonder metabolitlerin gesitliligi ¢cok daha fazla olmakta ve

daha genis spektrumlu biyolojik aktivite goriilmektedir (Piel, 2004).

Parazitlere karsi yeni biyoaktif maddelerin 6nemli kaynaklarindan biri de

entomopatojen nematodlarla iliskili bakteri tiirleri olan Photorhabdus ve Xenorhabdus’lardir.



Ciinkii bu bakteriler nematodlarin igerisinde ¢ogaldigi bocek kadavrasindaki ve gevredeki
diger mikroorganizmalarla miicadele etmek ve onlarin kadavrada iiremesini engellemek
zorundadir (Raja vd., 2021).

1.1. Xenorhabdus ve Photorhabdus Bakteri Tiirleri

Xenorhabdus ve Photorhabdus bakterileri, sirasiyla zorunlu bécek paraziti nematod
tirleri olan Steinernema ve Heterorhabditis cinsleri ile mutualistik iliskilidir (Boemare,
2002). Simdiye kadar bu bakterilerin toprakta veya suda serbest yasayabilen formlarina
rastlanmamustir (Forst vd., 1997). Bu iki cins de taksonomik olarak Gammaproteobacteria
smifinda ve Morganellaceae familyasinda bulunan basil formda, peritris flagellali ve Gram
negatif bakterilerdir (Tailliez vd., 2010; Adeolu vd., 2016). Bu iki bakteri cinsi katalaz testi
ile kolaylikla ayirt edilebilmektedir. Xenorhabdus cinsi katalaz negatifken, Photorhabdus
cinsi katalaz pozitif sonug vermektedir. Ayrica Photorhabdus cinsi bakteriler biyoliiminesans

yapabilme 6zelligine sahip bilinen tek karasal bakteri tiirtidiir (Peel vd., 1999).

Xenorhabdus ve Photorhabdus bakterilerinin optimum tireme sicakliklar1 28-30°C’dir
(Forst vd., 1997). Xenorhabdus tiirleri, Steinernema cinsine ait nematodlarin {igiincii larva
donemleri olan infektif juvenil (1J) evresinde, bagirsagin anterior kismindaki genis bir kesede
muhafaza edilirken, Photorhabdus’lar ise Heterorhabdit’lerde bagirsak boyunca dagilmig
sekilde bulunmaktadirlar (Martens ve Goodrich-Blair, 2005; Ciche vd., 2008) (Sekil 1.1).



Photorhabdus-Heterorhabditis Xenorhabdus-Steinernema

farinks

bakteriler

Sekil 1.1. Entomopatojen nematodlarda mutualistik bakterilerin tasindig1 bolgeler (Bakteriler
floresan mikroskobu altinda yesil renkli olarak goriilmektedir) (Goodrich-Blaire ve
Clarke, 2007).

Nematodlar konak bocegin icerisine dogal agikliklar: olan agiz, aniis ve stigmalarini
kullanarak giris yaptiktan sonra mutualistik bakteriler bocegin hemosdliine salinmaktadir.
Xenorhabdus bakterileri nematodlarin antisiinden, Photorhabdus bakterileri ise nematodlarin
agiz acikhigindan disar1 salinmaktadir. Bocek hemolenfi igerisine yerlesen bakteriler ve
nematodlar tarafindan salgilanan ¢esitli toksinler ile enzimler nedeniyle konak bocek 48 saat
igerisinde septisemi ve toksemia nedeniyle 6lmektedir (Kaya ve Gaugler, 1993; Shapiro-llan
vd., 2020) (Sekil 1.2).



4

Sekil 1.2. Entomopatojen nematodlarin ve mutualistik bakterilerinin hayat dongiisii. (1)
Infektif juvenil evredeki nematod ve icerisindeki Photorhabdus veya Xenorhabdus
bakterileri, (2) Nematod dogal agikliklardan bocegin igerisine girer; (3) Photorhabdus
veya Xenorhabdus bakterileri bocegin hemosolii igine salinir ve bakteriler gesitli toksik
bilesikler ve enzimler iireterek bocegi oldiriirler; (4) Photorhabdus ve Xenorhabdus
bakterileri kadavray1 korumak ve rekabet¢i organizmalari uzaklastirmak igin bir dizi
sekonder metabolit iretirler; (5) Hem bakteri hem de nematodlar bécek dokusuyla
beslenir ve ¢ogalir. Daha sonra bakteriler tekrar nematodun i¢inde kolonize olarak yeni

konukcu bulmak amaciyla nematodlar kadavray: terkederler.

Nematodlarin bir bocegi enfekte etmesinden yeni nesil nematodlarin {iremesi ve
kadavray1 terketmesi igin gerekli olan siire 7-14 giin arasinda degismektedir. Bu siire
igerisinde toprak ortaminda bulunan kadavranin biitiinliigiiniin bozulmamasi, yagmaci
organizmalarca yenmemesi ve bakteri, fungus, protozoa, viriis gibi mikroorganizmalar
tarafindan istila edilmemesi gerekir. Bu korunma islevleri Photorhabdus ve Xenorhabdus
bakterileri tarafindan sentezlenen sekonder metabolitler sayesinde olmaktadir (Goodrich-
Blair ve Clarke, 2007; Chaston vd., 2011; Shi ve Bode, 2018). Photorhabdus ve Xenorhabdus

bakterileri toprak gibi rekabet agisindan zengin bir ortamda yasadiklarindan ve yasam
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dongiilerinde bir¢ok farkli organizmayla karsilastiklarindan ¢ok sayida sekonder metabolit
tireten gen kiimesine sahiptirler (Bode, 2009; Cai vd., 2017). Photorhabdus ve Xenorhabdus
tirleri drettigi sekonder metabolitler agisindan farklilik gostermektedir. Hatta yapilan
calismalar aymi tiire ait farkli suslarin dahi birbirinden farkli maddeler iiretebildigini
gostermistir (Tobias vd., 2017).

Photorhabdus ve Xenorhabdus tiirleri tarafindan firetilen sekonder metabolitlerin,
antibakteriyel (Akhurst, 1980, 1982; Webster vd., 2002; Furgani vd., 2008; Reinheimer vd.,
2018; Donmez-Ozkan vd., 2019), antifungal (Chen vd., 1994; Webster vd., 2002; Shapiro-
llan vd., 2014; Fang vd., 2014; Hazir vd., 2016; Cimen vd., 2021) ve insektisidal (Sergeant
vd., 2006; Mona ve Aly, 2009; Hinchliffe vd., 2010; Vitta vd., 2018; Silva vd., 2020; Shah
vd., 2021) aktiviteleri tespit edilmistir. Cok az sayida olsa da antiprotozoal sekonder
metabolitler {izerine de ¢alismalar yapilmaya baslanmistir (Grundmann vd., 2014; Antonello
vd., 2017; Zhao vd., 2018, 2020).

1.2. Sekonder Metabolitler ve Uretim Mekanizmasi

Sekonder metabolitler genellikle bir organizmanin iiremesi, gelismesi veya biiyiimesi
ile dogrudan baglantili olmayan organik bilesikler olarak tanimlanir (Joyce vd., 2011).
Sekonder metabolit ¢aligmalarinda kullanilacak organizmalarin kiiltiire edilebilir olmasi
onemlidir. Xenorhabdus ve Photorhabdus bakterileri laboratuvar ortaminda hem in vitro hem
de in vivo olarak kolayca iiretilebilmektedir (Clarke, 2008). Bakteriler, nematod 1J’lerinden
izole edildiklerinde her zaman primer fazda bulunmaktadirlar. Fakat uzun siire boyunca
kiiltire edildiklerinde veya iireme Ve gelisme i¢in uygun olmayan ortamlarda bulunduklarinda
bakterilerin sekonder faza gegis yaptiklar1 gézlemlenmistir (Han ve Ehlers, 2001; Eckstein ve
Heermann, 2019). Sekonder faza gecen bakteriler boya absorbe etme, agar iizerinde yayilma,
antimikrobiyal madde iiretme, ekzoenzim iiretme gibi yeteneklerini kaybetmektedirler. Daha
onemlisi bu fazda primer metabolitler iiretilmeye devam ederken, herhangi bir sekonder
metabolit iretimi olmamaktadir (Boemare ve Akhurst, 2006). Bunun nedeni, primer
metabolitler (proteinler, amino asitler, enzimler vs.) dogrudan normal biiyiime, gelisme ve
tremeyle ilgiliyken, sekonder metabolitlerin ekolojik islevlerle ilgili olmasidir (Demain ve
Fang, 2000).



Bakterilerde, protein yapidaki maddelerin iiretilmesinde, amino asit, demir ve karbon
metabolizmalarinda ve hatta virilansligin saglanmasinda, kodlayict olmayan, diizenleyici,
kiigiik RNA (sRNA)’lar rol oynamaktadir (Masse ve Gottesman, 2002; Romby vd., 2006).
sRNA’lar birgok mekanizma tarafindan kontrol edilebilirler. Bunlara, protein iiretiminde
translasyonun inhibisyonu, translasyonun aktivasyonu ve transkripsiyon bozulma oraninin
degismesi 6rnek gosterilebilir (Gottesman ve Storz, 2011; Bobrovskyy ve Vanderpool, 2013).
sRNA’lar ile hedef molekiil arasindaki etkilesim Hfq adi verilen RNA baglanma proteini
tarafindan gergeklestirilmektedir (Resim 1.3).

A

proxtmal dlstal

Ky~ osmw/ o > XMO"M

sRNA

Sekil 1.3. Hfg-RNA kompleksinin olusumu (A) ve Hfg baglanma yiizeyleri (B) (Faner ve
Feig, 2013).

Hfg birgok bakteri tiiriinde yaygm olarak bulunan, hiicresel siireglerin kontrol
edilmesinde rol oynayan ve sRNA, tRNA, mRNA, proteinler ve DNA’ya baglanabilen bir
proteindir (Moller vd., 2002; Sobrero ve Valverde, 2012). Hfq monomerleri, RNA
molekiillerinde Adenin ve Urasil bakimindan zengin dizilere baglanarak homoheksamerik
halkasal bir yap1 olustururlar ve sSRNA'larin post-transkripsiyonel regiilatér mekanizmalarina
aracilik ederler (Schumacher vd., 2002). Hfq bolgesinin mutasyon sebebiyle aktif olmadig



durumlarda, virtilansligin azalmasi, biiylimede yavaslama ve olumsuz kosullara karsi

toleransta diisme meydana gelmektedir (Chao ve Vogel, 2010; Sobrero ve Valverde, 2012).

Xenorhabdus ve Photorhabdus’larda sekonder metabolitler ¢ogunlukla, Polyketid
Sentetazlar (PKS) ve Ribozomal olmayan Peptit Sentetazlar (NRPS) ad1 verilen 6zellesmis
enzimler araciligiyla stoplazmada sentezlenmektedir. Ornegin, antarakinonlar PKS ile
sentezlenirken, xenematidler NRPS araciligiyla sentezlenir. Buna ek olarak, xenocoumacinler
ve fabclavinler gibi hem PKS hem de NRPS enzimlerinin ikisinin de varligi durumunda

sentezlenen sekonder metabolitler de bulunmaktadir (Cane ve Walsh, 1999; Fuchs vd., 2014).

PKS, NRPS ve Yag Asidi Sentetaz (FAS) enzimlerinin islevsel hale gelebilmeleri
Phosphopantetheinyl Transferase (PPTase) adi verilen bir enzimin katalitik etkisiyle
olmaktadir (Beld vd., 2014). PPTase enzimleri 6karyotlar, prokaryotlar ve arkelerde hem
primer hem de sekonder metabolizmada 6nemli rol oynamaktadir (Lambalot vd., 1996; Beld
vd., 2014). PPTase’lar, koenzim A'dan korunmus bir serin kalintisina 4’-phosphopantetheine
(PPT) prostetik grubunun transferini katalizleyerek bu islevi yerine getirirler (Lambalot vd.,
1996; Beld vd., 2014) (Sekil 1.4).
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Sekil 1.4. Sekonder metabolitlerin sentezlenmesine Phosphopantetheinyl Transferase
enziminin etkisi (Beld vd., 2014).



Yapilan ¢aligmalar, PPTase’lar1 kodlayan gen bolgesinde olusan mutasyon sonucunda
P. luminescens tiiriinde antibiyotik tiretiminin durdugunu ve konukgusu olan nematodla

aralarindaki mutualistik iliskinin bozuldugunu géstermektedir (Ciche vd., 2001).

Giliniimiize kadar, Xenorhabdus ve Photorhabdus’lardan antibakteriyel, insektisidal,
nematisidal, antifungal ve sitotoksik etkiler gosteren ve yapisal olarak farkli olan ¢ok ¢esitli
sekonder metabolitler izole edilmistir. Genomlarinin tamami aydinlatilmig olan tiirlerde yeni
bilesiklerin tespiti daha kolay olmaktadir. Bu tiirlerin genomlar1 detayli olarak ¢alisildiginda
sekonder metabolitlerden sorumlu gen kiimeleri ortaya ¢ikarilabilmektedir. Ornegin,
Streptomycetes coelicolor’un genomunun sadece %4,5’ini sekonder metabolitleri kodlayan
genler olustururken (Bentley vd., 2002), Photorhabdus luminecens (TT01)’de bu oran %5,9’a
cikmakta, hatta Xenorhabdus nematophila (ATCC 19061)’da %7,5’e ulagsmaktadir (Duchaud
vd., 2003; Chaston vd., 2011).

1.2.1. Xenorhabdus ve Photorhabdus’lar Tarafindan Uretilen Bazi Onemli Sekonder
Metabolitler

Xenorhabdus ve Photorhabdus tiirleri tarafindan tiretilen sekonder metabolitler, cesitli
yontemler kullanilarak tanimlanabilmektedir. Bu yontemlerden en ¢ok kullanilani; yiiksek
miktarda sentezlenen molekiiller i¢in uygun olan Nikleer Manyetik Rezonans (NMR)
yontemidir (Brachmann vd., 2006). Bunun yani sira, bu tiirlerin patojenitesinde ve mutualistik
yagsaminda Oneme sahip oldugu diistiniilen bazi maddelerin iiretiminden sorumlu gen
kiimeleri sessiz veya kriptik oldugundan laboratuvar kosullarinda iretilmesi ve saptanmasi
kolay olmamaktadir. Boyle bir durum séz konusu oldugunda, farkli yontemlere
bagvurulabilmektedir. Bu yontemlerden bazilari, promotor bdlgenin degistirilmesi
(Brachmann vd., 2012; Bode vd., 2015), heterolog gen ekspresyonu (Brachmann vd., 2012;
Dudnik vd., 2013; Schimming vd., 2014) ve biiyiime ortamlarinin dogal kosullara daha uygun
sekilde olusturulmasidir (Scherlach ve Hertweck, 2009; Brachmann vd., 2012; Theodore vd.,
2012).

Gegtigimiz son 30 yilda, Photorhabdus (Sekil 1.5) ve Xenorhabdus lardan (Sekil 1.6)
Ozgiin yapida ve biyo-gesitlilikte 15°ten fazla sekonder metabolit grubu izole edilmistir
(Brachmann vd., 2008). Bunlardan ilk tanimlananlar, Photorhabdus’lara ait, bitkiler

tarafindan da sentezlendikleri bilinen, stilbenler grubundan 4 adet sekonder metabolittir (Paul



vd., 1981). Farkli stilben tiplerinden bazilari, nematodlarla kurulan mutualistik iliskide rol
alirken, bazilar1 antibakteriyel etkiye sahiptir (Joyce vd., 2008; Joyce vd., 2011). Ayrica
bunlarin ti¢ farkli insan kanser hiicre hattina kars1 sitotoksik oldugu rapor edilmistir (Hu vd.,
2006).
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Sekil 1.5. Photorhabdus’lar tarafindan iiretilen bazi sekonder metabolitlerin kimyasal

yapilart.
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Sekil 1.6. Xenorhabdus’lar tarafindan iiretilen bazi sekonder metabolitlerin kimyasal yapilari.
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Photorhabdus’lar tarafindan iretilen bir baska sekonder metabolit grubuna ise
antrakinonlar adi verilmektedir (Richardson vd., 1988). Bu madde genellikle bitkiler
tarafindan tiretilmektedirler. Photorhabdus’lar Gram negatif bakteriler arasinda antrakinon
iireten tek cinstir. Antrakinonlarin Photorhabdus bakterilerindeki islevi heniiz tam olarak
aciklanamamustir fakat kus ve karincalari enfekte kadavradan uzaklastirici etkileri oldugunu
diistintilmektedir (Fenton, 2011).

Bunlarin yanisira Photorhabdus tiirlerinden izole edilen trans-cinnamic asit (TCA)
(Bock vd., 2014) ve stilben tiirevleri (Joyce vd., 2008; Shi vd., 2017) yiiksek antifungal etki
gostermektedir. TCA, P. luminescens bakterisi disinda, tar¢in, rezene ve nar gibi bitkilerde
de bulunan (Clifford, 1999; Guzman, 2014) organik bir asittir. Anti-inflamatuar, antioksidan,
antikanser, néroprotektif, antimikrobiyal ve antidiyabetik 6zelliklere sahip olmasi sebebiyle
tarim, gida ve tip alanlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Clifford, 1999; Guzman, 2014;
Ruwizhi ve Aderibigbe, 2020).

Bunlara ek olarak Photorhabdus’lar tarafindan iiretilen, PirAB (Ahantarig vd., 2009)
ve toxin complex a (tca) (Bowen vd., 1998) proteinleri insektisidal 6zellik gostermektedir
(Ahn vd., 2013).

Xenorhabdus cinsine ait tiirlerden tanimlanan sekonder metabolitler de ¢ok ¢esitlilik
gostermektedir. Xenorhabdus nematophila’dan izole edilen kiigiik ve 1siya dayanikli
benzylideneacetone adi verilen bir madde bulunmaktadir. Uzun siiredir kozmetik ve gida
sektorlerinde katki maddesi olarak kullanilmakta olan bu molekiiliin daha sonrasinda bazi
Gram negatif bitki patojeni bakterilere kars1 biyoaktivite gosterdigi belirlenmistir (Ji vd.,
2004). Yine X. nematophila tarafindan iiretilen, nematophin maddesi ise hem antibakteriyel
hem de antifungal etkiye sahiptir. Yapilan ¢alismalar antibiyotiklere direngli Staphylococcus

aureus tiiriine kars1 da biyoaktivite gosterdigini ortaya koymustur (Li vd., 1997a, 1997b).

Indol tiirevleri ve xenorhabdinlerin, X. bovienii ve X. nematophila tarafindan ortak
olarak sentezlendigi bilinmektedir (Sundar ve Chang, 1993). indoller, Gram negatif ve Gram
pozitif bakterilere kars1 antibakteriyel etkiye sahiptirler ve etki mekanizmalari RNA sentezini
inhibe etmektir (Seo vd., 2012). Bunun disinda tarimsal ve tibbi fungal patojenlere karsi da
biyoaktiviteleri mevcuttur (Sundar ve Chang, 1993; Li vd., 1995). Bunlara ek olarak X.
bovienii tiirtiniin antifungal, antibakteriyel ve insektisidal aktivitesi bulunan xenorxidesleri de
trettigi bilinmektedir (Mclnerney vd., 1991a; Li vd., 1998).
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Xenorhabdus nematophila ve X. doucetiae tarafindan ortak olarak {iretilen
phenethylamidler, insan kanser hiicre hatlarina karsi sitotoksisite gostermektedir (Paik vd.,
2001). Bunun disinda xenocoumacinler adi verilen giiglii ve genis spektrumlu antibiyotikler
de yine bu iki tiir tarafindan tiretilmektedir. Tiirevlerinden hem xenocoumacin 1 (Xncl) hem
de xenocoumacin 2 (Xnc2)’nin bircok Gram pozitif bakteriye karsi antibakteriyel etki
gosterdikleri bilinmektedir. Ayrica bu iki tiirev de anti-tilser aktivitesine sahiptir ve antifungal
etkileri oldugu da tespit edilmistir (Mclnerney vd., 1991b; Yang vd., 2011; Guo vd., 2017).

Bir baska onemli sekonder metabolit grubu olan fabclavinler 2014 yilinda X.
budapestensis ve X. szentirmaii tiirlerinden izole edilerek tanimlanmistir. Ayn1 zamanda
fabclavinlerin sentezinden sorumlu 50 kb uzunlugunda olan biyosentez gen kiimesi de tespit
edilmistir (Fuchs vd., 2014). Fabclavinler, Gram pozitif ve negatif bakteriler, funguslar ve
protozoonlara karsi genis spektrumlu aktivite gostermektedirler. Bu sebeple gectigimiz
yillarda fabclavinler tizerine yogun ¢aligmalar yapilmistir (Fuchs vd., 2014; Donmez-Ozkan
vd., 2019; Cimen vd., 2021). Fabclavinler, non-ribozomal peptit sentetaz (NRPS) ve Poliketid
sentetaz (PKS) tarafindan sentezlenen, ¢oklu doymamuis yag asidi sentetazdan (PUFA)
tiiremis bir poliamin grubuna sahip olan hekzapeptit/poliketid hibritleridir (Fuchs vd., 2014).
Bu uzun yapidaki fabclavinlerin yani sira daha kisa tiirevleri de tanimlanmistir. Bu kisa
fabclavinlerde biyosentez direkt olarak ikinci NRPS enzimi olan FclJ ile baslamaktadir ve
sonucunda hekzapeptit yerine bir dipeptit ortaya ¢ikmaktadir (Wenski vd., 2019).
Fabclavinler, yapisal olarak Serratia plymuthica ve Dickeya zeae bakterileri tarafindan
tiretilen (pre)zeaminlere benzemektedirler (Masschelein vd., 2013; Zhou vd., 2011). Bununla
birlikte, Xenorhabdus ve Photorhabdus genomlari iizerine yapilan biyoinformatik analizler,
fabclavin veya benzeri bilesiklerin {iretiminin bu tiirler arasinda yaygin olabilecegini ortaya
koymustur (Wenski vd., 2019; Tobias vd., 2017).

Daha 6nce de bahsedildigi gibi Xenorhabdus ve Photorhabdus cinslerine ait bakteriler
yasadiklar1 rekabetgi toprak ortaminda hayatta kalabilmek i¢in bir¢ok farkl: ve etkili sekonder
metabolit tretmektedirler. Ancak bunlarin antiprotozoal aktivitelerine yonelik yapilan

calisma sayis1 oldukga azdir.

Protozoa gurubu igerisinde yer alan organizmalar genellikle mikroskobik tek hiicreli ve
Okaryotik organizmalardir. Tek hiicreli olmalarina ragmen, ¢ok hiicrelilerde goriilen yasamsal
islevlerin birgogunu yapabilirler. Protozoa gurubu igerisinde serbest yasayan tiirlerin yanisira
paraziter yasam siirdiiren tiirler de mevcuttur. Diinya ¢apinda her sene milyonlarca insan

parazit kaynakli hastaliklar veya bu hastaliklara bagli komplikasyonlar sebebiyle yasamini
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kaybetmektedir. Bu hastaliklar ¢ok bulasici olduklarindan dolayr toplum saglig: igin risk
teskil etmektedirler. Parazitlere kars1 yapilan as1 ¢aligmalari1 gogunlukla basarisiz olmakta ve
mevcut ilaglarin uzun siiredir kullaniliyor olmasi nedeniyle de ilag direnci olusmaktadir. Bu
parazitlerden Acanthamoeba castellanii ve Leishmania tropica tiirleri insanlarda hastalik

yapan onemli protozoalar arasindadir.

1.3. Acanthamoeba castellanii

Acanthamoeba castellanii, toprak ve suda serbest olarak yasayan ameboid bir
protozoandir. Havalandirma ve sogutma sistemleri, hatta siselenmis sular da dahil olmak
lizere bir¢ok insan yapimi ortamdan izole edilebilmektedirler (De Jonckheere, 1991).
Trofozoitleri tipik olarak 15-30 pwm uzunlugundadir. En belirgin morfolojik 6zellikleri,
sitoplazmalarinda ¢ok sayida biiyiikk vakuollere ve acanthapod adi verilen ince uzun, sivri
yapidaki yalanci ayaklara sahip olmasidir (Resim 1.1). Serbest yasayan trofozoit formu
boliinerek cogalir ve birgok bakteri tiirii ve nispeten kiigiik yapidaki okaryotlarla beslenirler
(Weekers vd., 1993, Gomez-Couso vd., 2007).

Resim 1.1. Acanthamoeba castellanii trofozoitine ait transmisyon elektron mikroskop

goriintiisii (Cateau vd., 2014).
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Trofozoitler, uygun olmayan ¢evre kosullarinda Kist olusturabilmektedir. Bu olusan Kist
formu, besinsizlik, kuruluk, asir1 pH ve sicaklik ile mevcut birgok antimikrobiyal maddeye
kars1 oldukga direnglidir (Aksozek vd., 2002, Coulon vd., 2010). Kistin morfolojik yapisi da
oldukea belirgindir. I¢c kismi1 diiz ve yuvarlak, dis kismi ise kivrimli olan iki adet hiicre
duvarina sahiptir (Pussard ve Pons, 1977) (Resim 1.2).

otv
~~ - —S

Resim 1.2. Acanthamoeba castellanii Kistine ait transmisyon elektron mikroskop goriintiisii.
(Cateau vd., 2014).

Acanthamoeba ilk olarak 1930°da Castellanii tarafindan resmen tanimlanmis ve cinsi
Hartmanella olarak belirlenmistir (Culbertson vd., 1965). Kisa bir siire sonra ise revize

edilerek Acanthamoeba’lar farkli bir cins olarak kabul edilmistir.

Acanthamoeba patojenitesine iliskin ilk gozlemler Culbertson tarafindan yapilmistir.
Memeli doku kiiltiiriinde kontaminasyon olarak farkettikten kisa siire sonra hem in vitro hem
de in vivo patojenitesi tizerine ¢alismalar yapmistir (Culbertson vd., 1958, 1959). Takip eden
yillarda ¢ok sayida Klinik vaka raporu ortaya ¢ikmaya baglamistir. Acanthamoeba tiirleri iki
farkli hastaliga yol agabilmektedir. Bunlar Acanthamoeba kreatiti (AK) ve Graniilomat6z
Acanthamoeba ensefaliti (GAE) olarak adlandirilmaktadir (Jones vd., 1975; Martinez vd.,
1977; Visvesvara vd., 1983; Gardner vd., 1991) (Sekil 1.7).
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Sekil 1.7. Acantomoeba castellanii'nin yasam dongiisiic (CDC’den alinarak modifiye

edilmistir).

Bu iki hastaliga da 6zellikle bagisikligi baskilanmis kisilerde firsatg1 enfeksiyonlar
olarak rastlanmaktadir (Slater vd., 1994; Feingold vd., 1998; Steinberg vd., 2002; Tilak vd.,
2008). Her gecen giin, kanser, HIV/AIDS gibi hastaliklara karsi kullanilan immiin baskilayici
tedavilerin ¢ogalmasi sebebiyle bu tiir firsatg1 enfeksiyonlar igin risk grubundaki insan sayisi
artmaktadir (Friedland vd., 1992; Schwarzwald vd., 2003; Nachega vd., 2005).

Acanthamoeba kreatiti, siddetli iltihaplanma, yogun agr1 ve gérme bozukluguna neden
olan ve tedavi edilmezse goziin kaybina yol agan bir kornea enfeksiyonudur. Enfeksiyon,
trofozoitin kornea epiteline yapismasiyla baglar ve gelisir. Hastaligin ileri agamalarinda,
parazitler stromal tabakayi istila etmekte ve sonugta ortaya ¢ikan opasite gorme kaybi ve
sonunda korliige yol agmaktadir (Jones vd., 1975; Awwad vd., 2007). Eger kiside halihazirda
kornea hasar1 mevcutsa hastaliga yakalanma riski daha yiiksektir. Bu nedenle AK
enfeksiyonlarmin %80’inden fazlasina kontakt lens kullanicilarinda rastlanmaktadir (Moore
vd., 1985; Alizadeh vd., 2005; Gagnon ve Walter, 2006).
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Hastaligin tanisi, korneadan alinan biyopsiden veya kontakt lensten A. castellanii’nin
izole edilmesiyle koyulmaktadir. Hizli teshiste PCR tabanli yontemler de mevcuttur fakat
yiiksek maliyetli olduklarindan daha az kullanilmaktadir (Mathers vd., 2000; Yera vd., 2007).

Standart AK tedavisi ¢ok karmasik ve uzundur, yiiksek yogunluklu poliheksametilen
biguanid ve propamidin izetionat kullanilirsa, kornea nakline gerek kalmadan tedavi edilmesi
miimkiin olabilmektedir (Tien ve Sheu, 1999; Gooi vd., 2008).

Bunun yanisira AK enfeksiyonuyla birlikte, bakteriyel ve fungal ikincil enfeksiyonlar
da goriilebilmektedir ve bu durum tedaviyi zorlastirmaktadir (Rumelt vd., 2001; Rama vd.,
2003; Lorenzo-Morales vd., 2007). Ek olarak, parazitin kist formuna ge¢mesi de tedavide
sorun teskil etmektedir. Bu durumda semptomlar hafiflemekte fakat enfeksiyon ileri bir
tarihte yeniden ortaya ¢ikmaktadir (Peterson vd., 1990). Hastaligin en kesin tedavisi kornea
nakli olarak kabul edilmektedir. Fakat kornea nakli yapildigi durumlarda bile hastaligin
niiksetme riski bulunmaktadir. Bu durumda kornea naklinin enfeksiyon tamamen ortadan
kalkana kadar birkag defa yapilmasi1 gerekmektedir (Peterson vd., 1990; Camposampiero vd.,
2009).

Tiim bu zorluklarin yanisira, A. castellanii’nin sebep oldugu en siddetli hastalik AK
degildir. Graniilomatéz Acanthamoeba ensefaliti (GAE), bagisikligi baskilanmis bireylerde
goriilen, amiplerin noral dokuya girerek nekroza ve siddetli ensefalite sebep olan, oldukca
firsat¢1 bir enfeksiyondur (Martinez vd., 1977; Di Gregorio vd., 1992). Enfeksiyon pulmoner
lezyonlar yoluyla veya amibin kist formunun burundan alinmasiyla meydana gelmektedir.
Daha sonrasinda trofozoitler kan-beyin bariyerini gecerek merkezi sinir sistemine
ulasmaktadir (Culbertson vd., 1959; Kidney ve Kim, 1998; Khan ve Siddiqui, 2009).

Hastaligin seyri yavastir ve belirtiler arasinda; bas agrisi, ates, kusma, davranis
degisimleri, afazi, ataksi ve nobetler bulunmaktadir. Tiim bu semptomlara bir¢ok nérolojik
rahatsizlikta ortak olarak rastlandigindan siklikla yavag ve yanlis tan1 konulmaktadir (Khan,
2007; Peman vd., 2008; Bloch ve Schuster, 2005). Teshisin dogrulanmasi i¢in, parazit beyin
omurilik stvisindan (BOS) izole edilip kiiltiirde in vitro olarak iiremesine bakilmaktadir. Bu
yontem hem ¢ok uzun siirmekte hem de kesinligi bulunmamaktadir (Petry vd., 2006; Abd vd.,
2009; da Rocha-Azevedo vd., 2009). Onerilen bir tedavi bulunmamakla birlikte, erken
teshiste birden fazla ilacin birlikte kullanim1 prognozu iyilestirebilmektedir. Tercih edilen
ilaglara ornek olarak; ketokonazol, flukonazol, vorikonazol, siilfadiazin, miltelfosin,

amfoterisin B, maksifloksasin, linezolid, meropenem azitromisin ve rifampin
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verilebilmektedir (Ofori-Kwakye vd., 1986; Seijo Martinez vd., 2000; Aichelburg vd., 2008;
Sheng vd., 2009; Lackner vd., 2010). Hastalarin bagisikligi zayiflamis durumda olmalari,
teshis ve tedavideki zorluklarla birlestiginde, %90 gibi endise verici derecede yiiksek 6liim
oranina Yol agmaktadir (Bloch ve Schuster, 2005; Khan, 2005). Neyse ki, GAE enfeksiyonuna
cok sik rastlanmamaktadir (Martinez ve Visvesvara, 1997). Bu sebeple biiyiik bir sorun gibi
goriilmemektedir. Fakat hastaligin teshisinin zor oldugu unutmamalidir. Saglik hizmetlerinin
yetersiz oldugu ve ozellikle HIV vakalarmin sik goriildiigii iilkelerde teshis ve tedavi

edilmemis vakalarin ¢ok sayida olmasi ihtimali de bulunmaktadir.

Acanthamoeba casteallanii’nin neden oldugu her iki enfeksiyonun tedavisinde ayr1 ayri
zorluklar vardir. Sadece bagisikligi baskilanmis bireylerde goriilen GAE; 6liimciil, kesin bir
tedavisi olmayan ve diinya ¢apinda 6zellikle HIV vakalar arttikga daha fazla insanin risk
altina girdigi bir enfeksiyondur. Diger yandan AK, saglikli bireylerde bile goriilebilmektedir
ve goziin kaybina kadar varan ciddi sonuglart bulunmaktadir. Tiim bu sebepler birlikte g6z
ontinde bulunduruldugunda, A. castellanii’ye kars1 yeni, etkili ve alternatif etken maddelerin
kesfi ¢ok biiyiik 6nem teskil etmektedir.

1.4. Leishmania tropica

Leishmania tiirlerinin sebep oldugu Leishmaniasis, 6zellikle yoksul iilkelerde yaygin
olarak goriilen, ihmal edilmis, vektor ve parazit kaynakl tropikal bir enfeksiyondur (Pace,
2014). Ihmal edilmis hastaliklar sinifinda olmasinin baslica nedenleri; etkili, uygun fiyatl ve
kolay erisilebilir tedavi yontemlerinin bulunmamasidir. Ozellikle gelismemis ve gelismekte
olan iilkelerde rastlandiklarindan ilag endiistrisi tarafindan da g6z ardi edilmektedirler
(Yamey, 2002). Bununla birlikte uluslararasi seyahatlerin artmasi, kiiresel 1sinmayla vektoriin
aktivite alaninin genislemesi gibi nedenlerden dolay: vaka sayilari artmaktadir ve daha da
artmast beklenmektedir (Field vd., 2010). Bu durum, Leishmaniasis enfeksiyonlarinin

Onlenmesi i¢in yapilan ¢aligmalarin artmasini gerektirmektedir.

Leishmania tiirleri protozoan parazitlerdir. Hastalik ve parazit ilk olarak 1903’te
Leishman ve Donovan tarafindan tanimlanmigtir (Murray, 2002). Leishmaniasis klinik ve
epidemiyolojik olarak ¢ok ¢esitlilik gostermektedir ve paraziter hastaliklar arasinda morbidite
ve mortalite oranlar1 en yiiksek olanlardan biridir. Bu farkli kliniklerden biri olan Kutan6z

leishmaniasis, L. tropica tarafindan meydana getirilmektedir. Bu hastalik, ciltte bir veya daha

17



fazla yara ya da nodiil olusmasiyla sonuglanmakta, bu nodiiller birkag ay sonra tedavi
edilmese de kendiliginden iyilesmekte fakat yara izi birakmaktadir. Parazitin farkli tiirleri,
iyilesmesi aylar ve hatta yillar alan lezyonlara da sebep olabilmektedir (Reithinger vd., 2007)
(Resim 1.3).

Resim 1.3. Kutanéz Leismaniasis’in sebep oldugu yara izleri (skar) (WHO’nun web

sitesinden alinmustir).

Kutanoz Leishmaniasis bazi durumlarda kendi kendine iyilesme géstermeyip viicudun
diger bolgelerine metastaz yaparak, Mukozal Leishmaniasis ve Diffiiz kutanoz
Leishmaniasis’e neden olabilmektedir (Zangger vd., 2014). Kutanéz Leishmaniasis’in
iyilestikten sonra kisinin &zellikle yiliziinde biraktig1 yara izi ve lezyonlar nedeniyle bir ¢esit
psikolojik ve sosyal damgalanma s6z konusu olmaktadir (Bern vd., 2005; Kebede vd., 2013).
Leishmaniasis tiirleri arasindan, Visseral Leismaniasis en yiiksek 6liim oranina sahipken,
Kutandz Leismaniasis ise en yaygin goriilen klinik durumdur (Kebede vd., 2013). Kutantz
Leishmaniasis'in son zamanlarda potansiyel olarak viskerotropik oldugu tespit edilmistir
(Jacobson, 2013). Visseral Leishmaniasis ise tedavi edilmedigi taktirde oliimciil olan,
Leismania donovani ve Leismania infantum’un neden oldugu sistemik bir hastaliktir
(Mauricio vd., 2000; Lukes vd., 2007).

Leishmania tiirleri, baskin olarak memeli konakgida makrofajlar1 enfekte eden
tripanozomatid protozoanlardir (Weigle ve Saravia, 1996). Paraziter hastalik hem yetiskinleri
hem de ¢ocuklar etkileyebilmektedir (Murray, 2002). Parazit, tropikal ve subtropikal iklime
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sahip {ilkelerde endemiktir ve farkli cografi konumlarda tiirler arasinda da gesitlilik
goriilmektedir. Leishmania tiirlerinin kendi aralarinda siniflandirilmasi, parazitin, vektor olan
disi kum sinegi Phlebotomus sp. (Diptera: Psychodidae) (Resim 1.4) bagirsaklarinda olan

gelisimindeki anatomik farkliliklara dayanmaktadir.

Resim 1.4. Phlebotomus papatasi (Fotograf CDC’nin sitesinden alinmistir).

Insan hastaliklaryla ilgili olarak iki ana alt Leishmania cinsi bulunmaktadir. Bunlar
Yeni Diinya Leismaniasis’i (Amerika) ve Eski Diinya Leishmaniasis’i (Asya, Afrika ve
Avrupa) olarak adlandirilmaktadir (Pace, 2014). Hastaligin epidemiyolojik o6zellikleri ve
uygun kontrol yontemleri birgok faktérden etkilenmektedir. Bunlar arasinda, cografi konum,
parazitin tiiri, rezervuar, konak ve vektoriin biyolojik 6zellikleri yer almaktadir (Bern vd.,
2008). Yetersiz beslenen, kotii kosullarda yasayan ve bagisikligi kotii olan insanlar yiiksek
risk altindadir. Bu durum o6zellikle yoksul tlkelerde yasayanlart ve HIV gibi sebeplerle
bagisikligi baskilanmis kisileri etkilemektedir (Guerin vd., 2002).

Leismania tiirleri antroponotik ve zoonotik olabilir, hayatta kalmalar1 vektor ve
rezervuar arasindaki bulagsmanin basarili olmasina baghdir (Pace, 2014). Antroponotik
vakalar genellikle kentsel kesimlerde goriiliir ve fazlasiyla yaygindir (Jacobson, 2013;
Reithinger vd., 2003). Zoonotik vakalar ise kirsal alanlarda yaygindir ve ana rezervuar

hayvanlardir (Jacobson, 2013).
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Tim kliniklerde, parazitin hastaya girisi vektor kum sineginin deriyi 1sirmasiyla
olmaktadir (Murray, 2002). Leismania tiirlerinin hayat dongiilerinde iki farkli morfolojik
form goriilmektedir. Bunlardan biri olan promagstigot form, 15-20 um uzunlugunda, hiicre
dis1 ve flagellalidir. Parazitin bu formu vektor disi kum sineklerinde goriilmektedir (Bates,
2008). Diger form ise amastigot olarak adlandirilir ve hiicre igidir. Kamgisi bulunmaz ve
memeli konagin makrofaj veya monositlerinde bulunur (Hommel, 1999) (Sekil 1.8).

Sekil 1.8. Leismania tiirlerine ait Promastigot (A) ve Amastigot (B) yapilar.

Amastigot form, fagositik hiicre iginde gelisir ve ¢ogalir. Hiicre lizize girdikten sonra
diger makrofajlar1 enfekte etmek i¢in ortama dagilir (Hommel, 1999). Hiicre i¢i amastigotlar,
Leishman-Donovan cisimcikleri olarak da adlandirilirlar ve teshiste 6nemli rol oynarlar. Tipik
ozellikleri, enfekte klinik orneklerde ¢ekirdekten ayri olarak boyanabilen mitokondriyal
DNA’dan olusan kinetoplast adi verilen bir yapiya sahip olmalaridir. Phelebotom’lar hasta
bireyden kan emdikten sonra amastigotlar, yeniden kamgili promastigot forma donerler
(Sunter ve Gull, 2017) (Sekil 1.9). Parazitin promastigot formunun in vitro kiltiri

yapilabilmektedir (Santarém vd., 2014).
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Sekil 1.9. Leishmania tropica'nin yasam dongiisii (CDC’den alinarak modifiye edilmistir).

Parazitin genetik degisiminin, vektor disi kum sineginin iginde ¢ok sayida mutasyonun
meydana gelmesiyle gerceklestigi diistiniilmektedir. Bununla birlikte Leismania suslarinin

sayist giin gectikce artmaktadir (Akopyants vd., 2009).

Leishmaniasis Diinya genelinde 98 iilkede yaygindir (Alvar vd., 2012). Yagmur
ormanlarindan ¢6llere, kirsaldan sehire; Avustralya ve Antartika disinda tiim kitalarda
goriilmektedir. Ancak Kutano6z ve Visseral Leishmaniasis’in baskin olduklari tilkeler farklilik
gostermektedir. Leismaniasis’in yillik kiiresel insidans1 2 milyonun tizerindedir. Bunlardan
1.2 milyonu, tez ¢alismasinin da hedef parazitlerinden biri olan L. tropica’nin sebep oldugunu
Kutandz Leismaniasis vakalaridir. Bu vakalar en yaygin olarak Giiney Amerika, Afrika ve
Giineybat1 Asya’da goriiliir (Plourde vd., 2012). Hastalik ayn1 zamanda, i¢inde Tiirkiye’nin
de bulundugu bazi Akdeniz iilkelerinde de endemiktir (Pace, 2014). Kiiresel 1sinma nedeniyle
meydana gelen iklimsel ve diger ¢evresel degisiklikler nedeniyle, gelecekte vektoriin ve
dolayisiyla Leishmaniasis’in cografi yayiliminin daha da genisleyecegi diisiiniilmektedir

(Patz vd., 2000) (Sekil 1.10).
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Sekil 1.10. Kutanoz Leismaniasis’in cografi dagilimi (WHO, 2015).

Kutandz Leishmaniasis igin standart hale gelmis teshis prosediirleri bulunmaktadir.
Deriden veya biyopsi yoluyla 6rnek alinarak, mikroskop altinda ya da kiiltiirde parazitin
varlig1 tespit edilebilmektedir. Fakat bu yontemler kesinlik saglamamaktadir (Kebede vd.,
2013). Sistemik antikor tepkileri de olmadigindan, serolojik yontemler de yetersiz
kalmaktadir (Herwaldt, 1999). Ayrica bu testler Leishmania tiiriinii ayirt etmek igin de
kullanilamaz (Kebede vd., 2013). Bu sebeplerden dolayi, Leishmaniasis tanisinda yardimci
olarak molekiiler teknikler de kullanilmaktadir. Parazite 6zgii DNA ve RNA’y1 saptayabilen
molekiiler teknikler, analizin duyarliligi ve saptama hizi agisindan avantajlar saglamaktadir
(Wilson, 1995). Leishmania’nin farkl: tiirlerini ayirt etmek icin de biyokimyasal bir yontem
olan Multilokal enzim elektroforezi kullanilmaktadir. Farkli tiirlerin bir arada bulundugu

bolgelerde molekiiler analizler biiyiikk 6nem teskil etmektedir (Foulet vd., 2007).

Simdiye kadar Leishmaniasis’e karsi basarili bir as1 gelistirilememistir. Ayrica
secenekler arasindan en iyi tedavinin hangisi oldugu konusunda da fikir birligi
saglanamamustir. Bu durum klinik ¢alismalarinin azligindan kaynaklanmaktadir (Gonzlez vd.,
2008). Kutanoz Leishmaniasis genellikle kendi kendine iyilestigi i¢in tedavi bir¢ok faktore
gore sekillenmektedir. Bunlarin i¢inde, lezyonlarin sayisi, yeri, hastaligin etiyolojisi ve kisisel
tercihler bulunmaktadir (Plourde vd., 2012). Ilac¢ tedavisinde &ncelikli olarak miltefosin,
paromomisin ve bes degerli antimon bilesikleri lokal veya sistemik olarak kullanilmaktadir

(Manzano vd., 2011; Wortmann vd., 2002). Bu yontemin, tedavi ediciligi zayif ve yan etkileri
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cok fazla olmasina ragmen alternatifi bulunamadigi i¢in 50 yildir kullanilmaktadir (Santos
vd., 2013). Bu denli uzun siire kullanimdan sonra bazi bolgelerde yiiksek ilag direnci
goriilmeye baslanmis ve tedavi gegerliligini tamamen yitirmistir (Manzano vd., 2011). Parazit
1stya duyarli oldugundan, tedaviye yardimci olmak amaciyla radyo frekanslar1 kullanilarak
lezyon bolgelerine sicaklik uygulamasi yapilabilmektedir (Plourde vd., 2012). Hali hazirda
kullanilan tedaviler minimum dort hafta enjeksiyon gerektirdiginden, etkili oral tedavi
yontemlerinin kesfi biiyiik 6nem tasimaktadir (Murray, 2001, 2002). Leishmania tropica ve
L. major’a kars1 tedavide oral yolla triazol (itrakonazol, flukonazol) ve miltefosin
kullaniminin yararl olduguna dair kanitlar bulunmaktadir (Gonzlez vd., 2008; Plourde vd.,
2012).

Leishmaniasis’in tamamiyle ortadan kaldirilmasi, kolay ulasilabilen basarili tedavinin
yant sira etkili dnleyici yontemlerin gelistirilmesine de baglidir. Giiniimiizde uygulanmakta
olan birkag kontrol yontemi bulunmaktadir. Bunlar, vektér kum sinegini ortadan kaldirmaya
yonelik ilaglama galismalarinin yapilmasi ve rezervuarlarin itlaf edilmesidir. Bunlara ek
olarak, bocek ilact emdirilmis cibinlikler ve kopek tasmalar1 gibi yontemler de
kullanilmaktadir (Murray, 2002).

Protozoan parazitlere karsi ileri seviyeye ulasan ilag direnci ve istenmeyen yan etkileri
nedeniyle yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesi biiyiik 6nem arz etmektedir. Bu konuda

yeni ¢aligmalar yiriitilityor olsa da bunlarin sayisi yeterli degildir.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda bir ilk olarak, protozoan parazitlerden Acanthamoeba
castellanii ve Leishmania tropica’ya karsi etkili olabilecek, Xenorhabdus ve

Photorhabdus’lar tarafindan tiretilen antiprotozoal molekiillerin arastirilmasi amaglanmustir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Nollmann vd. (2012) arastirmalarini, X. szentirmaii tarafindan {iretilen ve yakin
zamanda tamimlanmis bir depsipeptid tirti olan szentiamid {izerine yapmuslardir.
Calismalarinda biyoaktivite testleri de yapan arastirmacilar, szentiamid sekonder
metabolitinin, baz1 bocek tiirlerine ve sitmaya neden olan Plasmodium falciparum’a karsi

etkili oldugunu bulmuslardir.

Grundman vd. (2013) c¢alismalarinda, Xenorhabdus sp. (PB30.3)’den xenobactin adi
verilen yeni bir heksadepsipeptid izole etmislerdir. Kapsamli 1D ve 2D NMR testleri yaparak
molekiiliin yapisini aydinlatmig ve ii¢ boyutlu seklini modellemislerdir. Daha sonra yaptiklari
biyoaktivite testleriyle P. falciparum’a kars1 yiiksek antiprotozoal ve Gram pozitif bir bakteri
olan Micrococcus luteus’a kars1 antibiyotik etki gosterdigini fakat ayn1 zamanda bu maddenin

oldukga sitotoksik oldugunu kesfetmislerdir.

Zhou vd. 2013’te X. doucetiae (DSM17909) ve X. mauleonii (DSM17908) tiirleri
tarafindan tretilen sekonder metabolitler {izerine yaptiklari ¢alismada, halihazirda bilinen
xenocoumacin ve xenorhabdin maddelerine ek olarak yeni bir peptid grubu olan
xenoamicinleri tanimlamiglardir. Xenoamicinler, esas olarak hidrofobik amino asitlerden
olusan ag¢illenmis tridekadepsipeptidlerdir. Calismada, X. mauleonii’den izole edilen ve ana
tirev olan xenoamicin A’nin yapist detayli 1D ve 2D NMR teknikleri kullanilarak
aydinlatilmis ve biyosentezden sorumlu gen kiimesi tanimlanmistir. Daha sonra yiiriitiilen
biyoaktivite testleri xenocoumacinin P. falciparum’a karsi etkili oldugunu ancak Escherichia
coli, Bacillus subtilis, M. luteus ve P. aeruginosa bakteri tiirlerine karsi antibakteriyel etki

gostermedigini ortaya koymustur.

Fuchs vd. (2014) arastirmalarinda, bir peptid-poliketid hibridi olan fabclavinlerin
yapisini detayli NMR ve MS yontemleri kullanarak aydinlatmiglardir. Fabclavini iki farkli
Xenorhabdus susunda tanimlayarak biyosentez gen kiimesinin de aydinlatilmasin
saglamiglardir. Fabclavinler bakteri, mantar ve diger oOkaryotik hiicrelere karsi genis
spektrumlu aktivite gosterdiginden, Xenorhabdus tiirlerinin nematod konagi ve onlarin bocek
konukgusunun karmagik hayat dongiisii boyunca, her tiirlii rekabete kars1 “koruma faktorii”

olarak fabclavin trettiklerini 6ne siirmiislerdir.
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Grundman vd. (2014) Tayland’da yaptiklar1 ¢alismada, Xenorhabdus sp. (PB61.4)
tirtinden, Chaiyaphuminler adimi verdikleri 4 adet (A-D) yeni depsipentapeptid izole
etmislerdir. Daha sonra bu peptidlerin yapilarii ayrintili olarak ortaya koymak igin, 1D ve
2D NMR testleri yapmis, Marfey analizi ve ardindan flas hidrolizi uygulamislardir.
Sonrasinda yapmin dogrulamasini saglamak ig¢in ti¢ boyutlu modelleme yapilmigtir. Bu
Chaiyaphuminler arasindan, Chaiyaphumin A’nin sitma ajani P. falciparum’a karsi yiiksek

aktivite (ICso degeri 0.61 uM) gosterdigini rapor etmislerdir.

Bode vd. 2015 yilindaki arastirmalarinda, genlerin oniindeki dogal promotorun,
arabinoz ile indiiklenebilen yapay bir promotor olan Peap ile degisimini entomopatojen
bakterilerde, sekonder metabolit biyosentezinde yer alan gen kiimelerini susturmak ve/veya
aktive etmek icin kullanmiglardir. Bu yontem GameXPeptidlerin, xenoamicinlerin ve
indigoidinin “istege bagli” olarak iiretimine izin vermistir. Ayrica bu yeni yaklasimdan

yararlanarak, xenorhabdinleri ve mevalagmapeptidleri tanimlamiglardir.

Zhao vd. 2018 yilinda yaptiklari ¢alismada, Xenorhabdus innexi’den (DSM 16336) yedi
adet yeni rhabdopeptide/xenortide benzeri peptid (RXPs) izole etmislerdir. Kimyasal
yapilarini, yiiksek ¢Oziiniirliikli kiitle spektroskopisi (HR-MS), tek boyutlu (1D) ve iki
boyutlu (2D) NMR ile aydinlatmiglardir. Daha sonra bu maddelerin aktivitelerini protozoan
parazitlere karst1 denemis ve ardindan sican iskelet miyoblastinda (L6 hiicreler)
sitotoksisitelerini de degerlendirmislerdir. Test edilen tiim bilesikler sirasiyla 0.07-6.25 ve
0.091-3.16 uM ICso degerleriyle Trypanosoma brucei rhodesiense ve P. falciparum'a karst
yiiksek etki gostermis ve bugiine kadar bilinen en aktif RXP tiirevleri olduklar1 tespit

edilmistir.

Antonello vd. (2019) c¢alismalarinda, Chagas hastaligindaki yetersiz tedavi
yontemlerine deginmis ve P. luminescens ile X. nematophila’nin tropikal hastaliklara neden
olan protozoanlara karsi biyoaktif metabolitler agisindan 6nemli potansiyel kaynaklar
oldugunu belirtmislerdir. Bu nedenle ¢alismalarinda, bu bakteriler tarafindan {iretilen
metabolitlerin in vitro anti-Trypanosoma cruzi aktivitesinin tespiti {izerine deneyler
yapmislardir. Sonugta, X. nematophila ve P. luminescens bakterilerinin konsantrasyona bagh
olarak dnemli dl¢iide antiprotozoal aktivite (ICso XN = 0.34 mg/mL, ICso PL = 1.0 mg/mL)
gosterdigini tespit etmislerdir. Oldiiriicii etkiden sorumlu bilesigin, 1siya ve pH’a
dayanikliligin1 da test eden bilim insanlari, bu iki bakterinin Chagas hastaligina karsi olasi

yeni ilaglar i¢in potansiyel kaynaklar oldugunu belirtmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Yabanil Tip ve Mutant Bakterilerin Eldesi

3.1.1. Yabanil Tip Bakterilerin Eldesi

Tez galismas1 kapsaminda 22 adet Xenorhabdus ve 5 adet Photorhabdus tiirii olmak

tizere toplam 27 farkl1 bakteri tiiri kullanilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Antiprotozoal aktivite testlerinde kullanilan yabanil tip Xenorhabdus ve
Photorhabdus bakteri tiirleri.

1- Xenorhabdus nematophila ATCC 19061 | 15- X. innexi DSM 16336

2- X. bovienii SS-2004 16- X. japonica DSM 16522

3- X. vietnamensis DSM 22392 17- X. khoisanae SGI-197

4- X. cabanillasii IM26-1 18- X. beddingii DSM 4764

5- X. szentirmaii DSM 16338 19- X. budapestensis DSM 16342
6- X. stockiae DSM 17904 20- X. miraniensis DSM 17902
7- X. ehlersii DSM 16337 21- X. hominickii DSM 179903
8- X. koppenhoferi DSM 18168 22- X. kozodoii DSM 17907

9- X. indica DSM 17382 23- Photorhabdus kayaii DSM 15194
10- X. maulenoii DSM 17908 24- P. namnaoensis PB 45.5

11- X. poinarii G6 25- P. laumondii TTO1

12- X. griffiniae DSM 17911 26- P. akhurstii DSM 15138

13- X. ishibashi DSM 22670 27- P. thracensis DSM 15199
14- X. doucetiae DSM 17909

Parazitlere kars1 biyoaktivitesi test edilen bu yabanil tip bakteri tiirlerinden X. khoisanae
disindakilerin tamami Max Planck Enstitiisii/Marburg-Almanya’da bulunan bilim insani1 Prof.
Dr. Helge B. BODE’den temin edilmistir. Xenorhabdus khoisanae ise Aydm Adnan
Menderes Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii Omurgasiz Hayvanlar
Arastirma Laboratuvarinda kiiltiirleri stirdiiriilen Steinernema beitlechemi tiirii entomopatojen

nematodlardan izole edilmistir (Cimen vd., 2016).

Nematodlardan bakteri izole edilirken Biiyiik Bal Mumu Giivesi olarak da bilinen

Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidae) tiirtine ait son donem larvalar kullanilmistir.
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Galleria mellonella larvalari, laboratuvar ortaminda, yapay besiyerinde (%22 bugday unu,
%22 musir unu, %11 siit tozu, %5,5 kuru maya, %17,5 balmumu, %11 bal ve %11 gliserin)

(Han ve Ehlers, 2000) tiretilmistir (Resim 3.1). Kiiltiir 28°C’de ve karanlik ortamda
tutulmaktadir (Mohammad ve Coppel, 1983).

Resim 3.1. Galleria mellonella kiiltiirt.

Yeterli biyiikliige ulasmis larvalar, igerisinde iki kat kurutma kagidi bulunan 9cm’lik
cam petrilere koyulmus ve 1000 IJ/mI’lik nematod suspansiyonu ile enfekte edilmistir.
Petriler 36 saat boyunca karanlik bir ortamda, oda sicakliginda (24-25°C) tutulmustur. Bu
inkiibasyon periyodu sonunda 6len larvalar yiizey sterilizasyonu amaciyla 5 dakika boyunca
%095’lik etil alkol igerisinde bekletilmistir. Daha sonra steril kiigiik bir makas yardimiyla
larvalarin ikinci c¢ift bacaklarindan birisi kesilmis ve ¢ikan hemolenf sivisi steril bir 6ze
yardimiyla alinarak NBTA (Nutrient Agar, 0,004% (w/v) Trifenil tetrazolium kloriir ve

0,025% (w/v) Bromtimol mavisi) kat1 besiyerine ekilmistir (Akhurst, 1980; Boemare, 2002;
Tailliez vd., 2010) (Resim 3.2).
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Resim 3.2. NBTA besiyerinde tiretilmis Xenorhabdus (A) ve Photorhabdus (B) bakterileri.

Hazirlanan petri plaklari 30°C’de 48 saatlik inkiibasyonun ardindan katalaz testi ve
mikroskobik inceleme yapilarak bakteri tiirlerinin saf kiiltiir oldugu ve faz | durumunda

bulunduklar teyit edilmistir (Orozco vd., 2013).

Hem laboratuvardaki nematodlardan izole edilen hem de Almanya’dan temin edilen
tim bakteriler antiprotozoal aktivite galismalarinda kullanilmak iizere laboratuvarimizda
bulunan -80°C’lik inkiibatorde stok kiiltiir olarak tutulmustur. Stok kiiltiirler hazirlanirken
kat1 besiyerinde bulunan bakterileriler steril bir 6ze yardimiyla Tryptic Soy Broth (TSB)
(Becton Dickinson Company) siv1 besiyeri ortamina alinmis ve 24 saat boyunca 30°C ve 150
rpm’e ayarl ¢alkalamali inkiibatorde iiremeye birakilmistir. Ureyen bakteriler, %40’ lik steril
gliserin ¢ozeltisi ile esit oranda karistirilmis ve 2 ml’lik cryo tiiplere aktarilarak -80 ° C’ye
kaldirilmigtir (Orozco vd., 2013).

3.1.2. Mutant Bakterilerin Eldesi

Calismanin ilk bolimiinde belirtilen 27 adet yabanil tip bakteri tiirtiyle denemeler
tamamlandiktan sonra, bu bakterilerden yiiksek biyoaktiviteye sahip oldugu belirlenen bazi
tirler segilerek bu tiirlere ait promotor bolgesi degistirilmis mutant bakteriler elde edilmistir.
Bu tiirlerde etkili antiprotozoal maddeyi tespit edebilmek adina, her biri farkli tek bir sekonder

metaboliti tireten ¢ok sayida mutant sus elde edilmistir (Cai vd., 2017; Bode vd., 2019)
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(Cizelge 3.2). Bu mutantlar kullanilarak bakteriler tarafindan iretilen sekonder

metabolitlerden hangilerinin antiprotozoal madde oldugunun tespit edilmesi amaglanmastir.

Cizelge 3.2. Olusturulan mutant bakteri suslari.

Bakteri Tiirii Mutant ismi Sekonder metabolit || Bakteri Tiirii Mutant ismi Sekonder metabolit
Ahfq_ pCEP_KM_ 0346 GameXPeptide APPTase_Pgap_iSNA Rhabduscine
Ahfq_ pCEP_KM 0377 Pax-short Ahfq _ Pgap _XcnA_km Xenocoumacine
Ahfq_pCEP_KM_1979 Szentirazin Ahfq _ Pgap _XrdA_km Xenorhabdin
Ahfq pCEP_KM 3397 Rhabdopeptide Ahfq _ Pgap _xabA_km Xenoamicin
X. doucetiae
Ahfq pCEP_KM 3460 Szentiamid Ahfq _ Pgap _PAX_km PAX peptid
X. szentirmaii
Ahfq_pCEP_KM_3680 Xenobactin Ahfq _ Pgap _OXpS_km GameXPeptid
Ahfq pCEP_KM 3942 Rhabduscin Ahfq _ Pgap prtA Protegomycin
Ahfq pCEP_KM 5118 Pyrrolizixenamide Ahfq _ Pgap _DC_km Acylamide
Ahfq pCEP -KM-fcIC Fabclavin X. cabanillasii Ahfq_128-129 Fabclavine
Ahfq pCEP -KM-xfsA Xenofuranone X. hominickii Ahfq 130-131 Fabclavine
Ahfq_pCEP_kan XNCI_2022 Xenotetrapeptid X. budapestensis DSM16342_pCEP_fclC Fabclavine
Ahfq_pCEP_kan XNCI_1711 Xenocoumacin X. indica pCEP_kan_132/133 Fabclavine
Ahfq Pgap_ XNC1_xndA Xenortide X. stockiae Ahfq_pCEP_fcIC Fabclavine
Ahfq pCEP_kan XNC1 2783 PAX peptid
X. nematophila
Ahfq_Pgap_XNC1_2228 Rhabdopeptide
Ahfq Pgap XNC1_2713 Xenematide
APPTase_Pgap_ XNC1_isnA Rhabduscine
Ahfq_AisnAB_Pgap_XNC1_2300 Xenortide

Mutant bakteriler olusturulurken, promotor degisim ydntemi kullanilmistir. Oncelikle
bakterilerin trettigi sekonder metabolitlerin islevsel hale gelmesinde rol oynayan Hfg ve
PPTase gen bolgesi delesyona ugratilarak Ahfq ve APPTase mutantlari olusturulmustur. Hfq
gen bolgesine sahip olmayan bu mutantlarda herhangi bir islevsel sekonder metabolit tiretimi
olmamaktadir (Bode vd., 2015, 2019; Wenski vd., 2020). Daha sonra farkli sekonder
metabolitlerin sentezlenmesinde gorev alan gen bolgelerinin onlerinde yer alan promotorlar
degistirilmistir. Dogal sartlarla indiiklenen promotor bolge ile ilgili gen arasina L-arabinoz
maddesiyle yapay olarak indiiklenebilen Peap promotoru yerlestirilmistir (Sekil 3.1). Boylece

ilgili gen bolgesinin sorumlu oldugu maddenin tiretimi kontrol altina alinmustir.
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Sekil 3.1. Ortamda L-arabinoz bulundugu (A) ve bulunmadigi (B) durumlarda Psap

promotoru.

Dogal promotorun degistirilmesi isleminde istenen gen bolgesinin ilk 300-600 baz
ciftlik bolgesi PCR (Polimeraz zincir reaksiyonu) yontemi ile ¢ogaltilmis ve pCEP plazmitine
yerlestirilmistir. Plazmit, elektroporasyon yontemi kullanilarak, Escherichia coli S17-1 Apir
(FY) susuna aktarildiktan sonra konjugasyon yolu ile promotor bolge degisikligi yapilmak
istenen bakteriye gecisi saglanmistir (Sekil 3.2) (Bode vd., 2015; Tobias vd., 2016). pCEP
plazmitinde bulunan kanamisin diren¢ geni sayesinde, plazmiti alan dolayisiyla promotor
bolgesi degistirilmis olan bakteriler kanamisin antibiyotigi eklenmis segici besiyeri
kullanilarak kolayca tespit edilebilmektedir (Bode vd., 2015, 2019).
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Sekil 3.2. Promotor Degisim yonteminin Ahfq veya APPTase suslarina uygulanmas: (Bode

vd., 2015’ten sematize edilmistir).

Yapilan tiim bu islemler sonucunda bakteride bulunan dogal promotor bolgesi islevsiz
hale getirilmis ve yerine tercih edildiginde indiiklenebilen yeni bir promotor eklenmistir.
Eklenen bu yeni promotor bakterinin iiretimi asamasinda ortama indiikleyici madde olan L-
arabinoz eklenerek aktif edilebilmektedir ve ilgili sekonder metabolit tiretimi yabanil tipe
oranla daha fazla olmaktadir. Ortamda L-arabinoz bulunmadigi durumlarda ise promotor
calismamakta ve sorumlu oldugu sekonder metabolit iiretilmemektedir (Bode vd., 2015).
Promotor bolgesi degistirilmis mutant suslar Almanya Max Planck Enstitiisii/Marburg

Laboratuvarinda elde edilmistir.
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3.2. Bakteri Supernantantlarinin Eldesi

3.2.1. Yabanil Tip Bakterilerden Supernatant Eldesi

Supernatantlar elde edilirken bakteriler stok kiiltiirden steril bir 6ze yardimiyla alinarak
Luria Bertani (LB) (Merck, Darmstad) kat1 besiyerine ekilmis ve 30°C’de 24 saat boyunca
iremeye birakilmistir. Ureyen bakterilerden tek koloni secilip 10ml’lik steril LB sivi
besiyerinde 30°C ve 150rpm’e ayarli galkalamali inkiibatérde (New Brunswick) 24 saat
boyunca iiretilerek gecelik kiiltiir hazirlanmistir. Ureyen bakterilerin spektrofotometre
(Shimadzu UV1280) ile olglimii yapilarak hiicre yogunlugu ODeoo’de 1 olacak sekilde
ayarlanmistir (Cimen vd., 2021). Daha sonra gecelik kiiltiirlerden 1 ml alinarak 100ml steril
TSB besiyerine aktarilmis ve 120 saat boyunca 30°C ve 150 rpm’de iiremeye birakilmistir.
Yabanil tip bakterilerde en fazla sekonder metabolit tiretiminin 120 saatin sonunda oldugu
bildirilmistir (Furgani vd., 2008; Donmez Ozkan vd., 2019).

Bakteri hiicrelerinden arindirilmig supernatantlarin eldesi i¢in, tireyen bakteriler steril
falcon tiiplerine (Corning, NY) aktarilmis, 4°C ve 10,000 rpm’de 10 dakika boyunca
santrifiijlenmistir (Eppendorf, Centrifuge 5810 R) (Giilcii, 2010; Hazir vd., 2016). Ustte kalan
supernatantlar dikkatlice toplanip yeni falcon tiiplerine aktarildiktan sonra por ¢ap1 0,22 um
olan steril siringa ucu filtreden (Sartorius Minisart® Syringe Filter) gegirilmistir (Houard vd.,
2013) (Sekil 3.3). Filtreleme isleminin ardindan elde edilen supernatantlarin bakteri
hiicrelerinden tamamen arindigina emin olmak adina NBTA agar besiyerine ekim yapilarak
tireme olup olmadigi kontrol edilmistir (San-Blas vd., 2012). Supernatantlar iiretimden sonra
ya hemen kullanilmis ya da deney kurulumuna kadar maksimum iki hafta olmak tizere 50
ml’lik steril falcon tiiplerinde, -20°C’de saklanmistir (Ng ve Webster, 1997; Muangpat vd.,
2017).
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Sekil 3.3. Hiicrelerinden ardirilmis bakteri supernatantlarin elde edilme asamalari.

3.2.2. Mutant Bakterilerden Supernatant Eldesi

Promotor bdlgesi degistirilmis mutant bakterilerden supernatant elde edilirken yabanil
tipten farkli olarak bir indiikleme isleminin yapilmasi gerekmektedir. Bu amagla mutant
bakteriler, 6ncelikle Kanamisin (50 pg/ml) iceren segici LB kati besiyerine ekilerek, 30°C’de
inkiibasyona birakilmistir. Ureyen bakterilerden alinan tek koloni, 50 pg/ml Kanamisin
eklenmis LB sivi besiyerine aktariimis ve gecelik kiiltiir hazirlanmistir. Ureyen bakteri
kiiltiiriindeki hiicre yogunlugu spektrofotometrede odlgiilerek son konsantrasyonu ODeoo’de
0.1 olacak sekilde 100 ml LB siv1 besiyeri (pH 7.0) iceren erlenlere aktarilmistir. Calkamali
inkiibatérde 30°C ve 150 rpm’de 1 saat inkiibasyona birakilan mutant bakteri kiiltiiriinii
indiiklemek amaciyla %0,2 oraninda L-arabinoz (Roth) eklenmistir (Bode vd., 2015; 2019;
Cimen et al., 2021). Her bir bakteri tiiriiniin hem indiiklenmis hem de indiiklenmemis halleri
test edileceginden son basamakta ayni islem L-arabinoz eklemeden de yapilmistir. Hazirlanan
kiiltiirler 48 saat boyunca ¢alkalamali inkiibatorde 30°C ve 150 rpm’de iiremeye birakilmistir.
Inkiibasyon siiresinin sonunda kiiltiirler hiicrelerinden armndirilmak amaciyla &ncelikle

50ml’lik steril falcon tiiplerine aktarilarak 10,000 rpm ve 4°C’de 10 dakika boyunca
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santrifiijlenmigtir. Daha sonra ise 0.22 um’lik steril filtrelerden (Thermo scientific, NY)
gecirilmistir (Hazir vd., 2016). Hazirlanan hiicrelerinden arindirilmis supernatantlar -20°C’de

muhafaza edilmis ve en geg iki hafta igerisinde kullanilmistir (Muangpat vd., 2017).

3.2.3. Hfg Mutantlarma Ait Supernatantlardan Saf Madde Eldesi

Promotor bolgesi degistirilmis mutantlardan, en yiiksek anti-protozoal etkinin meydana
gelmesinden sorumlu olanlardan xenocoumacin, PAX ve fabclavin mutantlar se¢ilmis ve
trettikleri sekonder metabolitler saflastirilmistir. Bu islemde ©6nce mutant suslarin
indiiklenmis bakteri supernatantlari, icinde %2 oraninda XAD reginesi (Sigma) bulunan 6
litrelik LB besiyerinde 3 giin boyunca 130rpm, 30°C'de iiretilmistir. Daha sonra XAD bir
filtre yardimiyla siiziilerek toplanmis ve oda sicakliginda metanol (3 x 2L) ile ekstrakte
edilmistir. Sekonder metaboliti elde etmek icin metanol ekstrakti, diisiik basing altinda
konsantre edilmistir. Elde edilen ekstrakte edilmis bilesik ilk olarak DMSO iginde ¢6ziilmiis
ve daha sonra distile su ile konsantrasyonu 208 pg/ml olan bir stok ¢6zelti hazirlanmistir
(Bode vd., 2019).

3.3. Parazit Kiiltiirlerinin Olusturulmasi

Tez caligmasi kapsaminda kullanilan Acanthamoeba castellanii’ye ait trofozit ve
Leishmania tropica’ya ait promastigot kiiltiirlerinin tiretimi, stoklanmasi ve antiprotozoal
aktivite deney kurulumlart1 Aydin Adnan Menderes Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi

Parazitoloji Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir.

3.3.1. Acanthamoeba castellanii Trofozoit Kiiltiirii

Calismada kullanilan A. castellanii (ATCC 30010) satin alma yoluyla elde edilmistir.
Trofozoitlerin iiretiminde PYG (proteaz, pepton, yeast extract, glukoz) besiyeri kullanilmis
ve ortama kontaminasyonu engellemek amaciyla penisilin G (500 U/ml) ve streptomisin (50

pug/ml) antibiyotikleri eklenmistir (Perez-Serrano vd., 2000). Kiiltiirler 30°C’de inkiibe
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edilmis ve haftada bir kez kiiltiirden 500 pL alinarak taze besiyerine aktarilmistir (Axelsson-
Olsson vd., 2009; Heredero-Bermejo vd., 2012). Deney kurulumundan once, logaritmik
biiyiime fazindaki A. castellani trofozoitleri, 5 dakika boyunca 4°C, 3000 rpm’de
santrifiijlenmistir. Hiicre canlilik durumlari mikroskopta (Leica DM IL LED) dogrudan sayim
yapilarak degerlendirilmis ve hiicre konstanrasyonu 5x10° parazit/mL! olacak sekilde
ayarlanmistir (Debnath vd., 2014).

3.3.2. Leishmania tropica Promastigot Kiiltiirii

Calismada kullanilan Leishmania tropica (ATCC 50129) kiltiirii satin alma yoluyla
temin edilmistir. Leishmania tropica’nin promastigot kiiltiirti 27°C’de, %10 Fetal calf serumu
(FCS) ve glukantim ile takviye edilmis RPMI-1640 besiyerinde tiretilmistir. Kiiltiirler
inkiibasyonun dordiincii gliniinde pasajlanmis ve biiyiime durumlari invert mikroskopta
(Leica DM100 LED) giinliik olarak gdzlemlenmistir. Promastigotlarin ileri logaritmik/durgun
fazi deneylerde kullanilmak iizere, RPMI-1640 besiyerinde konsantrasyon 1x10°
parazit/mL ! olacak sekilde ayarlannmistir (Mahmoudvand vd., 2016).

3.4. In vitro Antiprotozoal Aktivite Deneyleri

Tez caligmasi kapsamindaki biyoaktivite denemeleri Aydin Adnan Menderes
Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Parazitoloji Laboratuvarinda yiiriitiilmiistiir. Deneyler in
vitro olarak gergeklestirilmis ve mikrodiliisyon yontemi kullanilmistir. Kontrol grubu olarak
iki negatif, bir pozitif kontrol grubu kullanilmis ve deneyler farkli zamanlarda bes kez tekrar

edilmistir.

3.4.1. Acanthamoeba castellanii’ye Kars1 Aktivite Deneyleri

Deneyler, 96 kuyucuklu steril hiicre plaklarinda, seri diliisyon yontemi kullanilarak
kurulmustur (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Aktivite deneylerinin kurulumu.

Plagin en st sirasina (A siras1) 160 pL besiyeri ve 40 uL test edilecek supernatant,

asagidaki siralara ise (B, C, D) 100’er uL besiyeri eklenmistir. Daha sonra A sirasindan 100’er
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uL ¢ekilerek B sirasina, B sirasindan C sirasina ve en son da C sirasindan D sirasina ilave
edilerek seri diliisyon islemi uygulanmistir. En son islem olarak her kuyuya 100’er pL 5x10°
parazit/mL™ konsantrasyonunda parazit kiiltiirii eklenmistir. Boylece deneyler bakteri
supernatantlarinin  son konsantrasyonlar1 %10, %5, %2,5 ve %1,25 olacak sckilde
kurulmustur. Negatif kontroller olarak bakterilerin iiretildigi besiyeri (TSB) ve parazitin
tretildigi PYG besiyeri kullanilmigtir. Pozitif kontrol olarak ise %10 konsantrasyonda
Klorheksidin (Sigma, Spain) kullanilmistir. Her deneme ve konsantrasyon igin 3’er kuyucuk
kullanilmistir. Hazirlanan hiicre kiiltiir kaplar1 26°C’de 24 saat boyunca inkiibe edilmistir.
Siirenin sonunda, Acanthamoeba hiicreleri 0,1% oraninda Tripan Mavisi (ThermoFisher) ile
boyanarak, invert mikroskopta canli-6lii hiicre sayimi yapilmigtir (Baig vd., 2013). Deneyler

farkli zamanlarda 5 kez tekrar edilmistir.

3.4.2. Leishmania tropica’ya Kars1 Aktivite Deneyleri

Leishmani tropica promastigotlarmin yogunlugu 1x10° hiicre/mL™* olacak sekilde
ayarlanmistir. Yukarida A. castellanii igin anlatilan deney diizenegi L. tropica i¢in de
uygulanmigstir. Negatif kontroller olarak bakterilerin iiretildigi besiyeri (TSB) ve parazitin
tretildigi RPMI-1640 besiyeri kullanilmistir. Pozitif kontrol olarak ise N-metil meglumine
(Glucantime™, Rhone Poulenc, France) kullanilmistir. Her deneme ve diliisyon i¢in 3’er

kuyucuk kullanilmistir ve deneyler farkli zamanlarda 5 kez tekrar edilmistir (Resim 3.3).
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Resim 3.3. Biyoaktivite deneylerinin kurulusu

Hazirlanan plaklar 27°C’de 72 saat boyunca inkiibe edilmistir. Bu siirenin sonunda
parazitlerin canlilik durumlari, 20 uL. Alamar Blue (ThermoFisher) eklenerek invert
mikroskopta degerlendirilmistir (Resim 3.4) (Raz vd., 1997; Allahverdiyev vd., 2011).

Resim 3.4. Deneylerin invert mikroskopta kontrolii.
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3.5. istatistik Analiz

Test edilen bakteri tiirlerine ait siipernatantlarin antiprotozoal aktivitesi tek yonlii
ANOVA ile analiz edilmis ve gruplar arasindaki farkliliklar Tukey testi ile belirlenmistir. P
degerleri < 0.05 olanlar istatistiksel olarak 6nemli kabul edilmistir (SPSS, 2013).
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4. BULGULAR

4.1. Yabanil Tip Bakterilerle Yapilan In vitro Antiprotozoal Aktivite Deneyleri

4.1.1. Acanthamoeba castellanii’ye Kars1 Yabanil Tip Bakterilerle Yiiriitiilen Aktivite
Deneyleri

Acanthamoeba castellanii trofozoitlerine karsi1 yiiriitiilen in vitro aktivite deneyleri
sonucunda, Xenorhabdus cinsine ait 22 tirden 12 tanesinin yiiksek antiprotozoal etki

gosterdigi, ancak Photorhabdus tiirlerinin herhangi bir aktivitesinin olmadig: tespit edilmistir.

Acanthamoeba castellanii’de %10 supernatant konsantrasyonunda denenen 22
Xenorhabdus supernatantindan 12 tanesi, negatif kontrole oranla istatistiksel agidan 6nemli
miktarda trofozoit 6liimiine neden olmustur (F=1828.80; df= 28, 232; P<0.0001) (Resim 4.1).

Resim 4.1. Deney kontroliinde goriilen 6lii (A) ve canli (B) Acanthamoeba castellanii

hiicreleri.

Hiicre 6lim orani, Xenorhabdus tiiriine bagl olarak, %78 ila %99 arasinda degisim

gostermistir. Pozitif kontrol olarak kullanilan ve %100 6liim meydana gelen klorheksidin
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uygulamasi ile X. budapestensis, X. cabanillasii, X. doucetiae, X. innexii ve X. szentirmaii

slipernatantlar1 arasinda istatistiksel fark olmadigi saptanmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Farkli Xenorhabdus ve Photorhabdus tiirlerinden elde edilen hiicreleri
uzaklastirilmis supernatantlarin %10 konsantrasyonda Acanthamoeba castellanii

trofozoitleri tizerindeki etkisi.

Supernatant konsantrasyonu %5’e diistiigiinde, en yiiksek 6liim oranma (>%95) X.
budapestensis, X. cabanillasii, X. innexii ve klorheksidin sebep olmus ve yapilan analizler
sonucunda bu gruplar arasinda istatistiksel bir farklilik olmadigi belirlenmistir. Antiprotozoal
aktiviteye sahip tiim Xenorhabdus tiirleri, negatif kontrollere oranla istatistiksel olarak
anlamli diizeyde 6liim meydana getirmistir (F = 1357.38; df = 28, 232; P <0.0001) (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Farkli Xenorhabdus ve Photorhabdus tiirlerinden elde edilen supernatantlarin %5

konsantrasyonunda Acanthamoeba castellanii trofozoitlerine etkisi.

Takip eden konsantrasyon olan %2,5’de, X. budapestensis, X. cabanillasii ve X. innexii
bakterilerine ait siipernatantlar, A. castellanii trofozoitleri tizerinde %90'1n tizerinde 6lim
meydana getirmis ve yine bu gruptaki bakteri supernatantlari ile pozitif kontrol olarak
kullanilan Klorheksidin arasinda istatistiki agidan bir farkin olmadigi saptanmustir.
Xenorhabdus miraniensis ve X. nematophila supernatantlar1 bu konsantrasyonda, aktif olan
bakteriler arasinda en diisiik trofozoit &liim oranma (%55) neden olmuslardir. Oliim oranlari
genel olarak konsantrasyonla birlikte diisiis gosterse de, etkili 12 Xenorhabdus supernatanti
ile negatif kontrol gruplar1 arasinda hala 6nemli derecede fark oldugu saptanmistir (F =
653.63; df = 28, 232; P <0.0001) (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Farkli Xenorhabdus ve Photorhabdus tiirlerinden elde edilen supernatantlarin %2.5

konsantrasyonunda Acanthamoeba castellanii trofozoitlerine etkisi.

Test edilen en diisiik konsantrasyon olan %1,25°de ise, X. budapestensis ve X. innexii
tiirlerine ait supernatantlar, klorheksidin ile esit oranda 6liim meydana getirmistir (Sekil 4.4).
Bu grubu takiben X. cabanillasii, X. doucetiae, X. hominickii, X. stockiae ve X. szentirmaii
stipernatantlar1 digerlerine gore nispeten daha yiiksek antiprotozoal aktivite sergilemistir (F=
550.64; df = 28, 232; P <0.0001).
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Sekil 4.4. Farkli Xenorhabdus ve Photorhabdus tiirlerinden elde edilen supernatantlarin

%1,25 konsantrasyonunda Acanthamoeba castellanii trofozoitlerine etkisi.

4.1.2. Leishmania tropica’ya Karsi Yabanil Tip Bakterilerle Yiiriitillen Aktivite

Deneyleri

Leishmania tropica’ya kars: yiiriitiilen deneyler sonucunda, Xenorhabdus cinsine ait 22
tirden 13 tanesinin yiiksek oranda promastigot 6liimiine sebep oldugu gézlemlenmistir
(Resim 4.2). Photorhabdus tiirlerinde ise herhangi bir etkiye rastlanmamustir.

Resim 4.2. Deney kontroliinde goriilen canli (A) ve 6lii (B) Leishmania tropica hiicreleri.
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Leishmania tropica'nin promastigot formuna karsi test edilen en yiiksek konsantrasyon
olan % 10°da, X. cabanillasii, X. budapestensis, X. hominickii, X. stockiae, X. indica ve X.
innexii bakteri supernatantlarinda %100 6liim ortaya ¢ikmistir. Bu supernatantlar ve pozitif
kontrol olan N-metil meglumine arasinda etkinlik bakimindan istatistiksel olarak herhangi bir
fark bulunmadigi saptanmistir. Yine yiiksek oranda antiprotozoal aktivite gosteren, X.
miraniensis, X. viethamensis ve X. szentirmaii supernatantlari ise sirasiyla, % 96, 93 ve 90
oranlarinda 6liime sebep olmustur. Bunlar1 takip eden bakteriyel supernatantlar ise %53 ile
%82 arasinda mortalite gostermistir. Ttiim bu etkili supernatantlar ile negatif kontrol gruplari
arasindaki fark istatistiki olarak 6nemli bulunmustur (F = 880,33; df = 29, 240; P <0.0001)
(Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Farkli Xenorhabdus ve Photorhabdus tiirlerinden elde edilen supernatantlarin %10

konsantrasyonunda Leishmania tropica promastigotlarina etkisi

Benzer sekilde, %5 konsantrasyonda X. cabanillasii, X. budapestensis, X. hominickii,
X. stockiae, X. innexii, X. miraniensis, X. vietnamensis, X. indica ve N-metil meglumine,
%100 ile %97 arasinda promastigot 6liimiine sebep olmustur. Antiprotozoal etki gosteren

tiirler arasinda en diistik 61iim oranina (%45) sahip olan X. doucetiae supernatanti bile negatif
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kontrol gruplarindan istatistiksel olarak daha etkili bulunmustur (F=232.16; df= 29, 240;
P<0.0001) (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Farkli Xenorhabdus ve Photorhabdus tiirlerinden elde edilen supernatantlarin %5

konsantrasyonunda Leishmania tropica promastigotlarina etkisi.

Supernatant  konsantrasyonu %2,5’a distirildiigiinde en yiiksek etkinligi X.
cabanillasii, X. budapestensis, X. hominickii, X. stockiae, X. indica, X. innexii, X. miraniensis
ve X. viethamensis gostermis ve 6liim oranlar1 %99 ile %97 arasinda degismistir (Sekil 4.7).
En disik mortaliteye (41-30%) sahip olan tiirler ise X. doucetiae, X. griffinae ve X.
szentirmaii tiirleri olarak tespit edilmistir. Negatif kontrol gruplariyla etkili tiim supernatantlar
arasinda istatistiksel olarak 6nemli farkliliklar bulundugu tespit edilmistir (F=425.10; df= 29,
240; P<0.0001).
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Sekil 4.7. Farkl: Xenorhabdus ve Photorhabdus tiirlerinden elde edilen supernatantlarin %2,5

konsantrasyonunda L. tropica promastigotlarina etkisi.

Xenorhabdus stockiae ve X. indica bakteriyel supernatantlari, en disiik
konsantrasyonda (%1,25) bile pozitif kontrol grubu olan N-metil meglumine kadar etkili
sonug¢ vermistir. Bunun yani sira, diger aktif tiirlere gore en diisiik etkiyi gosteren (%19) X.
griffinae tirine ait supernatant ile negatif kontrol gruplari arasinda dahi fark onemli
bulunmustur (F=393.67; df=29, 240; P<0.0001) (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Farkli Xenorhabdus ve Photorhabdus tiirlerinden elde edilen supernatantlarin

%1,25 konsantrasyonunda Leishmania tropica promastigotlar: etkisi

4.2. Mutant Bakterilerle Yapilan In vitro Antiprotozoal Aktivite Deneyleri

Tez ¢alismas1 kapsaminda yabanil tip bakterilerle yiiriitiilen deneyler sonucunda, en
yiiksek aktivite gosterdigi belirlenen tiirlerden promotor bdélgesi degistirilmis mutant
bakteriler elde edilerek antiprotozoal aktiviteden sorumlu sekonder metabolit/ler

belirlenmistir.

4.2.1. Acanthamoeba castellanii’ye Karsi Mutant Bakterilerle Yiiriitiilen Aktivite

Deneyleri

Yapilan deneyler sonucunda, X. szentirmaii mutantlari arasindan fabclavin iiretiminden
sorumlu Ahfq pCEP KM fclC susu L-arabinoz ile indiiklendiginde %10, 5 ve 2,5’lik
konsantrasyonlarda tiim A. castellanii hiicrelerini 6ldiiriirken, %1,25 lik konsantrasyonda
%92 oraninda 6lim meydana getirmistir. Ancak bakteri tireme ortamima L-arabinoz ilave
edilmediginde yani fabclavin maddesinin iiretiminden sorumlu olan gen indiiklenmediginde

ise hi¢ bir antiprotozoal aktivite tespit edilmemistir. Diger yandan yabanil tip bakteri

48



stipernatantt %10, %5, %2,5 ve 1,25’1ik konsantrasyonlarda sirasiyla %93, 89, 81 ve 77

oranlarinda hiicre 6liimleri meydana getirmistir (Cizelge 4.1).

Xenorhabdus szentirmaii disinda sadece fabclavin mutanti olusturulan X. cabanillasii,
X. hominickii, X. budapestensis, X. indica ve X. stockiae tiirlerinin tamaminda A.
castellanii’ye kars1 yiiksek etki gorilmistir. Bu bakterilerin yabanil tiplerine ait
slipernatantlarinda konsantrasyona bagli olarak %100 ile %70 arasinda antiprotozoal aktivite
goriiliirken, fabclavin geni indiiklenmis bakterilerde bu oran %100 ile %90 arasinda
degismistir. Xenorhabdus szentirmaii tiiriinde oldugu gibi bu bakteri tiirlerinde de L-arabinoz
bulunmayan ortamlardaki bakteri siipernatantlarinda hi¢ bir antiprotozoal aktiviteye

rastlanmamustir (Cizelge 4.1).

Yapisinda fabclavin iiretim geni bulunmayan ancak antiprotozoal aktivite gosteren tiir
olan X. nematophila’da ise ayn1 etkiyi xenocoumacin maddesi gdstermistir. Xenocoumacin
tiretiminden sorumlu Ahfq pCEP_kan XNCI1 1711 mutanti L-arabinoz ile indiiklendiginde
konsantrasyona bagli olarak %98, 81, 58 ve 34 oranlarinda A. castellani trofozoitleri tizerinde
olim meydana getirmistir. Xenocoumacin geni indiiklenmediginde hi¢ bir aktivite
goriilmezken, yabanil tipteki antiprotozoal aktivite oranlar1 %90, 83, 55 ve 21 olarak tespit
edilmistir. Xenorhabdus nematophila tiirtiinde xenocoumacin disindaki diger higbir maddede
antiprotozoal aktivite tespit edilememistir (Cizelge 4.1).

Bir ¢cok farkli mutant susu kullanilan X. doucetiae tiiriinde ise, antiprotozoal aktiviteden
sorumlu birden fazla madde tespit edilmistir. Bu tiire ait olusturulan mutantlardan
xenocoumacin (Ahfq _PBAD_xcnA_km), xenorhabdin (Ahfq _PBAD_xrdA_km) ve PAX
(Ahfq _PBAD_PAX_km) sekonder metabolitlerini iireten tiirlerde indiikleme sonucunda
yiiksek Dbiyoaktivite goriilmistiir. Test edildikleri konsantrasyonlara bagli olarak
Xenocoumacin %87-22, Xenorhabdin %64-44 ve PAX %98-33 oranlarinda antiprotozoal
aktivite gostermislerdir. Daha 6nceki bakterilere benzer sekilde bu genler indiiklenmediginde

herhangi bir aktiviteye rastlanmamustir (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1. Mutant bakterilerle Acanthamoeba castellanii’ye kars1 yapilan aktivite deney

sonugclari.
antiprotozoal aktivite {
0-20 4180
Duyar ik
Sakteri turd Mutant ismi
DSM 16338

Ahtg_ pCEP_KM_0346

Ahlq_pCEP_KM_0377 Pax.shon
Antq pCEP KM 1979 Santirazin
Ahig_pCEP_KM_33G7 Rhabdopeptos
Ahlg pCEP_KM 3460 Szortiamd
X szenticrcit Ahfq_pCEP_KM_3580 Xenobacti
Antg_pCEP_KM_3942 Rhabauscin
Antg_pCEP_KM_5118 Pyrrolzxenamice
Fabclavine +
KM_fciC
Ahfq_pCEP_KM_ = -
Ahtq_pCEP_KM_xtsA Xanoturanone
ATCC 19061 Ysbarul Tip
Ahlq pCEP _kan_XNC1_2022 Xenchelrapephde
Ahfq_pCEP_kan_XNC1_1711 Kanocoummcn *
" Ahlq Paap XNC1_sndA Xenortide
X nematophile | Aiiq_pCEP_ian_XNC1_2783 PAX
Ahig_Pean XNC1_2228 Rhabcopephde
Ahfq Pg.n XNC1_2713 Xenematce
__APPTase Peg XNClisnA |  Rhabduscin
Ahtg_AsnAB_Pee XNC1_2300 Xenoride
DSM 17205 Yabarul Tip
_ OPPTase Pag 5nA | _Rhabdusci
ARfG _Pues_xcnA_km = 2
Xenorhabdin +
ANG _Ppan xrdA_km T Xenorhabdin -
X doucetioe Antq_P. en n
PAX +
Poan_P. —=
ARG _Pa PAX_km o
Mg _Pae gpS_km GameXPaptce
Antq _Pyacbth Profegosmycin
Antg _Paux DC_km Acyiamwoe
JM26-1 Yabaml Tip
X cabanillasii Fabclavine +
Ahfq_128-129 3 =
DSM 179903 Y: Wl Tip
X. hominickii Fabclavine +
1
Ahfq_130-13 E -
DSM 16342 Yabaril Tip
X budopestensis Ahfq_pCEP_feiC :a:dw:no +
DSM 17382 Yabarul Tip
X. indico Fabclavine +
-1
S Fabciavine -
DSM 17904 Yabaril Tip
X stockioe Al CEP feiC Fabclavine +
e Fabclavine -
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4.2.2. Leishmania tropica’ye Kars1 Mutant Bakterilerle Yiiriitiilen Aktivite Deneyleri

Mutant bakterilerle yiiriitiilen ¢alismalar sonucunda L. tropica’ya karsi antiprotozoal

aktiviteden sorumlu olan maddeler tespit edilmistir (Cizelge 4.2).

Leismania tropica deneylerinin sonucunda da, A. castellanii’ye benzer sekilde
fabclavin tireten tim mutant suslarin (X. szentirmaii, X. cabanillasii, X. hominickii, X.
budapestensis, X. indica, X. stockiae) yiiksek antiprotozoal aktivite gosterdigi belirlenmistir.
Test edilen konsantrasyonlara bagli olarak X. szentirmaii tiiriinde goriilen 6liim oranlar1 %96-
44, X. cabanillasii tiirtinde %100, X. hominickii tiiriinde %100-92, X. budapestensis tiiriinde
%100-98, X. indica tiiriinde %100-99 ve X. stockiae tiiriinde ise %100-98 olarak tespit
edilmistir. L-arabinoz ile indiikklenmeyen mutant sularinin higbirinde biyoaktivite

gozlenmemistir (Cizelge 4.2).

Xenorhabdus nematophila tiiriiniin farkli mutantlari arasinda anti-protozoal aktiviteyi
sadece xenocoumacin iretiminden sorumlu Ahfq pCEP _kan XNC1 1711 mutanti
gostermistir. Yabanil tip X. nematophila siipernatantt %82-36 arasinda promastigotlar
tizerinde Olim oran1 meydana getirirken, indiiklenmis Xenocoumacin mutantina ait

slipernatantlarda bu oran %100 ile %62 arasinda degismistir (Cizelge 4.2).

Mutantlari test edilen bir baska tiir olan X. doucetiae’da ise asil antiprotozoal aktiviteyi
xenocoumacin maddesi (%86-54) gosterirken xenorhabdin maddesinde de L. tropica’ya kars1

yiiksek dozlarda diisiik de olsa bir antiprotozoal etki tespit edilmistir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. Mutant bakterilerle Leishmania tropica’ya karsi yapilan aktivite deney sonuglari.

sntiprotozosl sktivite (%)
Tuigab Yiksst
L tropico
Bakteri tUrl Mutant ismi Sekonder metabolt Supernatant konsantrasyonu (%)
10 S 2.5 1.25
Dsm 16358 T e
Anlq_ pCEP_KM_0346 GameXPeptide
Anfq pCEP KA 0377 Pax-short
Anfq pCEP_KM_1979 Szentirazin
Anfq_pCEP_KIA_3397 Rhabdopeptide
_Ahig pCEP_104_3460 4 Stualiomid |
% mantiymey Ahtq_pCEP_KM_3680 Xenobactin
Anlg pCEP KM 3942 Rhabduscin
Anfq pCEP_KM_5118 Pyrrolizoenamide
Fabclavine +
Ahfq_pCEP_KM_fciC = -
Ahiq_pCEP KM _xIsA Xenofuranone
ATCC 19061 Yabard Tip

Ahig_pCEP_kan_XNC1_2022

Ahfq_pCEP_kan_XNC1_1711

ANl Pg.;, XNC1_xndA

X mematophile. | awiq_pCEP_kan_XNC1_2783
Ahtg_Ppan XNC1_2228
ARIG_Pran XNC1_2713
OAPPTase Pe.p XNC1_tsnA
Ahlg AsnAB_Pa., XNC1_2300
DSM 17909
Anfq _Pras xcnA_km
Ahfg Py, xrdA_km
X. doucetioe
ANG Pe., xabA_km
ANQ _Paan PAX_km
Anfq _Pazn oxpS_kom
Ahfg _PaapriA Protegomycm
Anlg _Pg.p DC_km Acylamide
JM26-1 Yabarsl Tip
X. cabaniltasii Anfa_128-129 tﬁ!w..:
DSM 179903 Yaband Tip
X. hominickii Fabclavine +
130-131
ande Fabclavine -
DSM 16342 Yaband Tip
X. budapestensis Fabclavine +
Ahfq_pCEP_fciC ickielad
= Fabclavine -
DSM 17382 Yaband Tip
X. indico Fabclavine +
EP_kan_132-133
Ahfq_pCEP_kan_ = 5
DSM 17904 Yaband Tip
X. stockios CEP Fabclavine +
JeiC Fabclavine -
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4.3. Biyoaktif Ekstraktlarin Anti-protozoal Aktivitesi

Promotor bolgesi degistirilmis Hfq mutantlarindan elde edilmis supernatantlardan XAD
recinesi kullanilarak saflastirilan, Xxenocoumacin (Sekil 4.9 ve Sekil 4.10), fabclavine (Sekil
4.11 ve Sekil 4.12) ve PAX (Sekil 4.13 ve Sekil 4.14) ile gerceklestirilen deneyler sonucunda,
ozellikle fabclavin maddesinin ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bile yiiksek antiprotozoal etki

gosterdigi belirlenmistir.

Uhygulamakar

an

Sekil 4.9. Supernatantlardan ekstrakte edilen xenocoumacin saf maddesinin anti-protozoal

aktivitesi.

Sekil 4.10. Xenocoumacin molekiiliiniin kimyasal yapisi.

53



LK
(]
W
=
10 1 1. LEIS ¥l 15 LOTE

Uhygeulamsslar

WA catelanll W1 lropkia

Sekil 4.11. Supernatantlardan ekstrakte edilen fabclavin saf maddesinin anti-protozoal

aktivitesi.
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Sekil 4.12. Fabclavin molekiiliiniin kimyasal yapisi.
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Sekil 4.13. Supernatantlardan ekstrakte edilen PAX saf maddesinin anti-protozoal aktivitesi.

Sekil 4.14. PAX molekiiliiniin kKimyasal yapisi.
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5. TARTISMA

Tez calismasi kapsaminda yapilan deneyler sonucunda elde edilen veriler, bazi
Xenorhabdus tiirii bakterilerin, insan patojeni A. castellanii ve L. tropica lizerinde oldiiriicti
etkisi olan sekonder metabolitler iirettiklerini ortaya koymustur. Ancak, Photorhabdus
cinsine ait tirler ile yapilan deneylerde benzer bulgulara rastlanmamistir. Bu durum
Xenorhabdus ve Photorhabdus cinsleri tarafindan iiretilen sekonder metabolitler agisindan
farkliliklar oldugunu gostermektedir. Hatta elde edilen veriler 1s1ginda, Xenorhabdus cinsine
ait tiirler arasinda dahi sekonder metabolit tiretimi agisindan farkliliklarin oldugu tespit

edilmistir.

Daha 6nce yapilan ¢alismalarda da Xenorhabdus cinsine ait bakterilerin enfekte ettikleri
bocek kadavrasini diger organizmalardan korumak amaciyla birgok sekonder metabolit
tirettigini ortaya konmustur. Bu metabolitlerin antibakteriyel (Akhurst, 1980; Webster vd.,
2002; Furgani vd., 2008; Reinheimer vd., 2018), antifungal (Chen vd., 1994; Webster vd.,
2002; Fang vd., 2014; Shapiro-Ilan vd., 2014; Hazir vd., 2016; Cimen vd., 2021), insektisidal
(Sergeant vd., 2006; Hinchliffe vd., 2010; Vitta vd., 2018; Shah vd., 2021), nematisidal
(Grewal vd., 1999; Hu vd., 1999; Samaliev vd., 2000; Fallon vd., 2004; Abebew vd., 2022),
akarisidal (Bussaman vd., 2006, 2009, 2012; Eroglu vd., 2019; Nermut vd., 2019; Cevizci
vd., 2020; Incedayi vd., 2021) ve antiprotozoal (Grundmann vd., 2014; Zhao vd., 2018, 2020)
etkileri oldugu bilinmektedir

Promotor bolgesi degistirilmis mutant suslarla yapilan deneyler sonucunda, X.
budapestensis, X. cabanillasii, X. hominickii, X. stockiae ve X. szentirmaii tiirlerinde
antiprotozoal aktiviteden sorumlu maddenin fabclavinler oldugu belirlenmistir. Biyokimyasal
olarak fabclavinler, goklu doymamuis yag asitleri (PUFA) tireten enzimlerle benzerlik gosteren
bir yag asidi/poliketid sentetaz yoluyla sentezlenen poliamin pargasina baglanan
peptid/poliketid hibritleridir (Fuchs vd., 2014; Wenski vd., 2019, 2020). Yapisal farkliliklara
sahip fabclavin tiirevlerinin, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Micrococcus luteus,
Plasmodium falciparum, Saccharomyces cerevisiae, Trypanosoma brucei ve Trypanosoma
cruzi gibi farkli organizmalara karsi genis spektrumlu bir biyoaktiviteye sahip oldugu
bilinmektedir (Fuchs vd. 2014). Yapilan son c¢aligmalar, fabclavinlerin bakteri, fungus,

protozoa ve diger okaryotik hiicrelere karsi son derece toksik oldugunu gostermistir. Bu
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ozellikleriyle bocek kadavrasinin  korunmasimna ve Xenorhabdus monokiiltiiriiniin
kurulmasinda etkilerinin biiyiik oldugu diisiiniilmektedir. Fabclavinlerin, Xenorhabdus tiirleri
ve nematod konaklar1 arasindaki simbiyozun basarisini da olumlu etkiledigi diistiniilmektedir
(Wenski vd., 2019).

Fabclavinlerin etki mekanizmasi net olarak bilinmemekle birlikte, Serratia plymuthica
tiiri tarafindan tiretilen ve genis spektrumlu biyoaktivite gosteren zeaminlere yapisal olarak
cok benzemektedirler. Zeaminlerin yapay bakteriyel ve okaryotik model membranlari
gecirgen hale getirebildigi gosterilmistir (Masschelein vd., 2015). Xenorhabdus innexi
tarafindan tiretilen ve yapisi heniiz tam olarak bilinmeyen bir fabclavin tiirevinin ise, bazi
sivrisinek hiicre hatlarinda, diisiik konsantrasyonda bile membran degredasyonunu

indiikledigi ve apoptozise yol actig1 tespit edilmistir (Kim vd., 2017).

Fabclavine tretimi Xenorhabdus cinsine ait tiirlerde yayginken, Photorhabdus
asymbiotica disindaki diger Photorhabdus tiirlerinde goriilmemektedir (Tobias vd., 2017). Bu
durumun, test edilen Photorhabdus suslarindan higbirinin A. castellanii ve L. tropica’ya kars1
antiprotozoal aktivite géstermemesinin nedenlerinden biri oldugu diisiniilmektedir. Bunun
yani sira, fabclavin iirettigi bilinen X. bovienii’de de herhangi bir biyoaktivite gériillmemistir.
Bu durum, X. bovienii'de biyosentetik gen kiimesinin, yalnizca poliamin grubun
biyosentezinden sorumlu genleri kodlamasindan kaynaklanmaktadir Simdiye kadar yapilan
calismalar sonucunda 32 ¢esit fabclavin tiirii tanimlanmistir. Bazi tiirler, tam uzunluktaki
fabclavin yapilarina sahipken, X. bovienii 6rneginde oldugu gibi, bazi tiirlerde NRPS ve PKS
genleri bulunmamaktadir. Bu durum fabclavinin yapisin1 ve dolayisiyla da biyoaktivitesini
etkilemektedir (Wenski vd., 2020).

Yiiksek antiprotozoal aktivite gosteren tiirlerden, X. nematophila ve X. doucetiae
fabclavin tiretmemektedir (Tobias vd., 2017). Promotor bolgesi degistirilmis mutantlarla
yapilan denemelerden elde edilen sonuglara gére, bu iki tiiriin sebep oldugu antiprotozoal
aktiviteden farkli sekonder metabolitlerin sorumlu oldugu goriilmektedir. Bunlardan biri olan
xenocoumacinler, amino asit zincirinde benzopiran igerirler ve kolineer olmayan hibrid PKS
ve NRPS multienzim (xcnA-N) yoluyla sentezlenen alt1 transkripsiyonel alt birimden
olugsmaktadirlar (Reimer vd., 2009). Xenocoumacine 1 (Xcnl) ve Xenocoumacine 2 (Xcn2),
peptit yapidadirlar, suda ¢oziiniirler ve X. nematophila tarafindan iiretilen en 6nemli
antibiyotiklerdir (Mclnerney vd., 1991). Bu iki xenocoumacine tiiriiniin (Xcnl ve Xcn2) de,
enfekte bocek kadavrasinin hemosoliinde iretildigi bilinmektedir (Maxwell vd., 1994).

Simdiye kadar yapilan ¢alismalar Xcnl’in Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere, ayrica
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cesitli fungus tiirlerine kars1 aktif oldugunu, Xcn2’nin ise bakterilere kars1 daha az etkili ve
denenen fungus tiirlerine kars1 ise etkisiz oldugunu gostermektedir (Mclnerney vd., 1991).
Nematod-bakteri iliskisinde, Xcnl’in bocegin bagirsaginda yasayan veya kadavrayi besin
kaynagi olarak kulanan mikroorganizmalarin oldiiriilmesinde ve nematodun gelisiminde
etkisi oldugu diistiniilmektedir. Xcnl ayn1 zamanda bu sekonder metabolit iireten bakteri susu
icin de toksik oldugundan, XcnMN tarafindan detoksifikasyona ugramakta ve bir pirrolidin
halka olusumu meydana getirmektedir. Bu yolla Xcnl daha az aktif olan Xcn2’ye
doniistiriilmekte ve self-toksisite onlenmektedir (Reimer, 2013). Zhou vd. (2014),
xenocoumacin’in  bocek bagirsaginda yaygin olarak goriilen B. subtilis’in  mRNA
transkripsiyonuna etkisini incelemis ve aminoasit, yag asidi, antibiyotik tretimi gibi
aktivitelerden sorumlu genlerin daha az ifade edilmesine sebep oldugunu bulmuslardir.
Xenocoumacinlerin biyoaktiviteleri, uyku hastaligi, Chagas hastaligi, Leishmaniasis ve sitma
gibi parazit kaynakli hastaliklarin etkenleri olan T. brucei rhodesiense, T. cruzi, L. donovani
ve P. falciparum tiirlerine karsi da test edilmistir. Trypanosoma brucei rhodesiense ve P.

falciparum'a kars1 yiiksek seviyede aktivite gézlemlenmistir (Zhao vd., 2018).

Elde ettigimiz verilere gore, X. doucetiae tarafindan iiretilen xenorhabdin ve PAX
peptid maddeleri, uygulanan protozoan parazitlere karsi etki gosteren diger sekonder
metabolitlerdir. Xenorhabdinler, ditiolopirrolon bilesiklerinin 6zelligi olan tipik bir
heterobisiklik pirolinonoditiyol ¢ekirdegine sahiptir (Challinor ve Bode, 2015).
Antibakteriyel, antifungal ve insektisidal etkileri oldugu bilinmektedir (Mclnerney vd., 1991;
Li vd., 1995). Xenocoumacinler gibi, xenorhabdinlerin de etki mekanizmalarinin RNA
sentezinin inhibisyonu oldugu diistiniilmektedir (Joshi vd., 1982; Oliva vd., 2001).

PAX peptitler, lizin agisindan zengin siklo-lipopeptitlerdir. Gualtieri vd. (2009) ilk
olarak X. nematophila'dan 5 farkli PAX peptit tanimlamislardir. Ardindan, Fuchs vd. (2011)
8 adet daha PAX peptidi tanimlamis ve yapilarini agikliga kavusturmustur. PAX peptitlerin
biyosentezinden 3 NRPS geni (paxABC) sorumlu olup antifungal ve antibakteriyel aktiviteye
sahiptirler (Dreyer vd., 2018). Calismalar, firsatg1 insan patojeni Fusarium oxysporum'a ve
bazi bitki patojeni funguslara kars1 giiglii antifungal aktivite sergilediklerini gostermistir
(Gualtieri vd., 2009).
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug¢ olarak, bu tez calismasinda, Xenorhabdus ve Photorhabdus’lar tarafindan
retilen sekonder metabolitlerin A. castellanii ve L. tropica’ya kars1 aktiviteleri kapsamli
olarak incelenmistir. Kullanilan parazitler, yabanil tip ve mutant bakteri ¢esitliligi agisindan

calismanin daha 6nceden yapilmis bir benzeri yoktur.

Yapilan denemeler sonucunda, yiiksek aktivite gosterdigi belirlenen biyoaktif
bilesikler, fabclavin, xenocoumacin, xenorhabdin ve PAX onemli parazitik hastaliklarin
tedavisi icin yeni firsatlar sunabilir ve yeni antiprotozoal ajanlarin gelistirilmesinde oncii

bilesikler olarak degerlendirilebilirler.
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