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ONSOZ

Bakteriyofajlar 100 yil1 askin zamandir bilinmektedir. Antibiyotik éncesi donemde enfeksiyon
tedavisinde kullanilmis olmasina karsin modern ve “bati” tababetinde yerini bulamamis ve
birkag iilke ile sinirlt kullanim alani bulmustur. Ancak son dénemlerde mevcut antibiyotiklere
direncin artmasi ve direngli bakterilerin yayginlasmasi yeni alternatifler aranmasina yol
acmistir. Eski bir umut olarak bakteriyofajlar yeniden bilim diinyasinin gozde c¢alisma

alanlarindan birisi haline gelmeye baslamistir.

Bakteriyofaj ¢caligmalari iilkemizde de bilimin konusu olmaya baslamis ve bu konuda ¢aligmalar
ve lisansiistii tezler verilmeye baslanmistir. Tiirk Mikrobiyoloji Cemiyeti biinyesinde yer alan
Bakteriyofaj alt ¢calisma grubunun temel amaglarindan birisi bakteriyofaj konusundaki bilginin
ve c¢alisma yontemlerinin yayginlagsmasin1 saglamak ve uygulanabilirligini artirmaktir. Bu
amagla Aydin Adnan Menderes Universitesi Rekombinant DNA ve Rekombinant Protein
Uygulama ve Arastirma Merkezi (REDPROM) ile Tiirk Mikrobiyoloji Cemiyeti Bakteriyofaj
Alt Calisma Grubu tarafindan bakteriyofaj alaninda ¢alismak isteyen arastiricilara yonelik bir
kurs diizenlenmesine karar verilmistir. TMC’nin destegi ve himayesinde I. Bakteriyofaj
Kursu’nun 20-23 Mart 2023 tarihlerinde Aydin’da yapilmasina karar verilmistir. T1p, veteriner,
gida, ziraat, biyoloji ve eczacilik gibi farkli disiplinlerin ¢aligma alanina giren bakteriyofajlar
konusundaki fenotipik ve genotipik caligmalarin yayginlasmasi Onemlidir. Bu amagla
kaynaktan faj izolasyonu, agar spot testi, ikili agar kaplama yontemi, tek plak izolasyonu, faj
titre hesaplama, optimal MOI belirleme, rediiksiyon deneyi, faj DNA izolasyonu, restriksiyon
profili belirleme (RFLP), Galleria mellonella deneysel enfeksiyonu ve faj genom analizi gibi
konularin tiim kursiyerlerin birebir uygulamasiyla c¢aligilacagi bu kursun bu alandaki

caligsmalarin yayginlagsmasi i¢in 6nemli bir adim olacagini diistinmekteyiz.

Kursun diizenlenmesinde emegi gegen herkese, REDPROM calisanlarina ve TMC yonetimine

tesekkiir ederiz.
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Bakteriyofajlar
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Faj genom analizi
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Faj Display
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Faj titrelerinin belirlenmesi

Faj DNA izolasyonu
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Ertesi giin yapilacak
deneyler i¢in bakteri ekimi

Rediiksiyon deneyi
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Optimal MOI ve
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yorumlanmasi
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Bakteriyofajlar diinya ekosisteminin dnemli parcalarindan birini olugturmaktadir. Bakterilerin oldugu
her yerde bakteriyofaj oldugu ve bu bakteriyofajlarin sayilarinin bakterilerin en az 10 kati1 oldugu
varsayllmaktadir. Biyosferdeki en yaygin organizmalar olan bakteriyofajlarin sayismim 10% oldugu
tahmin edilmektedir. Okyanuslarda her giin bakteriyofajlarin okyanustaki bakterilerin yarisina yakinini
parcalayarak yasam dongiisiine katki sunmaktadirlar (Breibart 2005, Clokie 2011, Keen 2016).

Bakteriyofajlarin Kesfi

Ganj nehri sulariyla analiz yapan Ernest Hankin tarafindan 1896 yilinda ilk kez bakteriyofajlarin varlig
fark edilmis ve “Yuma ve Ganj suyunun kolera mikrobu iizerine bakterisidal etkisi” adli bir makale
yaymlamistir (Hankin 1896). Ancak bakteriyofajlarin isim babasi onlari “bakteri yiyen” olarak géren
Felix d’Herelle’dir. 1917°de “dizanteri basili antagonisti goriinmez bir mikrop iizerine” baglikh
makalesini yaymlamistir (d’Herelle 1917). Enfeksiyon hastaliklarinin en dnemli 6liim nedeni oldugu o
yillarda antibakteriyel bir ajanin kesfi ve 6zellikle d’Herelle’in caligmalartyla hem tedavide hem de
koruyucu hekimlikte kullanilmasi enfeksiyon hastaliklariyla miicadelede 6nemli bir ilerleme
saglamistir. Ancak antibiyotiklerin kesfi ile faj ¢aligmalart sinirlt kalmstir.

Bakteriyofajlarin Simiflandirilmasi

Ik kez 1971°de Uluslararas1 Viriis Taksonomisi Komitesi (ICTV), fajlar1 degisik karakterlerine gore
smiflandirmaya calismiglardir. Giiniimiizde Ackermann smiflandirilmas: yaygin kullanilmaktadir.
Bakteriyofajlarin %95’ten fazlasi Caudovirales takimi olup kuyruklu ve ¢ift zincirli DNA (dsDNA)
yapisindadir. Caudoviralesler, Siphoviridae, Myoviridae ve Podoviridae olmak iizere 3 aileye
ayrilmistir. Bakteriyofajlarin %60’ 1nin dahil oldugu uzun ve esnek kuyruklu Siphoviridae ailesi, %25 ni
olusturan ¢ift katli kisalabilir kuyruklu Myoviridae ailesi ve %15’ini olusturan kalin ve kisa kuyruklu
Podoviridae ailesi Caudovirales takimini olusturur (Ackermann 2007).

Bakteriyofajlarin Yapilar1 ve Yasam Dongiileri

Tipik bir faj, igerisinde genetik materyali bulundurdugu bir bas, boyun, kuyruk ve kuyruk liflerinden
meydana gelir. Bag kisminda niikleik asit molekiillerinin birlegserek yumak seklini olusturduklari yap,
protein kilifiyla kapli bir sekilde bulunur. Bakteriyofajlar genetik materyali iceren niikleik asit ve kapsiti
olusturan niikleokapsid ve DNA’nin bakteriye enjeksiyonunu ve tutunmayi saglayan Kkuyruk
boliimlerinden olugur (Ackermann, 2007).

Bakteriyofajlarin litik veya lizojenik hayat dongiileri olabilmektedir. Litik hayat dongiisii; adsorpsiyon,
penetrasyon, biyosentez ve lizis evrelerinden olusmaktadir (Guttman 2005). Son asama olan liziste ise
olgunlasan yeni fajlar konake1 bakteri hiicresini pargalamakta ya da hiicre zarinda bulunan porlardan
disar1 ¢ikmaktadir (Dowah 2018).

Lizojenik dongiide ise bakteriyofaj, bakteri hiicresi igine girdikten sonra genetik materyalini bakteri
DNA’s1 ile entegre hale getirmekte ve “profaj” olarak hiicre genomunda bulunmaktadir. Profajlar,
konake1 bakterinin bdliinmesi sirasinda bakteri DNA’s1 ile birlikte replike olmakta ve yeni bakteri
hiicrelerine aktarilmaktadir. Bakterinin iginde bulundugu c¢evresel kosullar kotiilesmedigi siirece
bakteriyofaj etkisiz halde varligim siirdiirmektedir. Ancak bakterinin ¢evresel kosullar1 bozuldugunda,



ornegin besin kaynaklari titkkendiginde, bakteri i¢indeki bakteriyofaj aktif hale gelip ¢ogalarak bakteriyi
pargalamaktadir (Hobbs 2016).

Bakteriyofajlarin Uygulama Alanlar

Nicastro ve arkadaglar1 fajlarin uygulama alanlari bes baglik altinda toplamiglardir (Nicastro 2016).

1) Molekiiler biyolojide model sistem olarak kullanimlari: Rekombinant DNA teknolojisinde vektor
olarak kullanilarak bakterilerde istenilen genlerin ekspresyonunu saglanmaktadir.

2) Faj tiplendirme i¢in kullanimlari: Bakteri tanimlanmasinda ve patojen bakterilerin gidalarda olup
olmadiginin belirlenmesinde kullanilmaktadir.

3) Enfeksiyon tedavisinde kullanimlari: Hayvan ve insanlarda bakteriyel enfeksiyonlara karsi
antibiyotiklere alternatif olarak 6nerilmektedir. Birgok ¢alismada Salmonella, Shigella, E. coli, Vibrio
cholera ve Staphylococcus enfeksiyonlarinda fajlarin etkili oldugu belirlenmistir.

4) Biyokoruyucu olarak kullanimlari: Gida kaynakli patojen ve bozulma etmeni bakterilere karsi, gida
ekipmanlarin  ylizey dekontaminasyonunda ve biyofilm olusumunu engellemek amaciyla
kullanilmaktadir.

5) Faj Gosterim (Faj Display) yonteminde Kullanimlari: Faj gosterimi, proteinleri kodlayan genetik
bilgilerle proteinleri birbirine baglamak i¢in bakteriyofajlar1 (bakterileri enfekte eden viriisler) kullanan,
protein-protein, protein-peptit ve protein-DNA etkilesimlerinin incelenmesi igin bir laboratuvar
teknigidir.

Enfeksiyon tedavisi

Ikinci diinya savasindan beri enfeksiyon hastaliklarina karst en 6nemli miicadele araci olan
antibiyotiklere direncin bakteriler arasinda yayginlagsmasi ve ¢oklu antibiyotik direncli bakterilerin rutin
olarak izole edilebilir hale gelmesi dnemli bir halk saglig1 sorunu olarak goriilmeye baglanmistir. Diinya
Saglik Orgiitii, antibiyotik direncini en énemli 10 saglik sorunundan biri saymakta ve giiniimiizde ilag
direncine bagli 700.000 olan dliimlerin 2050 yilinda 10 milyona ulasacagini 6ngérmektedir (WHO
2019). Yeni ve acil ¢6ziimler lizerine ¢alismalar siirmektedir. Segeneklerden birisi olarak da 20. yy
basindan beri kullanilan bakteriyofajlarin enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde kullanilmalaridir.
Heniiz Avrupa ve ABD kurumlarn fajlarin tedavide kullanilabilirligini onaylamamistir, ancak
deneyselde faj tedavisine izin verilmektedir.

Faj tedavisinin yaygin olarak enfeksiyon tedavisinde kullanilip kullanilamayacagi heniiz bilinmemekle
birlikte, yaniklarda (Sybesma 2018), ishal vakalarinda (Sarker 2017), hayvan ishallerinde (Gabisonia
2018), hastane enfeksiyonlarinda (Kakasis 2019) kullanim denemeleri vardir. Antibiyotik direncinin
kitlesel 6liimlere yol agmasinin uzak olmadigi giiniimiizde enfeksiyon tedavisine yonelik her alternatif
gelecegimizi kontrol edebilmemize yardimci olacaktir.
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Bakteriyofajlarin Genel Ozellikleri

Dogada en ¢ok bulunabilen biyolojik topluluklardan birini temsil eden bakteriyofajlar (fajlar),
kendilerine 6zgii hedef bakteriyi enfekte edebilen bakteri viriisleri olarak tanimlanmaktadir. Fajlar
dogada bakterilerle simbiyotik bir iliski i¢erisinde olup toprak, su, hava, insan ve diger hayvanlarin
bagirsaklar1 dahil olmak iizere bakteriyel konakeilarin yasadigi her ortamda yaygin olarak bulunurlar
(Mao ve ark., 2019). Biyosferde yaklasik 103°-10% faj partikiilii oldugu ve her 48 saatte bir diinyadaki
bakterilerin yaklasik yarisinin fajlar tarafindan yok edildigi tahmin edilmektedir (Giindogdu ve Ulu-
Kilig, 2018) Fajlarin varligi Ernest Hankin tarafindan 1896 yilinda ilk kez fark edilmistir. 1913 yilinda
ise Frederick Twort tarafindan “bakterileri enfekte ederek 6ldiiren bir etmen” olarak tanimlanmis olsa
da Felix d’Herelle, 1917°de “dizanteri basilinin gdriinmez bir mikrobunu” kesfederek bu
mikroorganizmalar1 “bakteriyofaj” olarak adlandirmis ve bakteriyofajlarin antimikrobiyal etkisini
diinyaya duyuran ilk kisi olmustur (Haq ve ark, 2012). Morfolojiye ve niikleik aside (DNA/RNA dizisi
veya tiirll) gore fajlar, Siphoviridae, Podoviridae, Myoviridae ve Filamentoz fajlar (Uluslararas1 Viriis
Taksonomisi Komitesi, ICTV) olarak smniflandirilabilir. Sekil 1'de gosterildigi gibi, genellikle 20-200
nm uzunlugundaki tipik bir faj yapisinda, icerisinde genetik materyali (DNA veya RNA) bulundurdugu
bir bas, boyun, kuyruk ve kuyruk liflerinden meydana gelir (Mao ve ark., 2019; Nobrega ve ark., 2018).
Fajlarin ¢ogu cift sarmalli DNA (dsDNA) genomlarina sahipken, kii¢lik bir kism1 tek sarmalli DNA
(ssDNA), ¢ift sarmalli RNA (dsRNA) veya tek sarmalli RNA (ssRNA) genomlarina sahiptir
(Aiewsakun ve Simmonds., 2018; Mao ve ark., 2019).
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Sekil 1. Bakteriyofaj yapisinin ¢izimi (Mao ve ark., 2019)

Fajlar, DNA genomlarinin bakteri genomuna entegre olup olmamasina bagl olarak litik veya iliman
(lizojenik) fajlar olarak ayrilirlar ( Bao ve ark., 2018; Mao ve ark., 2019). Litik fajlar igin ( Sekil 2),
iireme dongiisiinde adsorpsiyon, penetrasyon, transkripsiyon, biyosentez, olgunlasma ve lizis dahil
olmak {izere alt1 asama yer alir ve bunlar genellikle enfekte konakgi bakterinin yok edilmesiyle
sonuglanir (Mao ve ark., 2019).
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Buna karsilik, iliman fajlar genellikle genomlarini konakgi bakteri kromozomuna entegre eder ve
konake1 bakterinin tiremesi sirasinda faj DNA bilgisini sonraki bakteri soyuna iletir (Erez ve ark., 2017).
Iliman fajlarin, bir stres faktoriiniin (6rn. ultraviyole, yiiksek sicaklik, iyonlastirici radyasyon,
antibiyotikler veya agir metaller) baskisi altinda litik dongiiye girmesi ve konake1 bakteriyi pargalamasi
muhtemeldir ( Kim ve Bae., 2018; Mao ve ark., 2019).
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Sekil 2. Litik ve lizojenik dongiide faj

Bakteriyofajin bakteriyi enfekte etmesi adsorpsiyon (baglanma) basamagi ile baslamaktadir.
Adsorpsiyon basamagi konak¢i hiicre duvari ile kuyruklu fajlarda taban fibrillerinin ya da kuyruksuz
fajlarda kapsomerlerin yiiksek uyumu ile gergeklesmektedir. Bakteriyofajin bakteriye 6zgiinliiglinde
adsorpsiyon basamagi onemli rol oynamaktadir. Bakteri ylizeyindeki pilus, teikoik asit, flagella,
lipoprotein, protein ve lipopolisakkarit molekiilleri ve hiicre duvarinin baz1 diger bilesenleri bakteriyofaj
adsorpsiyon bolgeleri olarak bilinmektedir. Bununla birlikte, ortamin pH degeri, Mg*2, Ca*? gibi
iyonlarin varlig1 ile elektrostatik etkilesimler adsorpsiyon basamagini etkileyebilmektedir (Celik ve ark.,
2017).

Penetrasyon basamaginda faj, DNA’sin1 enzimatik reaksiyonlar araciligryla konake1 bakteri hiicresinin
icine aktarmaktadir. Zarar gérmeden konakg¢1 bakterinin hiicre zarini1 gecen faj DNA’s1, periplazmik
bosluk i¢inde bulunan niikleazlardan ve restriksiyon enzimlerinden korunmak i¢in DNA’smi1 hizla
dairesellestirir veya lineer u¢larini korumaya alir.

Transkipsiyon asamasinda faj DNA’s1, konakgr bakterinin RNA polimerazina tanitilmakta ve erken
genlerin transkripsiyonu gerceklesmektedir. Erken genler ile faj genomu korunmakta ve konakg1 bakteri,
fajin gogalabilmesine olanak saglayacak sekilde yeniden yapilandirilmaktadir. ilerleyen asamada,
konakgi1 bakteride yeni faj DNA’larinin sentezlenmesinde kullanilacak tiriinleri kodlayan ara genlerin
ve faj partikiillerinin sekillenmesi ile DNA’nin paketlenmesini saglayan enzimleri kodlayan bir dizi geg
genlerin transkripsiyonu ger¢eklesmektedir (Guttman ve ark., 2005).

Morfogenez olarak adlandirilan biyosentez ve olgunlagsma basamaklarinda ise faja ait partikiillerin
(kapsit ve kuyruk gibi proteinler) biyosentezi gerceklesmektedir. Konak¢i bakteri sitoplazmasinda
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sentezlenen yeni faj pargalari bir araya gelmekte ve faj DNA’sinin paketlenmesi ile yeni olgun fajlarin
olusumu tamamlanmaktadir.

Son asama olan liziste ise olgunlagan yeni fajlar konakg¢1 bakteri hiicresini parcalamakta ya da hiicre
zarmda bulunan porlardan disar ¢ikarak enfeksiyon dongiisiine tekrar katilmaktadir.

Faj Terapi

Faj terapi, patojenik bakteriyel enfeksiyonlari tedavi etmek icin fajlarin terapotik kullanimidir. 1920 ve
1940'l yillar arasinda, 1944'te penisilinin ilk biiyiik 6l¢ekli iiretimine kadar, fajlar antimikrobiyal ajanlar
olarak yaygin bir sekilde kullanilmigtir. 1928°de Alexander Fleming’in penisilini kesfetmesi ve 1944°te
penisilinin biiyiik 6l¢ekli tiretimi ile patojen bakterilere karsi antibiyotik ¢ag1 baslamistir (Mao ve ark.,
2019). Ancak, son yillarda patojen bakterilerde artan antimikrobiyal direng (AMR) kiiresel bir saglik
krizine doniismiistiir. 2022'de, AMR ’nin kiiresel saglik etkisine iligkin ilk kapsamli degerlendirmesi,
2019'da 4,95 milyon o6limin AMR ile iliskili oldugunu ve bunlarin 1,2 milyonunun dogrudan
atfedilebilecegi tahmin edilmektedir (Strathdee ve ark., 2023). AMR'in yiikselmesinin nedenleri
arasinda gida endiistrisinde, hayvancilikta ve tipta yanlis ve asir1 antibiyotik kullanimi ve ayrica ilag
sirketlerinin antibiyotik kesfi ve gelistirmeyi giderek devre dist birakmalar yer almaktadir. Ayrica, bazi
patojenler dogas1 geregi antibiyotige direnglidir ve su anda mevcut ajanlarla tedavi edilmesi zordur.
Mevcut egilimlerde biiyiik bir degisiklik olmazsa, 2050 yilina kadar en az 10 milyon insanin AMR'den
Olecegi tahmin ediliyor (Strathdee ve ark., 2023). Biiyiiyen AMR krizi karsisinda, bilim insanlar1 yeni
alternatifler aramakta ve bu alternatifler arasinda 100 yili agkin bir siire dnce kesfedilen ve unutulan faj
terapi tekrar giindeme gelmistir. Bir asirdan fazladir devam eden faj avciligi, klinik agidan 6nemli
bakteri tiirlerinin ¢ogu (ancak hepsi degil) igin litik fajlarin basarili bir sekilde toplanmasiyla
sonuglanmistir. Artan erisilebilir veri tabanlari ve iyi karakterize edilmis faj bankalari1 sayesinde son
birkag yilda fajlar klinik tipta daha yaygm bir sekilde kullanilmaktadir. Ozellikle son 5 yilda yapilan
caligmalar fajlarin AMR ile miicadelede terapétik ajanlar olarak kullanilabilecegini vurgulamaktadir
(Sekil 3).
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Sekil 3. Listelenen yillara gore faj tedavisi raporlar1 ve faj calismalar1 (Strathdee ve ark., 2023).
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(A) 2000'den beri faj terapisi vaka raporlar1. 70 vakanin her birinde enfeksiyon bolgeleri tasvir
edilmistir. (B) 1999'dan beri ClinicalTrials.gov'a bildirilen faj tedavisine iligskin klinik deney sayisi.
Faj Terapisinin Antibiyotiklere Gore Avantajlar1 ve Dezavantajlar
Litik fajlar antibakteriyel etkileri bakimindan antibiyotiklere benzemektedir. Fakat terapotik amaglh

kullanilan fajlar antibiyotiklere gore bazi avantajlari/dezavantajlar1 bulunabilmektedir (Tablo 1).

Bunlarin i¢inde en 6nemlileri su sekilde siralanabilir; fajlarin genelde tiir spesifik olmalarindan kaynakl
dar spektrumlu olmalar1 (i), antibiyotik direncinden bagimsiz olarak aktivite gostermeleri (ii), hedef
bakteri ortadan kalkinca, oto-dozaj ile kendi {iremelerini simirlandirmalart (iii), biyofilm iizerine etkili
olmalar (iv) ve fajin uygulanma bi¢iminden bagimsiz olarak nerede ihtiyag varsa oraya gog etmesi ve
orada ¢ogalmasi (v) olarak siralanabilir (Glindogdu ve Ulu-Kilig, 2018).

Tablo 1. Bakteriyofaj ve Antibiyotiklerin Karsilastirilmasi

Bakteriyofajlar

Antibiyotikler

Yorum

Etki spektrumlari
oldukg¢a dar ve
spesifiktir.

Yeni faj izole etmek
olduk¢a hizh, basit
ve diisiik
maliyetlidir.

Simdiye kadar
bildirilmis ciddi yan
etkileri
bulunmamaktadir.
Fakat immiin
sistemi
uyarabilirler.
Biyofilm yapilarina
oldukca etkilidirler.

Faj tedavisi sonrasi
fajin aktivitesini
diisiiren etkenlere
maruziyet (mide
asidi, safra tuzlar,
antikorlar ya da
fagositoz gibi) soz
konusu olabilir.

Etki spektrumlari
genistir.

Yeni antibiyotiklerin
gelistirilmesi oldukca
zahmetli, uzun ve
pahalidir.

Disbiyoza bagli
olarak; intestinal
bozukluklar, alerjiler,

sekonder enfeksiyonlar

basta olmak tizere pek
cok yan etkisi vardir.

Antibiyotiklerin
biyofilm yapilarina
penetrasyonlari
zayiftir.
Aktivite azaltici
etkenlerden korumak
igin
standardizasyonlar1

oldukea iyi yapilmistir.

Fajlarin yiiksek spesifitelerinden dolayi, faj tedavisi
oncesi bakterinin tanimlanmasi ve duyarliliginin test
edilmesi gerektigi i¢in dezavantaj olarak goriilebilir.
Fakat yine bu spesifite sayesinde dishiyoz ve sekonder
enfeksiyon gelisme riski  oldukca  diisiiktiir.
Antibiyotikler ise genis spektrumlarindan dolay1
kullanim kolayligi saglar ancak disbiyoz ve
devaminda ciddi sekonder enfeksiyonlara yol agabilir.
Fajlarin etki mekanizmalar1 antibiyotik direncinden
bagimsiz oldugu i¢in ve bakterilerle beraber fajlarda
evrimlestiginden (dogada bir bakteri varsa faji da
vardir ilkesi) ¢coklu dirence sahip bakterilere kars1 yeni
fajlar izole etmek kolaydir.

Fajlarin yiiksek spesifiteleri sayesinde mikrobiyal
denge korundugundan disbiyoza bagl yan etki yoktur
fakat fajlar tarafindan parcalanan hedef bakterilerden
salinan endotoksinlere bagh
bildirilmistir.

cok az yan etki

Fajlar biyofilmler igerisinde ilerleyebilir ve EPS
iretimini yapan bakterileri 6ldiirerek asamali olarak
biyofilmi bozar. Ayrica fajlar depolimeraz gibi
enzimlerle de biyofilm yapisini bozabilir.

Fajlara kiyasla antibiyotiklerde, bilgi birikimi olduk¢a
fazla oldugundan iyi standardize edilmislerdir. Bu
durum faj terapinin dezavantaji olarak sayilabilir.
Fakat fajlarin ¢esitli maddelerle kapsiilasyonu
(lipozom gibi) sonrasi aktivite azalmasinin Oniine
gegilebilir.
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Antimikrobiyal Ajanlar Olarak Bakteriyofaj Kodlu Enzimler

Riimeysa Giilsu OZKAN
Aydin Adnan Menderes Universitesi
REDPROM Arastirma Merkezi
gulsuozkaann@gmail.com

Bakteriyofaj enzimleri, faj lizinleri, fajlarin ¢ogu tarafindan kodlanan ve fajin litik dongiisiiniin son
asamasinda konak¢i bakterinin peptidoglikan tabakasinin parcalanmasina neden olarak yeni soy
viryonlarinin  salinmasina neden olan enzimler ya da peptidoglikan hidrolazlar olarak
tanimlanabilmektedir (Sekil 1). Bakteri hiicresinin ana yapisal bileseni olan peptidoglikan, peptidlerle
capraz baglanmig glikan seritlerinden olusan bir heteropolimerdir. Dolayistyla bu yapimin bozulmasi ve
parcalanmasi bakterinin O6liimiine sebep olur. Lizis asamasinda bu faj kodlu enzimler konakei
sitoplazmasinda birikir ve sonrasinda sitoplazmik zar gecerek osmotik dengeyi ve bakterinin yapisal
biitiinliiglinii bozar. Fajlarin bu essiz 6zelligi sayesinde Olimciil enfeksiyonlara sebep olan patojen
bakterilerle miicadelede fajlar kadar faj enzimleri de potansiyel antimikrobiyal ajanlar olarak son yapilan
calismalarda on plana ¢ikmaktadir. Su an literatiirdeki birgok ¢alisma, bu enzimlerin tip, biyoteknoloji,
tarim ve gida giivenliginin farkli alanlarindaki potansiyel uygulamalarina odaklanmistir (Ajuebor ve

ark. 2016; Schmelcher ve Loessner, 2016).
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Sekil 1. Bakteriyofaj Replikasyon Dongiisii (Viriilent Faj) (Ajuebor ve ark. 2016)

Genel olarak faj endolizin yapisi bir enzimatik olarak aktif domain (EAD) ve bir hiicre duvari baglayici
domain (CWBD) icermektedir. EAD'ler gergek enzimi temsil ederek hiicre duvart yikimini katalizler ve
peptidoglikandaki boliinme bdlgelerine gore muramidazlar, glukozaminidazlar, litik transglikosilazlar,
amidazlar ve endopeptidazlar olarak smiflandirilabilirler. C-terminalindeki CWBD'ler ise, spesifik
baglanmadan sorumlu olup hiicre duvariyla iliskili ligand molekiillerini yiiksek 6zgiilliikte taniyarak
enzimleri substratlarina yonlendirirler. Endolizinlerin i¢erdigi bu 6zgiilliik, onlarin uygulama agisindan
en yararl 6zelliklerinden biridir, ¢linkii istenmeyen patojenleri dogrudan hedeflememize izin verirken,
uygulama alanindaki dogal floray1 etkilemezler. Genel olarak endolizinler holin-endolizin sistemi
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kullanarak etki gosterirler (Sekil 2). Bu sistemin bazi istisnalar disinda neredeyse tiim dsDNA fajlarinda
evrensel oldugu diisiiniilmektedir (Grabowski ve ark., 2021).
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Sekil 2. Faj endolizinlerinin en yaygin holin-endolisin litik sistemi araciligiyla peptidoglikana nasil
eristiklerinin sematik gosterimi (Oliveira ve ark., 2013)

Bu sistemde endolizinler sitoplazmik boslukta birikir ve daha sonra, holin adi verilen kiiciik bir
hidrofobik protein, genetik olarak 6nceden belirlenmis bir zamanda eksprese edilir. Holinler membranda
homo-oligomerik gozenekler acarak peptidoglikan tabakaya endolizinlerin ulagmasini saglar.
Peptidoglikan tabakada yer alan ve hiicre biitiinliigiinii saglayan peptitlerin zarar gérmesiyle sonuglanan
bu olay bakteri 6liimiinii beraberinde getirir. Endolizinler her ne kadar ortak islevlere sahip olsalar da
yap1 ve etki mekanizmalar agisindan gesitlilik gosterirler. Bununla birlikte, protein alanlarindaki yapisal
farkliliklar, bu enzimlerin 6zgiilliigiinii saglar. Genel olarak endolizinler bakteri hiicre duvart ile yani
substrat ile segici olarak etkilesime girerler. Gram-negatif ve Gram-pozitif bakteriler arasindaki hiicre
duvarmin yapisindaki farkliliklar nedeniyle, bu ana bakteri gruplarini hedef alan faj endolizinlerinin
yapilart da farklidir. Gram negatif bakterilerde, peptidoglikan tabakasi ince olup periplazmik boslukta
bulunur. Ayrica Gram pozitif bakterilerin hiicre duvarinda mevcut olan yiizey karbonhidratlarindan
veya proteinlerinden yoksundur. Bir diger yandan Gram-negatif bakterilerin aksine, Gram-pozitif
bakteriler bir dis zar tarafindan korunmaz, bunun yerine yiizey proteinlerinin, karbonhidratlarin
ve teikoik asitlerin baglandigi ¢ok katmanli bir peptidoglikana sahiptir. Bu nedenle, Gram-pozitif faj
endolizinleri, C-terminalinde hiicre duvar1 baglama alanina N-terminalinde katalitik bir alana sahip olup
modiiler yapidadir (Fischetti ve ark., 2000)
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Tablo 1. Gram-negatif ve Gram-pozitif bakterileri enfekte eden fajlarin se¢ilmis endolizinleri
(Grabowski ve ark., 2021).

Bakteriyal Konak Tiirii Bakteriyofaj Endolizin Kaynak
Grup

Gram-negatif Thermus vB_Tsc2632 Ts2631 Plotka et al. (2019)
scotoductus
Acinetobacter vB_AbaP_D2 Abtn-4 Yuan et al. (2020)
baumanii
Salmonella enterica LPSE1 LysSE24  Ding et al. (2020);
ser. Enteritidis Huang et al. (2018)
Escherichia coli vB_EcoM-ECP26 LysECP26 Park and Park (2020)
Pseudomonas JD010 LysPA26  Guo et al. (2017)
aeruginosa

Gram-pozitif Bacillus cereus PBC2 LysPBC2 Kong et al. (2019)
Paenibacillus philBB_PI23 PlyPI23 Santos et al. (2019)
larvae
Staphylococcus SAP8 LysSAP8  Yuetal. (2019)
aureus
Enterococcus EF-P10 LysEF- Cheng et al. (2017)
faecalis P10
Streptococcus MS1 MSlys Silva et al. (2020)
pneumoniae

Bu holin-endolizin sisteminin yani sira genellikle kisa kuyruga sahip bir viriis ailesi olan Podoviridae
ailesindeki fajlar depolimeraz adi verilen enzimlere sahiptir. Depolimerazlar, birgok bakterinin konaga
tutunmasinda etkili olan biyofilm olusturma kabiliyetine kars1 bu biyofilm yapisinin bozulmasindan
sorumludur. Biyofilm bir bakterinin konak hiicreye adsorpsiyonu i¢in olusturdugu hiicre disi
polisakkarit (EPS) olarak tanimlanabilir. Bu hiicre disi polimerik madde matriksinin yapisini;
polisakkaritler, proteinler, glikolipidler ve hiicre dist DNA (extracellular DNA, eDNA) olusturmaktadir.
Faj kodlu depolimerazlar ise konak bakterinin kapsiiler polisakkaritlerine (CPS), ekzopolisakkaritlerine
(EPS) veya lipopolisakaritine (LPS) spesifik baglanmanin ardindan bu biyofilm yapisini parcalar ve
hiicre duvarina ulasarak fajin bakteriyi enfekte etmesini saglar. Fajlarin bu islevi 6zellikle Gram negatif
ve kapsiillii patojen bakterilerle miicadelede 6nemli bir rol oynar (Knecht ve ark., 2020)

Antibiyotiklere karsi hizla gelisen bakteriyel direncin 1s1ginda, direng gelisimini indirgeyecek ve bu
dirence direngle cevap verecek yeni antimikrobiyallere acilen ihtiya¢c duyulmaktadir. One ¢ikan bir
ornek olarak, metisiline direngli S. aureus'un (MRSA) prevalansi son on yilda dnemli dl¢lide artmis ve
bir zamanlar birincil olarak nozokomiyal bir patojenken toplum kdkenli enfeksiyonlarm baglica
nedenlerinden biri haline gelmistir. Genis kapsamli antibiyotiklerin (6r. penisilin ve tetrasiklin) asir1
kullanimi, yalnizca hedef patojen iizerinde degil ayni zamanda kommensal organizmalar iizerinde de
secici bask1 uygulayarak bakteri toplulugu icindeki direng¢ genlerinin dagilimini hizlandirmaktadir. Bu
baglamda, ¢ogu endolizinin cins veya tiire 6zgili olmasi, klasik genis kapsamli antibiyotiklere gore
onemli bir avantaj sunmaktadir. Ayrica, bircok calisma bakteriyofajlarin ve konakgilarinin birlikte
evriminin, endolizinlerin hiicre duvarindaki yiiksek oranda korunan ve yiiksek oranda degismez
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hedeflere baglanmasia ve onlar1 parcalamasina yol agtigin1 vurgulamaktadir. Bu durum muhtemel
diren¢ olusumunu nadir bir olay haline getirerek fajin hayatta kalmasini saglamaktadir. Hedef
konak¢min hiicre duvart birgok klasik direng mekanizmasi igerir ve hiicre iginde hareket eden
antimikrobiyalleri hedef alir ancak disaridan uygulandiginda endolizinlere karsi olasi bir direng
mekanizmasi gelistirme olasiligi diistiktiir. Hiicre i¢i direng mekanizmalarinin 6rnekleri arasinda, zar
gecirgenliginin azaltilmasi, bilesiklerin hiicreden aktif akisi ve antimikrobiyallerin sitoplazmik enzimler
tarafindan etkisizlestirilmesi yer alir (Schmelcher ve ark., 2021). Ancak endolizinler hiicre duvarina
spesifik baglanarak is gordiikleri i¢in bu diren¢ mekanizmalarindan etkilenmezler. Endolizinlerin
Oliimciil enfeksiyonlara sebep olan bakteriyal patojenlere karsi etkinliginin degerlendiren ¢ok sayida
calisma mevcuttur. Ancak endolizinlerin tibbi olarak uygulanmadan 6nce uygun sekilde saflagtirilmasi
ve in-vivo/in-vitro deneylerle test edilmesi dnemlidir. Bu baglamda hayvan modelleri, endolizinlerin
etkinligi lizerine yapilan arastirmalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Kullanimlari, fizyolojik kosullar
altinda antimikrobiyal potansiyelin degerlendirilmesine izin verir. Ornek olarak, Acinetobacter
baumannii'nin neden oldugu sepsis tedavisinde Ply6A3 endolizinin etkinligi bir fare modelinde test
edilmistir. Bu endolisinin intraperitoneal asilamasi, enfekte hayvanlarin %70'inin hayatta kalmasini
saglamis ve endolizin uygulamasinin herhangi bir olumsuz etkisi gozlenmemistir (Wu ve ark., 2019). A.
baumannii'nin tedavisinde bir fare modelinde test edilen bagka bir lizin LysSAP26’dir. Bu enzimin
kullanimi, kullanilan doza bagli olarak enfekte farelerin %20-60'min hayatta kalmasiyla
sonuglanmustir. Ek olarak, doz artirildiktan sonra bile sitotoksisik etki gézlenmemistir (Kim ve ark.,
2020). Bunlarin yam sira enfeksiyon tedavisinde mevcut antibiyotiklerle kombine sekilde endolizin
uygulanmasi umut vadeden sonuglar ortaya koymustur. Hayvan deneylerinin yan1 sira in-vivo ve in-
vitro etkinligi degerlendirilmis birka¢ endolizin ¢esitli hasta gruplarinda klinik denemelere baslamustir.
Bunlardan biri yakin zamanda Faz II klinik ¢aligmasi gerceklestirilen Staphylococcus aureus’a etkili
lizin CF-301°dir. Kan dolasimi enfeksiyonlarindan (BSI) muzdarip bir grup hastada standart antibiyotik
tedavisine ek olarak CF301 takviyesi yapildiktan sonra sonuglar degerlendirilmistir. Tek basina
antibiyotik tedavisi uygulanan hastalara kiyasla kombine tedavi alan hastalar %70 oraninda anlamli bir
yanit gostermistir.  Bu calismalar endolizinlerin antibiyotige direncli bakterilerle sistemik
enfeksiyonlarin tedavisi igin yiiksek kullanim potansiyelinin altini ¢izmektedir (Fowler ve ark., 2020).

Tablo 2. Antimikrobiyal olarak litik bakteriyofajlarin ve faj enzimlerinin baslica 6zellikleri
(Maciejewska ve ark., 2018)

Ozellikler
Spesifite ve Konak Araligi

Bakteriyofaj
Bakteriyel konakta yayilma
(yirtici-av iliskisi); dar konukcu
aralig1, cogunlukla bir bakteri

Bakteriyofaj Enzimleri
Hedeflenen makromolekiiliin

kimyasal bilesim yayginligina
bagl olarak dar veya genis
tiirtine ozel
Bakteriyolitik; faj titresine
bagl 6ldiirme; viriilans

Etki Sekli Bakteriyolitik (lizinler) veya
antiviriilent (depolimerazlar);
etkinligi: enfeksiyonun ¢oklugu
(MOY), patlama boyutu,
yayilma hizi; biiyliyen hiicreler

konsantrasyona bagh aktivite;
minimum inhibe edici
konsantrasyon (MIC); biiyliyen
ve biiylimeyen hiicreler
iizerinde etkili

tizerinde etkili

Biyofilm Eradike Yetenegi Nispeten etkili; virion ile Depolimerazlar tarafindan

iligkili depolimerazlar
tarafindan gelistirilmis

biyofilm matrisi bozulmasi ve
lizinler tarafindan yok edilmesi
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biyofilm matrisi igindeki faj
penetrasyonu

Genetigi degistirilmis triinler
dahil olmak tizere iiriin
modifikasyonu

Yeni fajlarin ¢evresel
kaynaklardan hizli ve kolay
izolasyonu; dogal olarak
geligen fajlarm izolasyonu;
tasarlanmis fajlar (tedavi igin
onaylanmamis genetigi
degistirilmis mikroorganizma)

Protein veri tabanlar
aragtirmasi ile in silico
gelistirme; agiklamali faj
genomlarinin analizi;
tasarlanmig proteinler (tedavi
icin onaylanmistir)

Normal Flora Uzerine Etkisi

Hedeflenen susun yiik
azalmasi; mikrobiyom
bilesiminin diizenlenmesi

Hedeflenen susun yiik
azaltma/virulans azalmasi,
mikrobiyom bilesiminin
diizenlenmesi

Bagisiklik sistemi lizerindeki
etkisi

Retikiiloendotelyal sistem
(RES) klirensi ve bagisiklik
hiicresel savunma
mekanizmalar1; immiinojenik
(antikor iiretiminin
indiiksiyonu)

Immiinojenik (antikor
iiretiminin indiiksiyonu)

Guvenlik

Olasi endotoksin (LPS) ve
diger toksinler hiicre
parcalanmast sirasinda salinir

Olas1 endotoksin (LPS) ve
diger toksinler hiicre
parcalanmasi sirasinda salinir

Uriin hazirlama (saflik,
konsantrasyon, farkli
sicakliklarda stabilite ve pH)

Yapisal protein bilesimine
bagl olarak farkl: stabilite
ozellikleri; yogunlastirma ve
saflastirmada sinirlama; biiyiik
Olgekli yontemler
benimsenmeli

Nispeten kararli, 6zellikle
lizinler; rekombinant protein
ekspresyonu iyi gelismis ve

biiyiik 6lgekli yontemler
benimsenmeli

Formiilasyonlar ve dagitim
yolu

Lokal uygulama i¢in siv1 faj
filtrat1, enjeksiyonlar,
aerosoller, tabletler, formiiller.
Parenteral yol; sozlii olarak;
yerel (topikal enfeksiyonlar)

Enjeksiyonlar, aerosoller, yerel
uygulama i¢in formiiller;
parenteral yol; proteoliz ile
siirh oral uygulama; yerel
(topikal enfeksiyonlar)

Kombine tedavi

Faj kokteyli (3-5) veya faj-
protein; antibiyotik-faj-protein
kombinasyonu; direng
gelisiminin 6nlenmesi;
genisletilmis aktivite
spektrumu; sinerjik etki
miimkiin

Protein-proteinin kombine
tedavisi; faj-protein;
antibiyotik-protein; antibiyotik-
faj-protein; direng gelisiminin
onlenmesi; genigletilmis
aktivite spektrumu; sinerjik etki
mimkiin
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A model organism (model) is a non-human species that is extensively studied to understand
biological phenomena. Model organisms are widely used to research human disease when human
experimentation would be unfeasible or unethical. One of the most used models for studying microbial
infections is the murine model. However, there are ethical, budgetary, and logistical hurdles associated
with the use of rodents as infection models. More recently, Galleria mellonella (greater wax moth or
honeycomb moth) has been introduced as an alternative model to study the molecular basis of virulence
and for testing antimicrobial drugs. In April’s issue of Virulence, Tsai et al. (2016), reviewed the
extensive body of literature which reports the value of Galleria mellonella larvae as a model for
investigating bacterial pathogens (Tsai et al., 2016). G. mellonella is an insect from the order
Lepidoptera and the family Pyralidae (snout moths). It is the caterpillar larvae and not the adult moth
that is used as an animal model.

Figure 1. Different developmental stages of Galleria mellonella. Eggs (1), approximately 10-day-old
caterpillar (2), approximately 20-day-old caterpillar (3), 25-35-day-old caterpillar (4 and 5),
approximately 40-day-old caterpillar (last larval stage) (6), pre-pupae and pupae (7 and 8), adult moths
9).

When compared with the traditional mammalian model hosts, G. mellonella larvae are cheaper to
establish and easier to maintain, as they don't require special lab equipment (Ramarao et al., 2012).
Additionally, the use of G. mellonella does not require ethical approval (3R policy) and their short life
span makes them ideal for high-throughput studies. Several aspects of the G. mellonella larva support
its application for in-vivo experiments:
o Asshorter life cycle of 40-60 days; and the larvae can be kept at 37°C. This is equal to the body
temperature of mammals and suitable to test several bacterial pathogens.
e The larva is relatively large (12-20 mm) which allows easy handling and inoculation of
precisely quantified substances directly in the hemocoel.
e The larval innate immune system shares similarities with that of mammals. As a result,
experiments with the insect can, to some extent, replace experiments with vertebrates.
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o Allow faster screening of varied compounds with antimicrobial activity before testing in
vertebrates.

e The larvae can be reared in the laboratory in small containers, provided with natural airflow,
without the need for major adaptations in the laboratory structure.

Allows tests with a The relatively large size of the larva allows easy Does not .require large
high number of repetitions handling, tissue extraction and precise adaptations to the
quantification of inocula laboratry structure
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Figure 2. Advantages offered by the G. mellonella as an alternative infection model to study bacterial

pathogens (Pereira et al., 2020)

The immune system of G. mellonella and the success of the model

A primary reason for the success of the G. mellonella model in microbial virulence studies is that its
immune system shares a high degree of structural and functional similarity with that of the innate
immune system of vertebrates. The immune response of G. mellonella consists of two tightly
interconnected components: cellular (cell-mediated) and humoral responses (Browne et al., 2013). The
cellular response is mediated by hemocytes, cells analogous to human phagocytes which are involved
with phagocytosis, encapsulation, and nodulation of the invading agents.
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Figure 3. Schematic representation of G. mellonella immune response. Hemocyte activity links

cellular and humoral responses (Pereira et al., 2020).
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To date, six types of hemocytes have been identified in G. mellonella: prohemocytes, plasmatocytes,
granular cells, coagulocytes, spherocytes, and oenocytoids. Plasmatocytes and granular cells are the
most abundant hemocytes in the hemolymph. Hemocytes are found free in the hemolymph or attached
to internal organs, such as the digestive tract, fat body, and heart surface of the insect. The concentration
of hemocytes in the hemolymph varies during the life of the insect and in response to pathogens (Browne
etal., 2013).

The humoral response involves soluble effects or molecules such as antimicrobial peptides (AMPS),
complement-like proteins (opsonin), melanin, and products of proteolytic cascades, which immobilize
or kill pathogens. So far, 18 known or putative AMPs have been identified, some of which are like
molecules characterized in mammals. The melanization process is essential for the defense of G.
mellonella against microbial pathogens and results in the synthesis and deposition of melanin around
the microbe in the hemolymph (Kavanagh and Reeves, 2004). Melanin production is catalyzed by the
enzyme phenol oxidase (PO), which is produced as an inactive zymogen pro-phenol oxidase (pro-PO)
in hemocytes. The PO catalyzes the oxidation of phenols to quinones, which spontaneously polymerize
to form melanin around invading pathogens. Although innate immune responses are non-specific, they
are the first line of defense against invading pathogens, which are widely distributed throughout the
body to maintain homeostasis and prevent infections (Sheehan et al., 2018). The lack of adaptive
immunity in G. mellonella and other insects can be seen as an advantage for research purposes since the
model allows the study of host-pathogen interactions and related innate immunity mechanisms without
the interference of adaptive responses. Therefore, the G. mellonella model can substitute for more
complex vertebrate models, depending on the objective of the study. G. mellonella can be an
intermediate model between in vitro and vertebrate in vivo studies.

Using G. mellonella to investigate the virulence of bacterial pathogens.

The potential of a bacterium to cause disease is related to its repertoire of virulence factors. Bacteria
species and strains have different sets of virulence genes, and these can be subjected to regulation, which
makes virulence even more diverse. G. mellonella has been extensively used to study bacterial virulence,
which can be evaluated in several ways after inoculation with a pathogenic microorganism:

e Observing the density and morphology of hemocytes

e Analyzing the expression of enzymes and AMPs

o Histopathological effects

G. mellonella studies on bacterial virulence
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Figure 4. Use of G. mellonella model to study bacterial virulence. The data was obtained in July 2022
at PubMed (MEDLINE database).
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G. mellonella as a model to study the virus and fungal pathogens.

As well as a model for studying bacterial pathogens, there are a few reports of the use of G. mellonella
to investigate viral and fungal diseases. The Galleria model has not, so far, been shown to be suitable
for research into viral pathogens of mammals. This may be because insect cells are incubated at 25-30°C
which may not support the growth of mammalian viruses. In addition, viruses often show tropism toward
cells bearing specific receptors that may not be shared by mammalian and insect cell lines. The first
study of the fungal pathogen using G. mellonella was in the yeast Candida albicans, where the larval
susceptibility to the fungal challenge was used to distinguish between pathogenic and non-pathogenic
C. albicans strains (Brennan et al., 2002). Several studies using G. mellonella have shown some great
similarities to the results obtained using the mammalian models. For example, In the human fungal
pathogen Aspergillus fumigatus, deletion mutants of cpcA, sidA, sidF, and pabA were avirulent in G.
mellonella while the deletion mutants of sidC and sidD demonstrated attenuated virulence. These results
were in comparison with the data derived from the assessments made in mammalian models such as
mice (Slater et al., 2011). As well as studying virulence in C. albicans, the larvae have been used as a
model to study tissue invasion capabilities between biofilm-producing and non-producing isolates.

Determining the efficacy of antimicrobial therapies using G. mellonella

Treating infections caused by MDR bacteria is a major public health challenge worldwide. The Gram-
negative bacteria E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa, A. baumannii, and Neisseria gonorrhoeae, and
the Gram-positive S. aureus and Enterococcus spp. have all been identified as critical pathogens with
particularly high rates of resistance to antibiotics. Evaluating the efficacy of antimicrobials using G.
mellonella has been extensively used.

Distinguish strains with Evaluate effects of mutations Evaluate the activity of
different levels of virulence on bacterial virulence antimicrobial drugs or
drug combinations
0 Q ‘\"D wild-type strain \ a—
[ (})d ® o e
? 8P
2%
&g o
%8s § o€
98 & _© 3
“‘Q%x £ o (v o —~—@
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of natural compounds drugs combined with adjuvants activity of bacteriophages

Figure 5. Applications of the G. mellonella model to study bacterial pathogens and antimicrobial
agents.

Combination therapies are often recommended to treat infections caused by K. pneumoniae-producing
carbapenemase (KPC), due to limited treatment options. Using G. mellonella, Nath et al. (2018)
observed that the combination of ceftazidime/avibactam with carbapenem should be considered in the
treatment of serious infections caused by KPC. Different phages or phage cocktails have been used in
treatments, with single or multiple doses to successfully treat G. mellonella infected with A. baumannii,
Enterobacter cloacae, E. coli, K. pneumonia, P. aeruginosa, and S. aureus. The study conducted by
Manohar et al. (2018) showed that larvae infected with E. coli and E. cloacae had to be treated with
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three phage doses at a 6-hour interval to achieve a 100% survival rate. However, in the case of K.
pneumoniae, a single phage dose treatment was sufficient.
Phage therapy can also be a great strategy for the treatment of bacterial infections associated with
biofilms. Tkhilaishvili et al. (2020) evaluated the ability of two commercially available Staphylococcal
bacteriophages to disrupt biofilms, control biofilm formation, and control the development of an
infection caused by methicillin-resistant S. aureus (MRSA). In the face of a systemic infection, both
phages increased the survival of G. mellonella, either by preventing or treating the infection. Some
advantages offered by G. mellonella in the study of new antimicrobial strategies include:
e Able to precise the inoculum injected directly into the hemocoel, ensuring precise
concentrations of the compounds tested.
o The relatively large size of the larvae allows more than one inoculation to be carried out without
major physical trauma.
o Italso facilitates the screening of different sets of drugs. By this, a precise number of compounds
that need to be evaluated can be tested with vertebrates.
The use of G. mellonella to evaluate new antimicrobial strategies is undoubtedly very important for the
rapid identification of novel compounds, and new therapeutic strategies. However, there are
considerations required when carrying out such experiments in G. mellonella. The tests must be carried
out with bacterial doses that do not kill the larva quickly, and the toxicity of the compound used must
also be tested. Experiments must be organized and precisely timed so that there are no variations in
treatment times, especially in experiments with many treatments. Much attention should also be paid to
the inoculation site; to avoid further trauma, it is suggested to alternate the inoculation sides.
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Bakteriyofajlar genetik materyal olarak sirkiiler veya lineer konfigilirasyonda tek iplikli veya ¢ift iplikli
DNA veya RNA tasiyabilirler. Caudovirales sinifina ait ¢ift sarmal DNA’ya sahip kuyruklu fajlar tiim
fajlarin 95%’inden fazlasii olusturmaktadir. Ozellikle, faj tedavisinde kullanilan fajlarmn bu siifa dahil
olmasi bu fajlarin genomik karakterizasyonunun yapilmasini énemli kilmaktadir.

Deoksiriboniikleik asit (DNA), bir organizmanin geligimi, isleyisi, biiylimesi ve ¢ogalmasi i¢in genetik
bilgi tastyan molekiildiir. Tiim organizmalarda ve bazi viriislerde bulunur. DNA’nin sekanslanmasi,
DNA’y1 olusturan niikleotidlerin (Adenin (A), Guanin (G), Sitozin (C) ve Timin (T)) sirasinin
belirlenmesidir. DNA sekanslama bize DNA’da bulunan genlerin ve diizenleyici (regulator) sekanslarin
bilgisini verir. Tibbi tani, biyoteknoloji, adli biyoloji, viroloji ve biyolojik sistematigi gibi pek ¢ok
alanda kullanilmaktadir.

1) DNA sekanslama yontemleri (Sekil 1):
Geleneksel sekanslama:

Sanger Sekanslama (Zincir sonlandirma yontemi): DNA sekanslamada en verimli sonuglar ilk defa
Frederick Sanger tarafindan 1975’te elde edilmistir. Bu yOntemin ¢alisma prensibi in vitro DNA
replikasyonu sirasinda DNA polimerazin dNTP’ler yerine ddNTP’leri ekleyerek reaksiyonu
durdurmasidir. Farkli floresan boyalarla isaretlenmis ddNTP (ddATP, ddTTP, ddCTP, ddGTP)’lerin
eklenmesi durumunda reaksiyon sonlanmaktadir. Elde edilen tiriinlerin kapiller jel elektroforezi sonrast
DNA sekansi belirlenebilmektedir. Bu yontemin popiilaritesi kesfedilen yeni yontemlerle azalsa da
kullanim1 glinlimiizde hala devam etmektedir.

Yeni Nesil Sekanslama:

a) Pirosekanslama (Pyrosequencing): Bu yontem lusiferinin  lusiferaz  tarafindan
dontistiiriilmesine ve 1simanin ger¢eklesmesine dayanir. DNA sentezi sirasinda aciga g¢ikan
pirofosfat (PPi), adenozin 5’-fosfosulfat’tan (APS) ile birleserek ATP sentezini indiikler.
Olugan ATP lusiferinin doniismesini saglar. Bu yontemin dezavantaji her bir bazin tespiti i¢in
uygulamanm tek tek yapilmasi ve her baz soliisyon uygulamasindan sonra yikama
gerektirmesidir. Bu sebeple, zaman ve isgiicii kayb1 olmaktadir.

b) Sentez temelli sekanslama: Bu yontemde kullanilan dNTP’ler ayrilabilen floresan boya ile
isaretlenmistir ve sentezin devam etmesini engelleyen bloklayiciya sahiptir. Tercih edilen
boyalar her baz i¢in farklhidir ve farkli dalga boylarinda 1s1ma yaparlar. Her bir baz eklendiginde
floresan boya ile isaretlenmis baz baglanir ve yikama yapilir. Ardindan, 1s1ma gdzlenir ve 151ma
sonucuna gore baz belirlenir. Bloklayicinin ¢ikarilmasi i¢in ortama enzim eklenir ve bloklayici
ortamdan uzaklastirildiktan sonra bazlar eklenerek ayni islem tekrarlanir. Yaygin olarak
kullanilan Illumina sekanslama bu yonteme Grnektir.

¢) Iyon yar iletken dizileme: Bu yontemde DNA polimerizasyonu sirasinda ortama salman H*
iyonunun pH iizerine etkisi takip edilir ve sekans elde edilir.

d) Solexadizilemesi, SOLiD dizilemesi ve Iyon yar1 iletken dizilemesi diger yeni nesil sekanslama
tipleridir.
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Sekil 1. Sanger dizileme ve yeni nesil sekanslama (dizileme) nin karsilastiriimas. Iki yontem
arasindaki en 6nemli fark, yeni nesil sekanslamada karigik 6rneklerin (birden fazla tiire ait DNA’larin
bulunmasi) saflagtirmaya ihtiya¢ duyulmadan dizilenebilmesidir.

2) Neden bakteriyofaj genom sekansi yapmalyiz?

Bakteriyofajlarin pek ¢ok kullanim alani bulunmaktadir. Bunlar fajlarin enfeksiyon hastaliklarinin
tedavisinde kullanimi, hayvancilik, tarim ve su iriinleri yetistiriciliginde tedavi ve proflaktik amagh
kullanimi, gidada koruyucu olarak kullanimi, su aritma sistemlerinde kullanimi ve yiizey sanitizasyonu
baslica drneklerdir. Genomik karakterizasyon faji tanimlama agisindan énemlidir. Genom sekanslama
kodlanan genlerin ve dolayisiyla proteinlerin tahmininin gergeklestirilebilmesi, kodladiklar1 tRNA’larin
ve diizenleyici bolgelerin tanimlanmasi, fajin taksonomik sinifinin belirlenebilmesi ve novel enzimlerin
tahmin edilebilmesi acisindan dnemlidir. Ozellikle, antibiyotik direng genleri ve virulans genlerinin faj
genomunda tespit edilebilmesi fajin tedavide giivenli bir sekilde kullanilabilmesi i¢in 6nemlidir.

3) Kiitiiphane olusturulmasi:

Saflastirilan genomik DNA enzimatik veya mekanik yolla parcalanarak yaklasik 100-500 baz ¢ifti
uzunlugunda DNA fragmentleri olusturulur. Fragmentlere ayrilan genomik DNA’larin ucuna adaptor
ad1 verilen spesifik diziler eklenir (Sekil 2).
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Sekil 2. Yeni nesil dizileme kiitiiphanesi hazirlanmasi. Olusturulan fragmentlere adapter eklendikten
sonra, DNA denatiirasyonu gerceklestirilir ve sekanslama yapilir.

4) Sekanslama: Sekanslama isleminin ardindan 6rnegin DNA sekansi ve icerdigi bazlara ait kalite
degerlerini bulunduran metin tabanl bir format elde edilir. [llumina platformu i¢in bu format fastq’dur.

5) Faj genomunun tanimlanmasi

a) Ham verilerde (raw data) kalite kontroliin gerceklestirilmesi ve filtreleme: Elde edilen ham
verilerde sekans kalitesinin degerlendirilmesi ve diisiik kaliteli sekanslarin uzaklastirilmasi ¢aligma
sonucunda elde edilecek assembly ’nin giivenilirligi i¢in 6nemlidir. Faj genom sekanslamasinda siklikla
kullanilan Illumina ve ABI SOLiD gibi sekans platformlarindan elde edilen ham verilerin kalite kontrolii
icin FASTQC siklikla kullanilir. FASTQC aracinin bize verdigi raporda toplam okuma sayisi, diisiik
kaliteli olarak tanimlanan okuma sayisi, okuma uzunlugu, vs hakkinda bilgi verir. Kalite kontrolii
gerceklestirilen ham veriden sekanslama isleminde kullanilan adaptdér ve primer sekanslarinin
cikarilmasi filtreleme (trimming) araglart kullanilarak gergeklestirilir. Cutadapt (Martin, 2011) ve
Trimmomatic (Bolger, 2014) bu amagla en sik kullanilan araglardir.

b) Birlestirme (Assembly): Sekans kalite kontrolii, adaptér ve diisiik kaliteli okumalarin
filtrelenmesinin ardindan yiiksek kaliteli verilerle birlestirme islemi gerceklestirilir. Bu sayede biitiin
haldeki genom sekansmna ulagsmak amaclanir. Okumalarda {ist {iste binen (overlapping) bdlgeler
kullanilarak birlestirme gergeklestirilir. Bu yolla olusturulan pargalara contig (contiguous sequences)
ad1 verilir. Ana prensip olarak 2 birlestirme yontemi vardir. Bunlar referans tabanli birlestirme ve de
novo birlestirmedir (Sekil 3). Bu asamanin sonunda elde edilen veri fasta formatindadir.

i) Referans tabanh birlestirme (reference based assembly, mapping assembly): Bu yontemde,
daha 6nce sekanslanarak elde edilmis genom referans alinir ve okumalar birbirinden bagimsiz
sekilde hizalanir. Hali hazirda bulunan genomla hizalanmasi sebebiyle hizlidir. Genellikle, tek
niikleotid varyantt (SNV: Single Nucleotide Variant) ve kiiciik insersiyon/delesyonlarin
tespitinde genellikle tan1 amagl kullanimda faydalidir. Bu yontemde kontaminant sekanslar
veya sekans artifaktlarin varligi sorun teskil etmemektedir ¢linkii referans genomla benzerlik
gostermezler. Ancak bu yontemin dezavantajlart da bulunmaktadir. Sekanslanan genomdaki
farkliliklarin gézden kagirilabilmesi, referans genomda yapilan hatali sekanslama sebebiyle
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ayn1 hatanin sekanslanan genoma da uygulanmasi veya sekanslanan genom ile referans genom
arasinda genlerin yerlesiminde farklilik bulunabilecek olmasina ragmen gézden kagirilmasidir
(Lischer, 2017). Bu durumlar sebebiyle, genomlar arasindaki g¢esitliligin tespit edilmesi
siirlanir.

ii) de novo birlestirme:

De novo birlestirme, ¢ok sayida (kisa veya uzun) DNA fragmanindan, bu fragmanlarin dogru
dizilimi veya sirasina dair dnceden hicbir bilgi olmaksizin genomlar olusturmak i¢in kullanilan
bir yontemdir. Bu yontemde referans genoma ihtiya¢ duyulmadigi i¢in tiim genomlar igin
kullanilabilir. Elde edilen genomda dogruluk ve hassasiyet oran1 yiiksektir. Genomlardaki re-
organizasyonlari tespit etmede avantajlidir. de novo birlestirmede kullanilan 2 yaygin algoritma
vardir. Bunlar “greedy” algoritmast ve “De Bruijn graph” algoritmasidir. Kisaca, greedy
algoritmasinda en yiiksek benzerlik skoruna sahip diziler eslenip hizalanir. De Bruijn graph
algoritmasinda okumalar, belirli bir boyuttaki “k-mer” ad1 verilen daha kii¢iik pargalara boliiniir.
Daha sonra k-merler, grafik diizeneginde diigiimler olarak kullanilir. Bir miktar Ortiisen
diigiimler daha sonra bir kenarla baglanir. Derleyici daha sonra De Bruijn grafigine dayali diziler
olusturur. Giiniimiizde, De Bruijn grafigine dayali assembly programlar1 daha yaygindir.
SPAdes, MEGAHIT ve Velvet araglar1 bu algoritmayi kullanan assembly araglaridir.

Reference-based assembly De novo assembly

mapping reads to
reference genome

reference — —

Assembling reads based
on overlapping sequences

h

genome
1 assembling reads 1

assembly assembly

Sekil 3. Referans tabanl birlestirme ve de novo birlestirmenin karsilastirilmasi.
c) Anotasyon:

Genom anotasyonu genom iizerinde protein kodlayan genlerin, RNA kodlayan bolgelerin, direkt veya
inverted tekrarlarin, insersiyon sekanslarimin ve transpozonlarin genom iizerindeki lokasyonlarinin
belirlendigi bir yontemdir. Prokka ve RAST sik kullanilan anotasyon araglaridir. Prokka, prokaryotik
genom anotasyonu i¢in gelistirilmis bir aragtir ve protein kodlayan bolgeler, tRNA ve rRNA’larin
anotasyonuna imkan verir. Bu arag 2 asamali ¢alisir. Ilk asamada protein kodlayan bolgeler Prodigal ile
tanimlanir. ikinci asamada tanimlanan proteinin fonksiyonu veritabaninda bulunan proteindeki
benzerlikleriyle karsilastirilarak tahmin edilir. RAST serveri protein kodlayan genler, tRNA ve rRNA
genlerinin tanimlanmasini saglar ve farkli formatlarda kullanish ¢iktilar verir.
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Bu araclarla elde edilen ciktida hipotetik protein olarak tanimlanmig bdlgelerin fonksiyonlarinin tahmini
icin ayrica BlastP ile benzerlik karsilagtirilmasi ile yapilabilir. Benzerlik aragtirmasia ek olarak protein
domainlerini tanimlayarak fonksiyon tahmini yapilabilir. Bunun i¢in farkli protein veritabanlarina kars1
InterPro ve HMMER kullanilabilir. tRNA genlerinin aragtirilmasi veya dogrulanmasi i¢in tRNAscan-
SE ve ARAGORN programlari kullanilabilir. ARAGORN ayrica Transfer-messenger RNA (Tm-RNA)
genlerini de arastirabilmektedir. Virulans genlerinin ve antibiyotik diren¢ genlerinin varliginin
aragtiritlmasi VirulenceFinder 2.0 ve ResFinder 4.1 programlari ile yapilabilir.

d) Filogenetik analiz

Yakin zamana kadar fajlarin filogenetik analizi elektron mikroskobu goriintiilerine dayanarak yapilirken
glinlimiizde sekanslama tekniklerinin gelismesiyle genom sekansindan faydalanarak yapilabilir hale
gelmistir. Yapilan analiz ile fajin cins ve tiir diizeyi belirlenebilmektedir. Bu analiz i¢in farkli yontemler
kullanilmaktadir. VICTOR programi genom/proteome diizeyinde, Viptree programi ise proteom
diizeyinde referans faj sekanslariyla veya kullanici tarafindan temin edilen faj sekanslariyla
karsilagtirma yaparak filogenetik aga¢ olusturmaya imkan saglamaktadir. Bu yontemlerden farkli ve
yaygim olarak kullanilan diger yontem tek bir proteinin DNA veya amino asit sekansina dayali
filogenetik agac¢ olusturulmasidir. Bu yontemde genellikle major kapsid proteini veya biiyiik terminaz
alt linitesi siklikla kullanilmaktadir.

6) Karsilastirmali genomik

Iki veya daha fazla faj arasinda yapilan genom karsilastirmas: genomlarda bulunan ortak DNA/protein
sekanslariin belirlenmesinin yani sira her bir genoma 6zgii DNA/protein sekanslarmin da tespit
edilebilmesine imkan vermektedir. BlastN, tBlastx, Artemis Comparison Tool (ACT) ve geneCo siklikla
kullanilmaktadir. Karsilagtirmasi yapilan genomlarin gdsterimi igin Kablommo ve Easyfig programlari
yaygin olarak kullanilmaktadir.
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Tarihce

Faj gosterim teknigi, hedef molekiile yiiksek afiniteye sahip peptid/protein elde etmek ve tanimlamak
icin kullanilan etkili bir molekiiler biyoloji teknigidir. 1980’lerin baginda George P. Smith, yabanci
peptidlerin bakteriyofajlarm yiizey proteinlerinde gosterilebilecegini kesfetti. Bir peptidi kodlayan gen,
fajin yiizey proteinine ait bir gen ile fiizyon yapildiginda, ortaya ¢ikan fiizyon protein, faj genomu
paketlenirken yapiya dahil edildigini ortaya koydular. Faj yiizeyinde gosterilen peptid spesifik bir
molekiille giiclii bir etkilesim kurabilirse bu peptide ait gen dizisi faji izole ederek elde edilebilir. Smith
ve ekibi 1985 yilina gelindiginde antikorlarin (anti-EcoRI) Fab domainine baglanan peptidleri (EcoRI
domainleri) izole ederek faj gosterim tekniginin giiciinii ortaya ¢ikardilar (Smith, 1985). Aym yillarda
Gregory P. Winter ve ekibi antikor ¢caligmalart ile ileride yapilacak dnemli kesiflerin 6niinii agtilar. Daha
sonraki yillarda, RA Lerner ve ekibi (1991) influenza viriisiine karsi insan antikorlarini izole etmede faj
gosterim tekniginden yararlandi (Barbas ve ark., 1991). Bu kesif faj gosterim teknigi igin biiyiik bir
adimdi. Ciinkii insan patojenlerine kars1 yliksek afiniteye sahip antikorlar {iretilebilecegini kanitlayan
ilk ¢alismaydi.

Yillar icinde faj gosterimi giderek onem kazanmig ve ilag gelistirmeden protein-protein etkilesimi
caligmalarina kadar pek ¢ok alanda kullanilmaya baglanmistir. Protein miithendisligi ¢aligmalari ile 2018
yilinda George P. Smith, Gregory P. Winter ve Frances H. Armold Nobel kimya ddiiliinii kazandilar
(Smith ve ark. 2018). Faj goriintiileme tekniginin protein miihendisligindeki bu basarist ve 6nemi, ona
kesif ve inovasyon tarihinde bir yer kazandirmistir.

Ff Siifi Fajlarin Ozellikleri

Smith’in kismi (partial) proteinlerin plll proteinine fiizyon yapilabildigini kesfetmesi, 90’1 yillarda
farkli calisma gruplarinin katkilariyla proteinlerin tamaminin (whole) da plll proteininde gosterilebildigi
farkedildiginde bir siiredir duragan devam eden arastirmalarin hiz kazanmasini sagladi (Hudson, 1998;
Jespers, 1994; Smith, 1995; Winter ve Mistein, 1991). 1990’lardan giinlimiize kadar biiyiik gelismeler
kateden faj gosterim teknigi, >10%° varyanti tek seferde test edebilir hale geldi.

Faj gosterim tekniginin uygulanigini anlayabilmek i¢in Oncelikle kullanilan bakteriyofaji tanimak
gerekir. Oncelikle bakteriyofajlarin canli sistemler oldugu unutulmamahdir ve gdsterim yapilirken
yasamsal dongiilerine zarar verecek islemlerden kaginilmalidir. Ayni zamanda fajlar yasam dongiilerini
devam ettirebilmek icin bir konaga ihtiya¢ duyarlar. Konak-faj arasi etkilesimlere zarar verecek iglemler
elde edilecek faj kiitiiphanesinin biiyiikliigiinii ve hatta varligini tehlikeye atabilir. Bu olumsuz etkiler
bazen dogrudan gozlenebilirken (faj iiretiminin engellenmesi) bazen de farkedilmez (hedef molekiile
spesifik fajlarin olmamast).

Faj gosteriminde siklikla tercih edilen ff sinifi flamentous fajlar ssDNA’ya sahip Escherichia coli’yi F
pilusundan enfekte ederler. Ff sinifi flamentous fajlardan olan m13, ff, fd fajlari, %98 oraninda genom
benzerligi tasirlar. Dogal formu 0,8-0,9 um uzunluga sahip ¢ubuk sekilli fajlardir. Rekombinant ff
fajlarinin uzunlugu igine klonlanan DNA’ya bagli olarak uzayabilir. Ff fajlar litik veya lizojenik 6zellik
gostermekten ¢ok parazitik 6zellik gosterirler. Nadiren genoma entegre olurlar ve hiicreleri 6ldiirmeden
kendilerini ¢ogaltirlar. Enfekte konaklar yasamsal faaliyetlerini devam ettirirlerken fajlar kendilerini
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periplazmaya sentezleterek cogalirlar. Ancak konaklarinin biiylime ve boliinme yeteneklerini 30-50%
oraninda azaltirlar. Enfekte bir konak her bir biiylime-bdliinme dongiisiinde 200-2000 M 13 faj1 iiretebilir
(He, 2012; Bradbury ve ark., 2011).

M13 faji1 6.4 kb biiyiikliigiinde 11 gen iceren bir ssDNA’ya sahiptir. Konak i¢inde ¢ift iplik formda
bulunabilirken kapsid igerisinde tek iplikli formda bulunur. 11 genin 5 tanesi yapisal (p3, p6, p7, pS,
p9); 3 tanesi faj sentezi i¢in gerekli (p1, p4, p11); bir tanesi (p5) tek iplikli DNA nin tutulmasi ve kapsid
icerisine ulagtirilmasi ve 2 tanesi (p2, p10) replikasyonla iliskilidir.

P2; 410 a.asitten olusan, topoizomeraz ve endoniikleaz aktivitelerine sahip komplement iplikten faj
DNA’s1 iiretmede gorevlidir. P10; 111 a.asitten olusan ve p2 igerisinden sentezlenen, viral yasam
dongiisiinde p2 proteinini inhibe etmede gorevlidir. PS5, 87 a.asitten olusan dimer halinde bulunan bir
proteindir. Tek iplikli DNA baglamada gorevlidir. P8; 50 a.asitten olusan major kapsid proteinidir. Her
bir fajda yaklasik 2800 kopyaya sahiptir. P3, p6, p7, p9; fajlarin u¢larinda bulunan kapsid proteinleridir.
P7 33 a.asit, p9 32 a.asitten olusur. p7 veya p9 yoklugunda neredeyse hig faj iiretilmez. P3 406 a.asit,
p6 112 a.asitten olusur. Konak hiicreye baglanmada gorevlidirler (Barbas ve ark., 2001).

Sekil 1. Farkli viral ve konak hiicre proteinlerinin faj iiretimindeki fonksiyonlari.

Faj genomunun replikasyonu soyle gerceklesir; kapsid igerisinde ssDNA igeren fajlar konagi F pilustan
enfekte ederler. Sitoplazmaya ulagan ssDNA (+), konak enzimleri yardimiyla tamamlayici ipligini (-)
sentezletir. Bu ¢ift iplikli DNA (dsDNA) parental veya replikatif form (RF) olarak adlandirilir. Konak
hiicre bagina 100 kopya olasiya kadar RF kopyalanmaya devam eder. Son asamaya gelindiginde RF yeni
faj DNA’lar1 (ssDNA) i¢in taslak olarak kullanilir. P2 RF’in (+) ipliginde kirik olusturur ve “yuvarlanan
halka” modeliyle yeni ssDNA ’larm sentezini saglar. Uretilen ssDNA yine p2 yardimiyla halkasal forma
dontistiiriiliir ve pV dimerleri tarafindan tutulurlar. Membranda sentezlenen faj partikiilleri yeterliyse
pV’e bagli ssDNA membrana tasinir ve faj partikiillerinin igine aktarilir (Kehoe ve ark., 2005).

Serbest faj partikiillerinin enfekte etme yetenegini p3 proteini belirler. P3 proteinin N2 domaininin F
pilusa tutunmasiyla enfeksiyon baglar. Ardindan N1 domaini konagin TolA (TolA-D3) reseptorii ile
etkilesime geger. Ardindan faj DNA’s1 konak hiicre igerisine aktarilir.
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Sekil 2. Serbest faj partikiiliiniin konak hiicreye tutunmasi (iistte). p3 N2 domaini F pilusa baglanir
ardindan N1 domaini TolA reseptdriine tutunur. P3 proteinin N1 domaininin (agik renkli) TolA
reseptorii (koyu renkli) ile etkilesimi (altta). Ok ile gdsterilen kisim gdsterimi yapilacak peptidin

ekledigin N terminal. Gosterim teknigi ile flizyonu yapilan peptid p3-N1 ile TolA-D3’lin etkilesimini
engellemez.

Gosterim teknigi

Gosterim teknigi, bir proteinin tasiyici organizmanin yiizeyinde gosterilmesi ve bu proteinin daha sonra
diger molekiillerce taninmasmi saglayan bir tekniktir. Bu yontem, proteinlerin hizli bir sekilde
taranmasina ve diger molekiillerle etkilesimlerinin incelenmesine olanak tanir. Gosterim teknigi ile
sentezlenen proteinden, onu sentezleyen mRNA veya DNA dizisine hizli bir sekilde ulasilabilir.
Gosterim teknigi kullanilan tagiyiciya bagl olarak farkli sekillerde uygulanabilir. Tagiyici sisteme bagh
olarak hiicre yiizey gosterimi, ribozom gosterimi, mRNA g6sterimi ve faj gosterimi olarak adlandirilirlar
(Georgiou ve Valax, 1996; Boder ve Wittrup, 1997).

Ribozom ve mRNA gosterim tekniklerinde ilgili gene ait olan mRNA ile sentezlenen proteinin
birbirinden ayrilmas1 engellenir. Boylece ilgili proteine spesifik molekiil yardimiyla proteinin
sentezlenmesini saglayan mRNA’ya ulasilir (Hanes ve Pluckthun, 1997). Hiicre yiizey gosterimi ve faj
gosterimi tekniginde ise hedef proteine ait gen hiicre yiizey proteinlerine ya da faj proteinlerine fiizyon
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yapilir. Boylece hedef proteine spesifik molekiiller yardimiyla gdsterimi yapilan peptide ait genetik
materyale ulagilir.

Faj gosteriminde vektor olarak faj DNA’s1 kullanilir. Fakat biitiin bir faj genomunu kullanmak her
zaman iyi degildir. Cift iplikli faj genomunu ¢ok miktarda elde etmek miimkiin degildir. Ciinkii iiretilen
fajlar ssDNA’ya sahiptir ve ¢ift iplikli DNA’larimi elde etmek plazmid elde etmeye oranla daha zordur.
Bu sebeple fajemid denilen yardimer vektorlerden faydalanilarak gosterim verimi artirilmistir. Fajemid,
p3 proteini genine sahip (bazi durumlarda p8) bir plazmiddir. Fajemidde olusturulan fiizyon diger faj
proteinlerinin iiretilmesini saglayacak olan “helper fajin” konag1 enfekte etmesiyle rekombinant fajlarin
yapisina katilabilecektir. Helper faj ile enfekte edilmis olan konak hem fajemid hem helper faj
genomuna sahip olacaktir.

Enfekte konak tarafindan tretilen faj partikiilleri, hiicreden ayrilirken iglerine ssDNA alacaklardir.
Burada faj partikiillerinin helper veya fajemidi almasi tamamen olasiliksaldir. Fakat rekombinant faj
partikiillerinin igerisine helper faj genomunun girmesi istenmeyen bir durumdur. Ciinkii rekombinant
faj ile tekrar enfeksiyon gerceklestirildiginde hiicre igerisine fajemid DNA’s1 girmemis olacaktir. Tekrar
faj tiretimi gerceklestirilirken iiretilen fajlar gosterimi yapilan peptidi yiizeylerinde gosteremez hale
geleceklerdir. Bunun 6niine gegmek icin helper faj genomunda tek iplik iiretiminin saglandigi faj
replikasyon orijininin biitinliigiiniin bozulmasi1 gerekmektedir. Bu orijine klonlanan direng geni ile
M13KOT7 helper faj1 elde edilmistir. Ayni zamanda diren¢ geninin yaninda p15A orijini de eklenerek faj
proteinlerinden bagimsiz sekilde replikasyonu saglanmistir. Boylece konak hiicre igerisinde fajemid ve
helper faj varken, iiretilen faj partikiillerinin i¢ine fajemid DNA’lann daha ¢ok girecektir. Bu sayede
iiretilen rekombinant faj partikiilleri ile tekrar enfeksiyon saglandiginda fajemid DNA’s1 konak hiicre
icerisine girebilecek ve yeni rekombinant faj partikiilleri iiretilmesinin devamlilig1 saglanabilecektir.

Not: Ff smifi faj gosterim tekniginde, hiicre veya faj DNA’s1 mutasyon gegcirirse, faj iiretim hizi
etkilenecegi igin tespit etmesi diger fajlara oranla daha kolay olacaktir. Ornegin faj DNA’sinda meydana
gelen bir mutasyonla konak membraninda p3 ve pl birikmesi gerceklesecek ve bu birikme membran
biitlinligiine zarar vererek konak hiicrenin Olmesine sebep olacaktir. Aymi sekilde faj iiretimini
kisitlayacak mutasyonlar konakta gerceklesse bile membranda p3 birikmesine sebep olacaktir.
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Sekil 3. Fajemid gosterim vektorii (solda). Icerisinde antibiyotik direng geni, faj orijini, plazmid orijini

ve faj yiizey proteinine ait gen dizisi tagirlar. M13k07 yapisi (sagda); p2 geninde Met40Ile mutasyonu
tasir. Ayrica faj orijininde kanamisin direnci ve p15a plazmid orijini tagirlar.
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Faj gosterim tekniginin uygulanisi

Faj gosterim teknigi uygulanisi anlatimimda pComb3 fajemidi ve M13KO7 helper faj1 temelli teknik
temel alinmistir. Farkli vektorler igin uygulanig protokolleri degisiklik gosterebilir.

Oncelikle pComb3 fajemidi ampisilin igeren besiyerinde inkiibe edilmis bakteri igerisinden plazmid
izole ederek elde edilir. pComb3 iizerindeki uygun restriksiyon enzimleri ile (Xhol - Spel) kesilen hedef
molekiile afiniteye sahip olmasi beklenen gen ve pComb3’iin ligasyonu saglanir. Elde edilen fajemid
plazmidi konak E.coli hiicresine transforme edilir. Bu asamada kullanilacak konagin F+ veya Hfr olmasi
onemlidir. Ardindan ampisilin i¢eren besiyerinde biiyiitiilen hiicrelere helper faji genomu iceren fajlar
eklenerek inkiibe edilerek enfekte etmeleri saglanir. Bu asamada konak igerisinde hem fajemid hem
helper faj genomu bulunmaktadir. Fajemid iizerindeki ampisilin diren¢ geni ampisilinli ortamda
biiylimeye izin verirken helper faj {izerindeki kanamisin diren¢ geni kanamisinli ortamda biiyiimeye izin
verir. Her plazmidi igeren konaklar ampisilin ve kanamisin igeren besiyerine ekilerek inkiibe edilir. Bu
inkiibasyon sonrasinda besiyerinde yiiksek titrede faj iiretilir. Konak hiicrelerin ortamdan
uzaklastirilmasiyla elde edilen rekombinant fajlar secilim yapilmak tizere kullanilir (Deutscher, 2010).

Segilim asamasinda hedef molekiil bir yiizeye sabitlenir. Onceki basamakta elde edilen rekombinant
fajlar bu yiizey ile inkiibe edilir ve hedef molekiile afinite gosteren fajlarin baglanmasi saglanir. Hedef
proteine afinite gdstermeyen fajlar yikanarak uzaklastirilir. Hedef proteine afiniteye sahip fajlar elde
edilerek tekrar konak ile muamele edilir ve enfekte etmesi saglanir. Rekombinant faj ile enfekte olmus
konak hiicreleri ampisilinli besiyerinde biiyiitiiliir ve tekrar helper faj ile enfekte edilirler. Bu basamaklar
3-5 defa tekrarlanir ve her dongiide afinitesi daha yiiksek olan rekombinant fajlarin elde edilmesi
saglanir.

Promoter 6x Histag

VH domam a p3 proteini

TAG kodu
XL1 Blue pComb3XSS L ]

l inkiibasyon
Elektrutransformasvon
XL1 Blue Faj Gretimi
—

l inkiibasyon

Titrasyon \

manvenk bead

transfeksiyon
transfeksiyon
Final ellisyon
transfeksiyon
EIUSVU"
S
~

S

Sekil 4. Faj gosterim tekniginin uygulanis.
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Faj Gosterim Kiitiiphanelerinin Kurulmasi

Faj gosterimini etkin bir sekilde uygulamak i¢in baslangigta sahip olunan kiitiiphanenin yeterince genis
olmas1 onemlidir. Fakat bazi durumlarda kiitiiphane yeteri kadar biiyiikk olmaz. Bu gibi durumlarda
aragtirmacilarin miidahalesiyle kiitiphanede mutasyonlar olugturmak kiitiiphaneyi biiyiitmek i¢in etkili
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bir yontemdir (Sblattero ve Bradbury, 2020; Majewska ve ark, 2020; Janda ve Sidhu, 2010).
Kiitliphaneyi biiyiitmek i¢in kullanilan farkli yontemler vardir.

Oligoniikletoid temelli mutagenez proteinlerde kontrollii mutasyon olusturmak icin kullanilan bir
yontemdir. Dejenere primerler kullanilarak proteinlerin hedef bolgelerine karsilik gelen niikleotidlerde
mutasyonlar olusturur. Bunun yanmda mutasyonu tasiyan ¢ift iplikli bir oligo dsDNA ile ligasyon
yapilir. Araya eklenen bazlar ile mutasyon saglanmig olur. Ayrica PCR temelli yontemler de vardir.
PCR ile iki sekilde mutasyon gergeklestirilebilir; OE-PCR teknigi ile primer uglarina eklenen
komplement kuyruklar ile iki farkli amplikon birlestirilir. Boylece kuyruk yardimiyla araya baz
eklenebilir veya ilgili bolgedeki bazlar degistirilebilir. Bunun disinda inverse PCR ile dejenere primerler
ile fajemid komple ¢ogaltilarak tekrar ligasyonu gerceklestirilir.

Hedef proteinin hangi bolgesinde mutasyon yapilmasi gerektigi bilinmedigi durumlarda rastgele
mutagenez teknigi kullanilabilir. Nitrdz asit, hiroksilamin, metoksilamin, sodyum bisiilfat gibi kimyasal
ajanlar ile mutasyon indiiklenebilir. Kimyasal yontem disinda Taq DNA polimerazdan da yararlanilarak
mutasyon olusturulabilir. Taqg DNA polimeraz 3°-5’ diizeltme yapamayan bir polimerazdir. Buna bagh
olarak hata yapmaya meyillidir (baz basina 10 hata ihtimali). Ayrica Tag DNA polimerazin optimum
sartlar1 bozularak da hata yapma orani artirilabilir. Bunun i¢in kullanilan tamponun pH’1i, Mg
konsantrasyonu, Mn konsantrasyonu ve dNTP oranlar1 degistirilerek polimeraz hata yapmaya
zorlanabilir. Ayrica PCR’1n baglanma sicaklig1 diisiiriilerek veya uzama asamasi gereginden fazla uzun
tutularak polimeraz hata yapmaya yonlendirilebilir.

Bir diger teknik ise DNA shuffling olarak adlandirilan bir yontemdir. Bu yontemde farkli kaynaklardan
aliman DNA kaynagi DNaz I kullanilarak fragmante edilir, ardindan PCR ile tekrar birlestirilirler.
Boylece farkli kaynaklardan gelen DNA’lardan fiizyon olusturulur.

Fiziki bir DNA kaynagina ihtiyag duymadan da kiitiiphane olusturulabilir (Georgiou ve Iverson, 2014;
Sidhu ve Fellouse, 2006). Bu kiitiiphaneler biyoinformatik olarak belirlenen farkli mutasyonlara sahip
genlerden olusur. Ardindan sentezlenen gen ile faj gosterim teknigi yardimiyla spesifitiye sahip dizi test
edilir.

Table 1 Useful Degenerate Codons

No. of
Codon  Description Amino acids® Stop codons codons”
NNN All 20 amino All 20 TAA, TAG, 64
acids TGA
NNK or All 20 amino All 20 TAG 32
NNS acids
NNC 15 amino acids A C D F G, None 16
H. L N,P.R,
ST, V.Y
A, B. C. * NWW  Charged, D,EF HLE TAA 16
hydrophobic LN QV,Y
* * RVK Charged, ADE G H K, None 12
hydrophilic N.R, 5T
- —?\/K DvT Hydrophilie A C D G N, None 9
/ N S, T.Y
f \ 7 T4 ligase NVT Charged, C,D,G H N P, None 12
| f' T7 polymerase £ cal hydrophilic RS T, Y
~ ’ _——— NNT Mixed AD G HILL, None 16
it PO N,B,R, S, T,V
<5-ONA COO-de.DNA ,"{/ \\ \II vwWC Hydrophilie A,RI.),SSI:FH, N, P, None 9
!| l\ wiktyoe J,I !l NTT Hydrophobie F.LLV None 4
AT ) RST Small side chains A, G, S8, T None 4
So=- TDK  Hydrophobic C,F,L,W,Y TAG 6

——

Sekil 5. Oligoniikleotid temelli mutasyon.
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Faj Gosterim Teknolojisinin Kullanim alanlari;

Faj gosterim tekniginin gelistirilmesi ile bir¢ok alanda ¢alismalar hizlanmigtir. Gosterim tekniginden
once bir peptidin hedef molekiille etkilesimini incelemek olduk¢a zor ve maliyetliydi. Olusturulan
kiitiiphane bilesenlerini ayr1 ayri test etmek gerekirdi. Faj gosteriminin kesfiyle >10%° farkli peptidi tek
seferde test etmek miimkiin hale gelmistir. Boylece protein-protein etkilesimi, ilag tasarimi gibi alanlar
da dahil bir¢cok alanda hizli1 ve ucuz bir yontem olarak kullanilmaya baslanmis ve giiniimiizde yeni
peptidler tasarlamada vazgegilmez bir ara¢ haline gelmistir (Pande ve ark., 2010; Tavassoli, 2012;
Diibel, 2007; Bradburry ve ark., 2011; Rakonjac ve Bennett, 2016).

Faj gosterim teknigi, bir antikor havuzundan spesifik bir antijene kars1 etkili antikorlar1 tespit etmede
kullanilabilir. Antikorlar tespit ederek yeni tan1 yontemleri gelistirilebilir veya spesifik antijenlere karst
as1 adaylan belirlenebilir. Ayrica ticari olarak 6nem tasiyan enzimlerin stabiliteleri ve aktivitelerini
artirmak i¢in mutasyonlar olusturularak test edilebilir. Bazi istenmeyen enzimlere karsi inhibitor
tasarlanabilir. Baz1 fonksiyonel proteinlerin epitoplar1 tespit edilebilir. Immiinize veya sentetik antikor
kiitiiphaneleri (>10? farkli antikor) olusturulabilir. Tan1 ve tedavide kullanilan mevcut antikorlarin
afiniteleri gelistirilebilir.

ey

Amplified phage display library

In situ target In vitro whole cell In vivo target Ex vivo target capture In-human in vivo
immobilization target capture capture in tumor in excised tumor target capture

i

Elution of target-specific phages

Sekil 6. Faj gosterim tekniginin kullanilabilecegi ¢calisma alanlari.

Sonug¢

Bakteriyofajlar ilk kesfedildiklerinde bakteriyel hastaliklar tedavi etmede kullanilmigti. Antibiyotigin
kesfi ile fajlara olan ilgi zamanla azaldi. Fakat ilerleyen yillarda George P. Smith’in fajlarin protein
calismalart i¢in bir platform olabileceklerinin kesfetmesiyle fajlar tekrar 6nem kazandi. Devaminda,
Francis H. Arnold’un enzimlerin direkt evrimi ¢alismalarinin faj gosterim teknigi ile uygulanmasiyla
yeni peptid kokenli ilag ve arastirmalar hiz kazandi. 2002 yilinda Humira’nin (Adalimumab), TNF alfa
inhibitorii, FDA onay1 almasi ve devaminda ¢ok basarili olmasiyla faj gdsterim tekniginin 6nemi bir kez
daha anlasildi. Gliniimiizde faj gosterim teknigiyle gelistirilmis >50 antikor kokenli ilag onay almus,
yaklagik 500 ilacin ise klinik ¢alismalart devam etmektedir. Terapdotik antikor kesfinin yaninda protein-
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protein etkilesimi, enzim aktivitesi ve stabilitesi ¢alismalarinda da oldukea etkili bir yontem olan faj
gosterim tekniginin 6nemi giin gegtikge artmaktadir.
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Kaynaktan faj izolasyonu

Kaynakta bakteriyofaj varliginin tespiti ve izolasyonu i¢in Agar spot-test ile ikili agar kaplama

olmak tizere iki ayr1 yontem kullanilacaktir.

Faj kaynagi olarak hastane kanalizasyon suyundan alinan su 6rnegi kullanilacaktir ve bu
kaynaktan Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae ve
Staphylococcus aureus bakterilerine karsit etkili fajlarin  tespiti ve izolasyonu

gerceklestirilecektir.
Agar spot-test ile faj varhiginin taranmasi

1- Ham kaynaktan 10 ml steril falkon tiipe aktarilir.
2- 5000 rpm de 10 dakika santrifiij edilir.

3- Siipernatant siringa ile ¢ekilir, pellet atilir.

4- Siipernatant, 0.22 um por ¢apina sahip siringa uglu filtreden gegirilerek steril falkon
igerisine alinir.

5- 100 pl gecelik indikator bakteri kiiltiirii, 45-50°C'ye sogutulmus 5 ml yumusak agara
(0,5% wiv agar) eklenir.

6- Karisim hizlica vortekslenir ve dnceden hazirlanan alt agar (1,5% w/v agar) tlizerine
yayilir.

7- Yumusak agarin kurumasi i¢in petri 15 dk oda sicakliginda bekletilir.

8- Adim 4’te hazirlanan filtrattan 10 pl alinip petri iizerinde isaretlenen bolgeye
mikropipet yardimryla damlatilir. Istenirse seri diliisyon yapilabilir.

9- Damlalar kuruyana kadar petri oda sicakliginda bekletilir.

10-37°C’de gecelik inkiibasyona birakilir.

11- Ertesi giin petri iizerine damlatilan bolgeler litik faj varlig1 agisindan degerlendirilir.

Ikili agar kaplama

1- Kaynaktaki faj titresinin seyreltilmesi i¢in, 900 ul SM buffer [(100 mM NaCl, 8 mM
MgS0O4.7H20, 50 mM, Tris—HCI [pH 7.5] igerisine 100 pl faj filtrat1 eklenir, pipetajla
karistirilir bu 1. diliisyondur (1072).

2- 1. diliisyondan 100 pl bir sonraki tiipe gegilir ve bu islem 10°ya kadar devam eder
(Resim 1).
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Seri diltisyon

10 100ul 100 ul
ﬁ e T e S Y T
107 107 100 10 10° 10° 10" gecelik bakteri
AR N
[ N ‘ \‘ H — {iul 100U =
W i | LY :.'Ej ::;1 :: f ’.j;.. /o .::;- Yumusak Agar '::.. ;::-
Faj filtrati 1 ) : " ' | p N
vV :' =
900 ul SM buffer \
\7’
Alt Agar

3- 100 pl gecelik indikator bakteri kiiltiirii ve 100 pl diliisyon 6rnegi, 45-50°C'ye
sogutulmus 5 ml yumusak agar igerisine inokiile edilir.

4- Karisim vortekslenir ve dnceden hazirlanan alt agar (1,5% w/v agar) iizerine yayilir.
Bu islemler her bir diliisyon i¢in ayr1 ayr1 yapilir.

5- Petriler, yumusak agar katilasana kadar oda sicakliginda bekletilir.

6- 37°C’de gecelik inkiibasyona birakilir.

7- Ertesi giin, her bir diliisyon i¢in olusan faj plaklar incelenecektir.

Tek Plak izolasyonu ile Bakteriyofaj Saflastirma

1- ikili agar kaplama sonrasi tek plak olusumu gozlemlenen petrilerden kesik pipet ucu
yardimziyla sinirlart belirgin bir plak secilip alinir.

2- Plak, 10 ml steril LB-Broth igeren falkon tiipe aktarilir ve vorteklenir.

3- Fajin besiyerine difiizyonu i¢in 10 dakika oda sicakliginda bekletilir.

4- Plak+LB-Broth igeren tiipe 100 pl gecelik indikator bakteri kiiltiirti eklenir.

5- Kiiltiir igerisine (Plak+LB-Broth+bakteri) 50 pl CaClz (1M) soliisyonu eklenir ve
5mM final konsantrasyonu elde edilir. Vorteks yardimiyla iyice karigtirilir.

6- 37°C’de gecelik inkiibasyona birakilir.

7- Ertesi giin, kiiltiir >10000 rpm de 10 dakika santrifiij edilir.

8- Siipernatant, 0.22 um por ¢apina sahip siringa uglu filtreden gegirilerek steril ependorf
igerisine alinir.

9- Elde edilen faj filtrat1 +4 °C’de saklanir (1. Plak saflastirma).

10- Fajin saf olarak izole edilebilmesi i¢in, ikili agar kaplama ve plak saflastirma isleminin

en az 3 kez tekrar edilmesi tavsiye edilir.
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Faj titresinin belirlenmesi

Tek plak izolasyonu ile saflastirilan fajin titresini belirlemek i¢in ikili agar kaplama metodu

uygulanacaktir.

1- Faj titresinin seyreltilmesi icin, 900 ul SM buffer icerisine 100 pl faj filtrat1 (10°)
eklenir, pipetajla karistirilir bu 1. diliisyondur (1072).
2- 1. diliisyondan 100 pl bir sonraki tiipe gecilir ve bu islem 10°ya kadar devam eder

(Resim 1).
Seri dilGisyon

70° 100ul 100 ul

I—‘ P TR T R T R ST R A
107 102 10° 10 105 10% 100 gecelik bakteri

| \\. 3\'\, \ \\. \\. \ \ 100 ul 100 ul = -

v .II:::‘_ J ....:Tj -13::. : Il::::-_ ¢ .:j? ;:::. | | Yumusak Agar :::3:;. ::i::
Faj filtrati : |' ) ' " ) : ) | s M )

V. |

900 ul SM buffer

Alt Agar

3- 100 pl gecelik indikator bakteri kiiltiirii ve 100 ul diliisyon 6rnegi, 45-50°C'ye
sogutulmus 5 ml yumusak agar igerisine inokiile edilir

4- Karisim vortekslenir ve dnceden hazirlanan alt agar (1,5% w/v agar) iizerine yayilir.
Bu iglemler her bir diliisyon i¢in ayr1 ayr1 yapilir.

5- Petriler, yumusak agar donana kadar oda sicakliginda bekletilir.

6- 37°C’de gecelik inkiibasyona birakilir.

7- Ertesi giin, petrilerde olusan plaklar sayilarak ve asagidaki formiil kullanilarak faj
titresi belirlenir.

pfu plak sayist 1000pl
ml _ dilisyon faktori x filtrat hacmi (uD) - ml

8- Faj titresi, bir mililitre 6rnek igerisinde bulunan faj sayisi olup, sonuglar plaque
forming unit (pfu/ml) seklinde verilir.
9- Ornegin, 10 diliisyonuna ait asagidaki ikili agar petrisinden yola ¢ikarak titre hesabi

yaparsak;

42



pfu 46 1000l
ml ~ 10~%x 100ul ml

4.6 x 10 pfu/ ml

— Plak sayisi: 46

Faj konak araligimin belirlenmesi:

Faj konak araligini belirlemek i¢in spot test metodu uygulanacaktir. Yayma ekim seklinde
yapilabilecegi gibi soft agar i¢inde de bakteri ekimi yapilabilir. Burada yayma ekim tarifi

verilmistir.

1- 1 ml gecelik bakteri kiiltiirii alt agar petrisine dokiiliir ve agar ylizeyine iyice yayilmasi
saglanir.

2- Petri kabina 45°C agc1 verilerek sivi kiiltiiriin fazlasi pipetle alinir ve uzaklastirilir.

3- Sivi kiiltiirlin agar tarafindan iyice emilmesi i¢in petri oda sicakliginda bekletilir.

4- Yiizeyi bakteri ile kapli agarin {lizerine 10 pl faj filtrat1 damlatilir.

5- Petri, damlalar kuruyana kadar oda sicakliginda bekletilir.

6- 37°C’de gecelik inkiibasyona birakilir.

7- Yukardaki islemler, test edilecek her bakteri i¢in ayr1 ayr1 yapilir.

8- Ertesi giin petri lizerine damlatilan bdlgelerde zon olusumuna bagh olarak bakterilerin

faja hassasiyetleri belirlenir.

Bakteriyofaj DNA izolasyonu:
DNA izolasyonu i¢in fajin en az 108 pfu/ml titresine sahip olmas: gerekir.

1

Faj filtratindan 2 ml santrifiij tiipiine alinir.

2

2 saat, +4°C’de >13 000 rpm santrifiij edilir.

3- Ust sivi atilarak, pellet 100 ul SM buffer ile homojen hale getirilir.

4- Faj siispansiyonu iizerine 1 ul DNase I (1 U/ul) ve 1 pul RNase A (10 mg/ml) eklenerek

karistirlir.
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5- 37 °C ‘de 30 dakika inkiibasyona birakilir.

6- 70 °C’de 10 dk tutularak enzim inaktivasyonu yapilir.

7- Faj siispansiyonu iizerine 3 pl Proteinaz K (30 mg/ml) eklenerek karistirilir.
8- 55 °C ‘de 60 dakika inkiibasyona birakilir.

9- Volume/Volume (V/V) Fenol:Kloroform:izoamilalkol (25:24:1) karisimi eklenerek
iyice karistirilir ve 5 dakika >10 000 rpm ‘de santrifiij edilir.

10- Ust faz yeni bir ependorfa alinarak 1/10 Volume 3 M NaAsetat pH:5 eklenerek

karistirlir.

11- V/V %100’liik izopropanol veya 2-3 kat Voliimde %100’liik ethanol eklenerek
karistirilip -20 °C’de 20 dakika bekletilir.

12- Daha sonra >10 000 rpm’de 20 dakika +4 “C’de santrifiij edilir.

13- Pellet bozulmadan siipernatant dikkatlice uzaklastirilir ve {izerine %70’lik ethanol

eklenerek >10 000 rpm’de 5 dakika +4 °C’de santrifiij edilir.

14- Siipernatant dikkatlice uzaklastirilarak, pellet kurumaya birakilir ve kuruduktan sonra

50 ul TE soliisyonu (pH 7.5) veya dH20 ile ¢oziiliir.
Faj DNA’sinin restriksiyon profilinin belirlenmesi

Elde edilen fajlarin ayni1 fajlar olup olmadigini molekiiler diizeyde belirlemek i¢in en uygun
yontem restriksiyon enzimi ile kestikten sonra elektroforez profillerinin belirlenmesidir

(RFLP). Bu amagla asagidaki reaksiyon karisimi hazirlanir.

10 pl Faj Total DNA

2 pl Enzim Tamponu

- - 37°C’de 1 saat inkiibasyon
1 pl Restriksiyon Enzimi

7 pl Distile Su

Faj DNA’sinin ve Restriksiyon profilinin Elektroforez ile goviintiilenmesi

1- 1 gagaroz tartilir ve 100 mL 0.5X Tris-Borik Asit-EDTA (TBE) tamponu eklenir.
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2- Mikrodalga firinda iyice homojen hale getirildikten sonra 50-60 °C’ye kadar
sogumasi beklenir.

3- 10 ul SafeView DNA boyasi eklenir ve karistirilir.
4- Agaroz, jel kalib1 i¢ine dokiilerek tarak yerlestirilir ve katilasincaya dek beklenir.

5- Elektroforez tankina alinan jeldeki kuyucuklara 1 pl Loading Dye ile karistirilan 5
ul DNA pipet yardimi ile konulur.

6- 100 Volt, 100 Amperi gegmeyecek elektrik akimi verilerek 30 dk yiirtitiiliir.

7- Daha sonra jel goriintiileme sisteminde incelenir.

Optimal MOI belirleme

Multiplicity of infection (MOI), faj titresinin (pfu/ml) konak hiicre sayisina (cfu/ml) orani, yani

pfu/cfu olarak tanimlanir. Bu test sayesinde ekledigimiz fajlardan ne kadarinin adsorbe

oldugunu, hedefine baglandigin1 ve enfekte ettigini belirleyebiliriz.

MOI deneyine baglamadan 6nce, kullanilacak olan fajin titresi (pfu/ml) ve konake¢1 bakterinin

sayis1 (cfu/ml) 6nceden bilinmelidir.

1

Gecelik konake kiiltiiriinden (~10° cfu/ml) 200 pl almir ve igerisinde 1.8 ml LB Broth
bulunan santrifiij tiipiine aktarilir. Boylece, bakteri kiiltiiriiniin son konsantrasyonu 10°
cfu/ml olur.

108 cfu/ml olarak hazirlanan kiiltiirden 500’er ul 3 farkli ependorfa alinir. Bakteri sayist
sabit kalir.

Titresi 10°, 108 ve 107 pfu/ml faj dilusyonlar1 LB-Broth iginde hazirlanir.

Hazirlanan faj dilusyonlaridan (10° pfu/ml, 108 pfu/ml ve 107 pfu/ml) 500 pl alinir ve
2. adimda hazirlanan sabit sayil1 bakteriler iizerine eklenir. Béylece 108 bakteriye 10°
faj kondugu i¢cin MOI 10 olur, diger tiiplere daha az faj kondugu icim MOI 1 ve 0,1
olur.

Faj+bakteri kiiltlirleri 10 dakika adsorpsiyon i¢in oda sicakliginda tutulur.
Adsorpsiyondan sonra, 3 dakika >13.000 rpm santrifiij yapilir.

Santrifiij sonras1 adsorbe olmayan serbest fajlarin uzaklastirilmasi igin siipernatantlar

dikkatlice uzaklastirilir.
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Serbest fajlarin uzaklastirildigindan emin olmak igin, her bir pellete 1 ml taze LB-Broth
eklenir ve tekrar santrifiijlenir (3 dakika >13.000 rpm). Siipernatantlar dikkatlice
uzaklastirilir.

Her bir pellet 1 ml taze LB-Broth ile resiispanse edilir.

37°C 3 saat inkiibasyona birakilir.

Inkiibasyondan sonra kiiltiirler 3 dakika >13.000 rpm santrifiij edilir .

Stipernatantlar yeni tiiplere alinir ve pelletler atilir.

Stipernatantlarin her birine 10’ar pl kloroform eklenir ve 3 dakika >13.000 rpm santrifiij
edilir (Bu asamada filtre de kullanilabilir).

Her bir MOI’ye ait siipernatantlardan ayr ayr seri diliisyonlar (10%°dan 10®¢ kadar)
hazirlanir.

100 pl gecelik indikator bakteri kiiltiirii, 45-50°C'ye sogutulmus 5 ml yumusak agara
(0,5% w/v agar) inokiile edilir.

Karigim hizlica vortekslenir ve 6nceden hazirlanan alt agar (1,5% w/v agar) petrisi
iizerine yayilir.

14 ve 15. adimlar iki kere daha tekrarlanir ve boylece her MOI degeri i¢in birer petri
hazirlanir.

Yumusak agarin kurumasi i¢in petriler 15 dk oda sicakliginda bekletilir.

Adim 13’te hazirlanan her bir seri diliisyondan 10 pl petri iizerinde isaretlenen
bolgelere mikropipet yardimiyla damlatilir. Bu islem her bir MOI diliisyonu i¢in ayr1
petrilere yapilir.

Damlalar kuruyana kadar petriler oda sicakliginda bekletilir.

37°C’de gecelik inkiibasyona birakilir.

Ertesi giin her bir MOI'ye ait petriler gézlemlenir ve en yiiksek faj miktarinin elde
edilmesini saglayan MOI degeri, optimal MOI degeri olarak belirlenir.

Rediiksiyon deneyi

1-

LB-s1v1 besiyeri igerisinde kiiltiirlenen gecelik konake1 kiiltiiriiniin Optik Dansite
yogunlugu (ODsgo) 6lgiiliir.

Rediiksiyon deneyi i¢in ODegoo: 0.2 gereklidir. Gecelik kiiltiirden 2 ml ODeggo: 0.2
hazirlanir.

Iki ayr1 steril ependorf tiip icerisine 1’er ml olacak sekilde paylastirilir.

Ependorf tiiplerden bir tanesine 100 pl faj filtrat1 (>108pfu/ml) eklenir ve pipetajla

kanistirilir. (Bdylece, tedavi grubu: faj+bakteri olur.).
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Diger ependorf tiip icerisine 100 pl steril LB-Broth eklenir ve pipetajla karigtirilir
(Boylece, pozitif kontrol grubu: sadece bakteri olur.).

Ayrica, bos besiyeri kontrolii icin 1 ml LB-Broth i¢eren bir epenrof tiip hazirlanir
(Boylece, negatif konrol: sadece LB-Broth olur).

Hazirlanan 6rneklerden 96 kuyucuklu well-plate igerisine kuyucuklara 200 ul eklenir.
Toplam 3 grup 6rnekten en az 3 tekrar (kurs i¢in 2 tekrar) olacak sekilde kuyucuklara
ornekler eklenir.

Hazirlanan plagin kapagi kapali olacak sekilde elisa okuyucusu igerisine yerlestirilir.
Elisa okuyucu, ODepo‘de her 2 saatte bir (Her 6l¢iim Oncesi 20 saniye boyunca
calkalama) 16 saat boyunca 6l¢iim yapmasi i¢in ayarlanir (Kinetik 6l¢iim)

Ertesi giin elde edilen ODsoo 0lgiim sonuglari, excel programina islenerek tedavi ve
kontrol grubunun egrileri ¢ikarilip yorumlanir. Béylece fajin kontrole gore bakteri

miktarini ne kadar azalttig1 zaman kars1 belirlenir.

Galleria mellonella enfeksiyonu ve faj ile tedavi deneyi

200 ila 250 mg agirh@indaki ti¢ G. mellonella larvasi rastgele segilir.

Larvalar, 50-55°C’ye 1sitilmis olan distile suya 2-3 kez batirilip ¢ikarilir ve kurutma
kagid {izerinde kurutulurlar (Bu islemin amaci, larvanin daha az ag 6rmesini
saglamaktir).

Kuruyan larvalar ayn petri kaplarina alinir ve 10-15 dk sogukta tutularak
hareketsizlesmeleri beklenir.

Gecelik bakteri kiiltiirii (~ 2 X 10° cfu/ml), x1 PBS kullanirak 10° cfu/ml olacak
sekilde diliie edilir.

Enjeksiyon Oncesi larvalar %70 etanol ile temizlenir.

Insiilin ignesi kullanilarak 10 pl (10° cfu/ml) bakteri larvanin sag tarafindaki sondan
ikinci ayagina enjeksiyonla verilir. Bu islem iki larvaya uygulanir, 3. larvaya bakteri
verilmez.

Larvalar ayn petrilere alinir ve 37°C’de 1 saat bekletilir.

Bakteriyle enfekte larvalardan bir tanesine yine insiilin ignesi ile 10 pl (>10% pfu/ml)
faj, larvanin sol tarafindaki sondan ikinci ayaga enjekte edilir ( Boylece, tedavi grubu:
Bakteri+Faj olur).

Diger enfekte larvaya yine sol tarafindaki sondan ikinci ayaga 10 pl fajsiz SM buffer

enjekte edilir (Boylece, enfeksiyon kontrol grubu: yalnizca bakteri olur).
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10- Son olarak, fajin toksik etkisinin kontrolii i¢in enfekte edilmemis larvaya 10 pl faj
enjekte edilir (Boylece, faj kontrol grubu: yalnizca faj olur).

11- Daha sonra larvalar, ayr1 petriler i¢erisinde 37°C’de gecelik inkiibasyona birakilir.

12- Ertesi giin larvalarin canlili1 kontrol edilir. Dokunmaya yanit olarak hicbir hareket
olmadiginda larvalar 6lii olarak kabul edilir. Ayrica larvalardaki melanizayona da

bakilarak enfeksiyonun ilerlemesi yorumlanacaktir.
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Cahsmada Kullanmilan Besiyerleri ve Tamponlarin Hazirlanmasi

Luria Bertani (LB) -Yumusak Agar (0.5% w/v agar)

Maya ekstrakt1 5,0 g/L; pepton (kazein) 10,0 g/L; NaCl 10,0 g/L, 5 gr/L agar agar karisimi
yeterli miktara distile su ile ¢ozdiiriildiikten sonra son konsatrasyon 10 mM olacak sekilde
CaCl; ilave edilir. Hazirlanan LB-Yumusak Agar besiyeri 121°C’de 15 dakika siire ile
otoklavda sterilize edilir. Akabinde 55-60°C’ye sogutulur ve steril cam tiiplere 5 ml olacak
sekilde dagitilip pamuk ile agizlar kapatilir.

Luria Bertani (LB) -Alt Agar (1,5% w/v agar)

Maya ekstrakt1 5,0 g/L; pepton (kazein) 10,0 g/L; NaCl 10,0 g/L, 15 g/L agar agar karisimi
yeterli miktarda distile su ile ¢dzdiiriildiikten sonra son konsatrasyon 10 mM olacak sekilde
CaCl; ilave edilir. Hazirlanan LB- Alt Agar besiyeri 121°C’de 15 dakika siire ile otoklavda
sterilize edilir ve akabinde ~20 ml olacak sekilde steril petrilere dokiiliir.

Luria-Bertani (LB) Broth

Maya ekstrakt1 5,0 g/L; pepton (kazein) 10,0 g/L; NaCl 10,0 g/L olacak sekilde hazirlanan
karisim yeterli miktara distile su ile ¢dzdiiriildiikten sonra otoklavda 121°C’de 15 dakika siire
ile sterilize edilir.

10X Tris-Borat EDTA (TBE) tamponu pH:8

Trizma Base: 108 g
Borik Asit: 55 g
EDTA:83¢g

Biitiin maddeler bir miktar distile su ile manyetik karistiricida karistirilarak ¢oziiliir ve son
hacim distile su ile 1L ye tamamlanir. Hazirlanan ¢ozeltinin pH’1 8’e ayarlandiktan sonra 121
°C 15 dk siire ile otoklavlanarak sterilize edilir.

0,5 X TBE Tamponu

Yukarida belirtilen sekilde hazirlanan 10x TBE tamponunun 50 ml’si bir meziire alindiktan
sonra distile suyla 1 litreye tamamlanarak seyreltilir.

Saline Magnesium buffer (SM buffer)

1 M Tris-HCI (pH 7.5) den 50 ml, 5.8 g NaCl ve 2g MgSO47H0 1 litreye tamamlanarak
distile suda ¢oziiliir ve ardindan 121 °C 15 dk siire ile otoklavlanarak sterilize edilir.
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Galleria mellonella larvalari icin biiyiime ortami ve hazirlanisi

Malzeme listesi (1 porsiyon, vaklasik 3 kavanoz):

220g misir unu
220g bugday unu
110g siit tozu
110g bal (sitizme)
110g gliserin
55g pakmaya
175g balmumu

Hazirlanisi:

1- Misir unu, bugday unu ve siit tozu tartilip biiyiik bir kap igerisine alinir.

2- Bal, gliserin ve maya cam bir kap icerisinde yavasca karistirilarak 1sitilir (1sitma blogu
iizerinde).

3- Balmumu ayr bir cam kap igerisine tartilip mikrodalga firinda eritilir

4- Kap igerisindeki unlar iizerine 1sitilan karigimlar dokiiliir.

5- Karigimlar hamur kivamini alana kadar iyice yogrulur ve kavanozlara esit sekilde
porsiyonlanir.

Faj Genom Analizi

Faj genom analizinde kullanilabilecek kullanici dostu 2 platform vardir. Bunlar Kbase
(https://www.kbase.us/) ve PATRIC (https://www.bv-brc.org/) platformlaridir. Bu ¢aligmada
Kbase platformu iizerinden ham verilerde kalite kontroliin gergeklestirilmesi ve filtreleme,
assembly islemleri gerceklestirilecektir. Bu platformdan elde edilen ¢iktt PATRIC te anotasyon
ve proteom karsilastirma islemleri gerceklestirilecektir. Kullanacagimiz ham veriler Illumina

sekanslama sonucunda elde edilmistir ve fastq formatindadir.
Ham verilerde (raw data) kalite kontroliin gerceklestirilmesi ve filtreleme

Oncelikle ham verilerin Kbase platformuna yiiklenmesi gerceklestirilecektir. I1llumina
sekanslamasi sonucunda forward ve reverse olarak tanimlanabilen 2 ayr1 fastq dosyasi bize
sunulacaktir. Her bir dosya single end library olarak tanimlanmaktadir ve non-interleaved
formdadirlar. Bu 2 single end librarydeki okumalar birbirlerine complement haldedir. Bu
sebeple, onlar1 paired end (¢ift uglu) library haline getirilecektir. Cift u¢clu okumanin avantaji,
genomdaki cesitli okumalarin farkli konumlarini tanimlama yetenegini gelistirerek, gen
eklemeleri, silmeleri veya inversiyonlari gibi yapisal yeniden diizenlemeleri ¢6zmede tek uglu

okumaya gore ¢ok daha etkili olmasidir. Kiitiiphaneyi sisteme yiikleme ve ¢ift uclu kiitiiphane
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haline getirme isleminden sonra FastQC programui ile kalite analizi yapilacaktir ve FastQC
raporu elde edilecektir. Bu rapor analiz edilen okuma igin dosya adi, dosya tiirii, kodlama,
toplam diziler, diisiik kalite olarak isaretlenen dizilerin sayisi, dizi uzunlugu ve %GC gibi

istatistikler saglar.

Filtreleme islemi i¢in platformda bulunan Trimmomatic programi kullanilacaktir. Bu program
okumalarda bulunan adapter sekanslarin1 ve diisiik kalite olarak isaretlenen sekanslari
kiitiiphaneden ¢ikarir. Boylece, ¢ikt1 olarak saglanan dosya yiiksek kaliteli sekanslar1 ve

genoma ait sekanslari icerir. Cikt1 fastq formatindadir.
Assembly

Onceki adimda elde edilen yiiksek kaliteli sekanstan (.fastq) assembly gerceklestirilecektir.
Bunun i¢in 3 farkli assembly araglar1 kullanilacaktir ve fasta formatinda contigler elde
edilecektir. Farkli araclardan elde edilen contigler QUAST kullanilarak degerlendirilecektir.
QUAST raporunda en uzun contig boyutu, olusan contig sayisi, GC%’si, N50 ve L50 degerleri
bulunacaktir. Bu sonuglar karsilastirildiginda en iyi sonucu veren assembly aracindan sonuglar
fasta formatinda kaydedilecektir. Olusan contigler BlastN ile arastirilacaktir ve faj genomunun

bulundugu contig sonraki asamalarda kullanilacaktir.
Anotasyon

1) Onceki asamada assembly ile olusturulan faj genomuna ait DNA sekansinin anotasyonu
PATRIC platformunda bulunan RAST araci ile gergeklestirilecektir. Fasta formatindaki
contig platforma “contig” tipinde yliklenecektir. Daha sonra anotasyon tipi bakteriyofaj
olarak secilecektir. Taksonomi ismi Bacteriophage sp. (38018) veya tahmin edilen bir
bakteriyofaj tiirli varsa onun adi girilerek secilir. Ciktinin ismi ve depolanacagi
belirlendikten sonra anotasyon baslatilir. Bu islem sonucunda platform bize anotasyonu
gerceklestirilmis olan faj genomuna farkli formatlarda dosyalar (.gb, .gff, .genome,
.embl) verir. Bunlarin yani sira anote edilmis DNA fragmanlarinin DNA sekans1 ve
kodlanan proteinlerin amino asit sekansi fasta formatinda verilir.

2) tRNA’larin tespiti i¢in tRNAscan-SE (http://lowelab.ucsc.edu/tRNAscan-SE/) araci

kullanilacaktir. Fasta formatindaki contig sisteme yiiklenecek ve default modda arag
calistirilacaktir. Cikt1 olarak genomda kodlanan tRNA’lar ve lokasyonlari ile anti-kodon
sekans1 bu noktada belirlenecektir. tRNA tespitini RAST arac1 da yapmaktadir. Bu

sebeple, karsilastirarak dogrulamak yeterlidir.
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3) Genom igerisinde istenmeyen genlerin varligi (antibiyotik direng¢ genleri ve virulans
genler) VirulenceFinder 2.0 ve ResFinder 4.1 programlari ile taranacaktir.

4) Anotasyon sonucunda hipotetik protein olarak atanmis proteinlerin fonksiyonuna dair
tahminler 2 farkli yolla yapilacaktir. Ilki homoloji gdsteren proteinlerin tespiti ile
fonksiyonun belirlenmesidir ve bu amagla BlastP araci1 kullanilabilir. ikincisi, protein
icerisinde bulunan proteinlerin igerisindeki domainler tespit edilecek ve fonksiyon

tahmini yapilacaktir. Protein domain veritabani olarak Pfam kullanilacaktir.
Genom Kkarsilastirmasi

Bizim faj genomumuza en benzer genomlarin tespiti i¢in BlastN araci kullanilacaktir.
Karsilagtirilacagi veritabaninda niikleotid koleksiyonu (nr/nt) segilecektir ve megablast
programu ile karsilastirma yapilacaktir. Yiiksek benzerlik ve query coverage gosteren fajlar
belirlenecektir. Genom benzerligi en yiiksek olan faj genomu ile aralarindaki farkliliklarin
tespiti i¢in proteome karsilastirmasi yapilacaktir. Bunun i¢in PATRIC’te elde ettigimiz veriler
kullanilacaktir. Proteome karsilastirma basligindan referans olarak kendi faj genomumuzu
sececek ve karsilastirilacak genom sekmesinden bir veya daha fazla (BlastN analizi ile
belirlenmis olan) genom segilecektir ve program baslatilacaktir. Karsilastirma sonucunu detayl
sekilde saglayan .xls formatinda dosya ve gorsel olarak .svg formatinda dosya ¢ikt1 olarak

saglanacaktir.
Filogenetik analiz

Filogenetik analiz icin 2 farkli yontem kullanilacaktir. Bir tanesi fajlarin major capsid
proteininin amino asit sekansina dayali olacaktir. Bunun i¢cin MEGAT11 araci kullanilacaktir.
Oncelikle, filogenetik agac olusturmada kullanilacak olan fajlara ait major kapsid proteinlerinin
amino asit sekanslart Genbankasindan temin edilecektir. Amino asit sekanslarinin hizalamasi

MUSCLE ile yapilacaktir. Filogenetik aga¢ neighbor-joining metod ile olusturulacaktir.

Ikinci yontemde VipTree programi kullanilacaktir. Bu program proteome diizeyinde referans
faj sekanslariyla veya kullanici tarafindan temin edilen faj sekanslariyla karsilastirma yaparak
filogenetik aga¢ olusturmaya imkan saglamaktadir. Kendi faj sekansimiz tek basina veya
filogenetik analize dahil edilmesini istedigimiz faj genom sekanslariyla birlikte sisteme
yiiklenecektir. Ardindan, referans faj genomlarinin (dahil edilmek istenirse) niikleik asit tipi ve
konaklar1 secilecektir. Kalan parametreler default sekilde secilecek ve islem baslatilacaktir.

Program sonunda bize sirkiiler ve dikdortgensel sekilde 2 agag verilecektir.
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Ham veri (raw data).fastq

Kalite kontrol FastQC
Filtreleme Trimmomatic

Yiiksek kaliteli ham veri
(raw data).fastq

Assembly (Birlesme)
MEGAHIT / SPADES / VELVET

v

contig.fasta Genom (Niikleotid)

karsilastirmasi BlastN

Anotasyon
RAST+BlastP+InterPro+tRNAsca
n-SE - ARG/VG
v
genome.gb Proteom karsilagtirmasi BlastN

Proteom diizeyinde hizalama VipTree
Protein diizeyinde hizalama MIEGA11

Filogenetik agac.png

Sekil 1. Faj genom analizi is akisi. Mavi ile isaretlenenler kullanilan programi ve kirmizi ile

isaretlenenler dosyanin formatini temsil etmektedir.
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