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ÖZET 

 

Antimikrobiyal peptitler (AMP), anti-enflamatuar ve immünomodülatör 

aktivitelerinin yanı sıra, kanser hücrelerinden bakterilere, mayalara, mantarlara ve 

virüslere karşı geniş bir antibiyotik aktivite sahip küçük moleküllerdir. Çalışmada, 

insan katelisidin peptit antibiyotiklerinden esinlenilerek geliştirilen özgün nitelikteki 

TN-1, TN-2, TN-3, TN-6 ve TN-7 peptitlerinin hipokampal nöronlar üzerindeki 

toksisite ve antioksidan özelliklerinin incelenmesi, ayrıca Bcl-2, Bax, Wnt5a ve NF-

κB genlerinin ifadeleri üzerine etkilerinin araştırılması amaçlanmıştır. Bu amaç 

doğrultusunda postnatal 3 günlük balb-c fareler kullanılarak primer hipokampal 

nöron kültürü oluşturmuş, sonrasında etkileri araştırılmak istenen peptitler farklı 

konsantrasyonlarda (0.5 – 32 μg/ml) hücre kültürüne eklenmiş ve 16 saat inkübe 

edilmiştir. Inkübasyon ardından, peptitlerin hücre canlılığı üzerine etkilerini 

değerlendirmek amacıyla Sulforodamin B (SRB) sitotoksisite testi uygulanmış, en az 

toksik etki gösteren peptitler saptanmıştır. Antioksidan tayin için hücre kültürü 100 

uM hidrojen peroksit ile 10 dk 37oC’de inkübe edilmiş ve hücre kültüründeki 

nöronların oksidatif strese girmeleri sağlanmıştır. 0.5 – 32 μg/ml konsantrasyon 

aralığında hücre kültürüne eklenen TN-2 ve TN-3 peptitlerinin SRB testi ile 

antioksidan etkileri ölçülmüştür. qRT-PCR tekniği kullanılarak Bax, Bcl-2, Wnt5a, 

NF-κB ve 18S rRNA genlerinin ifade düzeyleri ölçülmüştür. TN-2 ve TN-3 peptiti 

eklenen gruptaki sitotoksisite değerleri kontrol grubuna göre düşük saptanmıştır 

(n=3, p<0.05). TN-1 ve TN-6 peptiti eklenen gruplarda ise kontrol grubuna göre 

sitotoksisite değerleri daha yüksek gözlenmiştir (n=3, p<0.05). Olası rejeneratif 

özelliklerinden dolayı antioksidan değerlendirme için sadece TN-2 ve TN-3 peptitleri 

kullanılmıştır. TN-2’nin hipokampal nöronlar üzerinde toksik etki oluşturmadığı, 

hidrojen peroksit ile oluşturulan oksidatif stres modelinde ise post-operatif 

uygulanmasının nöronların hayatta kalımlarını arttırdığı gösterilmiştir. 

 

 

Anahtar Kelimeler: Hipokampus, Katelisidin peptit antibiyotik, Antioksidan, 

Toksisite  
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SUMMARY 

 

Investigation of the Effects of Antimicrobial Peptites Inspired by 

Human Peptide Antibiotics on Hippocampal Neurons  

 

Antimicrobial peptides are small molecules with a wide range of antibiotic activity 

against yeasts, cancer, fungi and viruses as well as anti-inflammatory and 

immunomodulatory activities. In this study, cytotoxic and antioxidant properties of 

TN-1, TN-2, TN-3, TN-6 and TN-7 peptides which were developed by the 

inspiration of human cathelicidin peptide antibiotics were aimed to be investigated. 

Besides, their effects on expression pattern of Bcl-2, Bax, Wnt5a and NF-κB genes 

were inquired. Primary neuron culture were established using neonate mice and 

peptides to be investigated were added to cell culture at different concentrations 

(0.5–32 μg/ml) for 16 hours. Then, SRB cytotoxicity assay was performed to assess 

the effects of peptides on cell viability and ones that has least toxic effect were 

revealed. For antioxidant determination, cell culture was incubated with 100 μM 

hydrogen-peroxide for 10 min to induce oxidative stress model. TN-2 and TN-3 

peptides were added into the cell culture before and after oxidative stress at 

concentrations of 0.5–32 μg/ml. The expression levels of Bax, Bcl-2, Wnt5a, NF-κB 

and 18S rRNA genes were measured by using qRT-PCR. As a result of cytotoxicity 

measurements, cytotoxicity values of TN-2 and TN-3 peptide groups were lower 

than control group (n=3, p<0.05). However, the cytotoxicty values of TN-1 and TN-6 

peptide groups were higher than control group (n=3, p<0.05). TN-2 and TN-3 

peptides were only used for antioxidant evaluation. It has been shown that TN-2 

doesn’t have toxic effects on hippocampal neurons and post-operative administration 

of TN-2 in oxidative stress model increases the survival of neurons. 
 
 
 
Keywords : Hippocampus, Cathelicidin peptide antibiotics, Antioxidant, Toxicity  
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1.  GİRİŞ VE AMAÇ 

 

1.1.  Literatür Özeti 

 

Çevremizde çok sayıda ve çeşitlilikte mikroorganizmalar bulunmaktadır ve bu 

organizmaların istilasına karşı birçok savunma mekanizması geliştirilmiştir. 

Gastrointestinal sistem, genitoüriner sistem ve trakeobronşiyal açıklığı kaplayan deri 

keratinositleri ile epitel hücreleri zararlı mikroorganizmalara karşı ilk bariyer olarak 

görev alırken, alt katmanlarda bulunan fagositik nötrofiller ve monositler dolaşımda 

etkinlik göstermektedirler. Buna rağmen, bu savunma basamakları çoğu zaman 

geçilir. Epitel hücreleri ve fagositler tarafından üretilen AMP’lerin salınması ile 

ikincil savunma mekanizması etkili bir sonuç ortaya koymaktadır (1,2). 400’den 

fazla AMP, bitkilerde, böceklerde ve hayvanlarda tanınlanmıştır (3). Son 

zamanlarda, bazı memeli AMP’lerinin, doğuştan gelen konakçı savunması ve / veya 

adaptif immün yanıtlara girmesi için konakçı hücreleri hızlı bir şekilde çeken ve 

aktive eden ikinci bir ana fonksiyona sahip olduğu gösterilmiştir (4). Bu AMP’lerin 

bazıları bariyer epitel hücrelerinde ve fagositlerde depolandığından, bir dizi uyarana 

cevaben degranülasyon yoluyla ekzositoz gerçekleşir ve mikrobiyal saldırı 

bölgelerinde hızlı bir şekilde kullanılabilir hale gelebilirler. Degranülasyonla 

sonuçlanan uyarıcılar arasında fagositoz işlemi, lipopolisakkarit (LPS) gibi 

mikrobiyal ürünler, hücre zedelenmesi ve tümör nekroz faktörü (TNF), interlökin 1 

(IL-1) ve interlökin 8 (IL-8) gibi koruyucu sitokinler bulunmaktadır. Bu endojen 

mediatörler, mikrobiyal invazyon ve mikrobiyal ürünlere cevap olarak uyarılmakta 

ve dolayısıyla, indüklenebilir AMP’lerin epitelyal hücrelerinin salgılanmasını uyaran 

ilk savunma hattının ürünlerini temsil etmektedir (5). 

Memeli AMP'leri defensin ve katelisidin ailesine ait peptitlerdir. Defensinler, 

sekanslarında altı sistein dizisi içermekte ve intramoleküler disülfit bağları ile 

stabilize edilmiş karakteristik β-tabaka yapıları bulundurmaktadır (6). Katelisidinler, 

matür formdaki AMP'lere karşılık gelen yüksek oranda korunmuş bir katelisidin 

benzeri amino asit dizisi ve değişken karboksil-terminal sekansları ile 

karakterizedirler (7). 18 kDa'lık insan katyonik antibakteriyel proteini (hCAP18, 
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ayrıca LL-37 veya FALL39 olarak da bilinirler) insanlarda bulunan tek katelisidin 

peptit antibiyotiğidir ve temel olarak nötrofillerin sekonder granüllerinde 

bulunmaktadırlar (8). LL-37 peptiti, makrofajlardan / monositlerden ve çeşitli epitel 

hücrelerinden aktifleşmiş bir yapı olarak salınmaktadırlar (9). 

1.2. Tezin Amacı 
 

Bu tez çalışmasında, insan katelisidininden esinlenilerek tasarlanan ve 

sentezlenen antimikrobiyal özellikteki peptitlerin hipokampal nöronlar üzerindeki 

etkilerinin araştırılması amaçlanmıştır. İnsan katelisidin proteinlerinin hipokampal 

nöronlarda proinflamatuar ve antimikrobiyal etklinlik gösterdiği literatürde 

mevcuttur (10), ancak yapay olarak tasarlanan ve sentezlenen TN-1, TN-2, TN-3, 

TN-6 ve TN-7 peptitlerinim hipokampal nöronlar üzerinde nasıl etkinlik gösterdiği 

bilinmemektedir. Bu doğrultuda hipokampal nöronların kullanılması TN-1, TN-2, 

TN-3, TN-6 ve TN-7 olarak isimlendirilmiş antimikrobiyal özellikteki peptitlerin 

etkşlerinin aydınlatılmasına yöneliktir. 

 

 1.3. Hipotez 
 

Tez çalışmasında kullanılan antimikrobiyal özellikteki peptitler, katelisidin LL-

37’nin antimikrobiyal aktiviteden sorumlu olduğu bilinen C-terminal bölgesindeki 

homolog amino asit dizilerin yapısal özellikleri göz önünde bulundurularak 

tasarlanmıştır (11). Peptitlerin yapısının omurgasında, bir tarafta bakteri hücre 

zarının fosfolipidlerini hedefleyen hidrofobik amino asitler, diğer tarafta ise pozitif 

yüklü amino asitleri içeren alfa sarmal yapılar bulunmaktadır.  

 

Bu yapı, bir pozitif yüklü amino asit ve iki ila dört arasında değişen hidrofobik 

özellikteki amino asit ihtiva etmektedir. Peptitlerin yapısına, katelisidin LL-37’den 

daha etkili olabilmesi için zara daha sıkı tutunması sağlayacak , en uzun ve en büyük 

pozitif yüklü yan zincire sahip arginin (Arg) ile en uzun hidroforofobik yan zincire 

sahip olan lösin (Leu) amino asitleri eklenmiştir. Pozitif yüklü amino asitlerin, 

fosfolipid zarının negatif yüklü fosfat gruplarıyla etkileşime gireceği, hidrofobik 

bölümün ise zar içine gömüleceği öngörülmüştür.  
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Tasarlanan peptitlerin yapısındaki amino asit değişiklikleri göz önünde 

bulundurulduğunda, peptitlerin hücre zarına olan etkinliği artar. Bu değişimin 

nöronlar üzerinde nasıl bir etkiye neden olacağı ve bu etkinin hangi moleküler 

mekanizmalar üzerinden gerçekleşebileceği bu tez çalışmasının araştırma konusudur. 
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2. GENEL BİLGİLER  
 

2.1. Antimikrobiyal Peptitler (AMP) 
 

Konak savunma peptitleri (HDP) olarak da adlandırılan AMP’ler; virüsler, 

bakteriler ve mantarlar dahil olmak üzere tüm canlı organizmalarda enfeksiyonlara 

karşı eski bir konak savunma mekanizmasını temsil eder (12). AMP'ler konakçı 

hücrenin korunmasında ve ilk canlı hücresel formların kompleks çok hücreli 

organizmalara evrilmesinde önemli bir rol oynamaktadır. Hem doğal hem de 

edinilmiş bağışıklık sistemlerinden gelen yanıtlardan kaçınabilirler (13). 

Bakteriyel direncin üstesinden gelmek için yeni antibiyotikler geliştirmek 

amacıyla önemli araştırmalar yapılmıştır. AMP'lerin yapısı ve işlevlerine odaklanma 

son yıllarda büyük ölçüde artmıştır. AMP'ler, doğrudan antimikrobiyal bir aktivite 

sergileyerek, aracılı bağışıklık yanıtını tetikleyerek ve potansiyel patojenlere karşı 

konak organizmanın ilk savunma sistemi olan doğal bağışıklık tepkisinin önemli bir 

kısmını oluşturur (12,13). 

Doğal AMP'lerin keşfi, Dubos'un Bacillus brevis tarafından üretilen 

antimikrobiyal bir ajan olan gramisidin’i topraktan izole ettiği 1939 yılına kadar 

uzanır. Gramisidin, geniş bir Gram pozitif bakteri aralığına karşı hem in vitro hem de 

in vivo aktivite göstermiştir. Daha sonra kobaylarda enfekte olmuş yaralara karşı 

etkili olduğu ve klinik kullanım için terapötik potansiyele sahip olduğu gösterilmiştir 

(14). 1980'lerde, lineer katyonik α-sarmalı oluşturan peptitler, sekropinler 

(Hyalophora cropropia'dan) ve magaininler (Xenopus laevis'ten, Afrika pençe 

kurbağası) de dahil olmak üzere HDP’ler izole ve karakterize edilmişlerdir (15,16). 

Keşiflerinden bu yana AMP'ler, tüm çok hücreli canlı organizmalarda tespit 

edilmiş, ek olarak, birkaç yüz AMP'nin biyolojik etkileri ve amino asit bileşimleri 

literatür bilgisine kazandırılmıştır (17). Antimikrobiyal özelliklerine ek olarak, 

AMP'ler, anjiyogenez, arteriyojenez, enflamatuar tepkiler, hücre sinyallemesi ve yara 
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iyileşmesi tepkileri gibi hücre içi süreçlerde, yeni ilaçların araştırılmasında ve 

geliştirilmesinde ilginç adaylar olarak görülmektedir (18,19). 

 
2.1.1. AMP’lerin etki mekanizması 
 

Birçok AMP, mikrobiyal membranın fiziksel bütünlüğünün bozulmasına neden 

olarak ve/veya hücre içi hedefler üzerinde doğrudan etki ederek hızlı bir 

antimikrobiyal aktivite sergiler (20). Membran etkileşiminin, AMP’lerin doğrudan 

antimikrobiyal aktivitesi için, hem membranın kendisi hedeflendiğinde hemde 

translokasyon yoluyla hücre içi bir hedefe ulaşması gerektiğinde kilit bir öneme 

sahip olduğu yaygın olarak kabul edilmektedir (21). Katyonik özellikte olan AMP’ler 

ve negatif yüklü bakteriyel yüzey arasında oluşan elektrostatik kuvvetler, peptit ve 

mikrobiyal membran arasındaki etkileşimin kritik belirleyicisidir (22). Bakteriler 

genellikle hücre zarı yapısındaki farklılıklara dayanarak Gram-pozitif ve Gram-

negatif olmak üzere iki gruba ayrılırlar. Gram-pozitif bakterilerde sitoplazmik 

membran kalın bir peptidoglikan tabakası ile çevrili iken, Gram-negatif bakterilerin 

sitoplazmik membranı, ince bir peptidoglikan tabaka ile çevrilidir (23). Hem Gram-

pozitif hem de Gram-negatif bakterilerin sitoplazmik membranları, negatif yüklü 

gruplara sahip olan ve pozitif yüklü AMP'ler için oldukça etkileşimi yüksek 

fosfolipid fosfatidilgliserol, kardiyolipin ve fosfatidilserin yapıları bakımından 

zengindir (24). Gram-pozitif bakterilerin hücre duvarında ve Gram-negatif 

bakterilerin dış membranındaki lipopolisakkaritlerin (LPS) yapısında bulunan teikoik 

asitler bakteri yüzeyine ek elektronegatif yük sağlar (23).  

Mikrobiyal ve memeli hücre zarları arasındaki temel farklar, memeli hücrelerini 

AMP'lere karşı korumakta ve bu peptitlerin seçici etkilerini sağlamaktadır (21). 

Bakterilerin aksine, memeli hücrelerinin sitoplazmik zarı hem pozitif hem de negatif 

yüklü fosfolipidlerden olan fosfatidiletanolamin, fosfatidilkolin ve sfingomyelin 

bakımından zengindir, bu da nötr yüke sahip bir zar sağlar (21,25). Memeli 

zarlarında fosfolipidlerin asimetrik bir dağılımı vardır, yapısında pozitif ve negatif 

yük içeren fosfolipidler dış katmanda bulunurken, negatif yüklü gruplara sahip 

fosfolipidler sitoplazmaya bakan iç katmanda lokalize olurlar (26,27). Bu nedenle, 
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AMP'ler ve memeli hücre zarı arasındaki etkileşimler, temel olarak, AMP'ler ve 

bakteriyel membranlar arasında gerçekleşen elektrostatik etkileşimlere kıyasla 

nispeten zayıf olan hidrofobik etkileşimler yoluyla gerçekleşir. Ayrıca, memeli hücre 

zarları, mikroorganizmaların aksine, yüksek bir kolesterol içeriğine sahiptir (26,28). 

Kolesterolün, ikili fosfolipit katman stabilizasyonu yoluyla AMP'lerin aktivitesini 

azalttığı gösterilmiştir (26). 

Özellikle, bakteriyel hücreler tipik olarak −90 ila −110 mV arasında değişen 

transmembran potansiyeline sahipken, memeli hücreleri −130 ila −150 mV arasında 

bir iç negatif transmembran potansiyeline sahiptir (24, 25, 29). Bakterilerdeki daha 

güçlü bir negatif membran potansiyeli, AMP'lerin bakteriyel ve memeli hücreleri 

arasındaki seçiciliğe katkıda bulunmaktadır. 

2.1.2. Farklı hücrelerin AMP’lere karşı direnç mekanizmaları 

 

AMP'ler tipik olarak çeşitli yapılarda üretilebilen küçük, elektrostatik olarak 

yüklü, amfipatik moleküllerdir. Yapısal olarak çeşitlilik gösterse de AMP'lerin çoğu 

bakteri hücre yüzeyi ile etkileşime girerek çalışmakta ve ardından hücresel 

bütünlüğün bozulmasına neden olmaktadır. Buna göre, bakteriyel direnç 

mekanizmalarının çoğu, AMP'lerin bakteriyel hücre yüzeyi ile etkileşimini 

sınırlayarak işlev görmektedir. AMP direnç mekanizmaları, peptitlerin yakalanmasını 

veya sekestre edilmesini, AMP'lerin proteoliz ile tamamen imha edilmesini, 

AMP'lerin aktif taşıma yoluyla hücreden çıkarılmasını ve AMP'lerle etkileşimi 

önlemek için hücre yüzeyinin yapısal modifikasyonunu içermektedir. Bu direnç 

mekanizmalarının birçoğu AMP'lere cevap olarak düzenlenir, bu da bakterilerin 

AMP'lerin etkilerine adaptif olarak karşı koymalarını sağlamaktadır. Bu direnç 

mekanizmalarının kaybedilmesi, bakterilerin bitki veya hayvan konakçılarında 

kolonileşebilme kabiliyetlerini zayıflatabilir ve birçok patojen için virülansı 

hafifletebilir. Direnç mekanizmaları özellikle farklı bakteri suşları içinde gelişebilir 

veya diğer AMP dirençli organizmalardan genetik olarak aktarılabilir. 
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Ekstraselüler Direnç Mekanizmaları: Enzimatik Bozunma ve AMP Engelleme 

 

AMP etkileşiminin ilk bölgesi bakteri hücre yüzeyindedir. AMP'nin 

inaktivasyonunun hücre dışı mekanizmaları, bakteri hücresine verilen zararı en aza 

indirmek için birinci savunma hattı olarak geliştirilmiştir. 

Hücre dışı AMP direnç mekanizmaları enzimatik inaktivasyon ve sekestrasyon 

olarak iki ana biçimde ortaya çıkmıştır. Doğrudan hedefleme mekanizmalarının çoğu 

katyonik AMP'leri tanımak için gelişmiştir. Katyonik AMP'ler; teikoik asitler, lipid II 

ve fosfatidilgliserol de dahil olmak üzere (30) dış hücre zarındaki negatif yüklü 

kısımları kademeli olarak hedefleyebilen pozitif yüklü peptitlerdir. AMP'lerin 

proteazlarla bozulması, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus ve 

Staphylococcus epidermidis dahil olmak üzere birçok Gram pozitif bakteri türlerinde 

bulunan bir direnç mekanizmasıdır (31). AMP’lerin degradasyonuna neden olan 

proteazlar genellikle geniş substrat spesifikliğine sahiptir. Bu proteazlar tipik olarak 

memeli patojenlerinde bulunur ve hem metalopeptidazları hem de sistein proteazları 

içermektedirler (32). AMP'lerin degradasyonuna neden olan proteazlar genellikle 

bakteriler tarafından kendilerini çevreleyen hücre dışı ortama salgılanır. Fırsatçı 

patojen E. faecalis'in bazı suşları tarafından üretilen hücre dışı bir metalopeptidaz 

olan jelatinaz, insan katalibidin LL-37'yi parçalayarak, in vitro antimikrobiyal 

aktivite kaybına neden olmaktadır (33). 

 

Gram-pozitif proteazlar ayrıca AMP'leri bakteri yüzeyinde hedefleyebilir. SpeB, 

patojenik bakteri Streptococcus pyogenes tarafından salgılanan bir sistein 

proteinazdır (34). 

 

Membran ve Hücre Duvarı Modifikasyonları 

Bakteriyel hücre duvarı ve membranı, AMP'lerin bakterisidal aktivitesi için ana 

bir hedef içermektedir (35). Bakteriler, hücrenin net negatif yükünü azaltarak, 

membran akışkanlığını değiştirerek veya AMP hedeflerinde doğrudan değişiklik 

yaparak AMP'lerin etkilerine karşı koymak için sıklıkla hücre yüzeyi bileşenlerinde 

modifikasyonlar meydana getirmektedirler (36). 
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AMP Akış Mekanizmaları 

 

Hücre içindeki zararlı moleküllerin hücre dışına taşınması, Gram-pozitif 

bakteriler tarafından toksik bileşiklerin ve antimikrobiyallerin hücrelerden 

uzaklaştırılmasında kullanılan yaygın bir mekanizmadır. Antimikrobiyal peptit akış 

mekanizmalarının çoğu, substratların hücre zarı boyunca ya da dışına taşınmasını 

sağlayan ve bunun için ATP kullanan çok proteinli ABC (ATP bağlayıcı kaset) 

taşıyıcı sistemlerinden oluşmaktadır (37). 

 

2.1.3. AMP’lerin Önemi 

AMP'lerin hızlı bakterisidal aktivitesi, onları terapötik kullanımları için umut 

verici adaylar yapmaktadır. Ayrıca, birçok AMP, hem Gram-pozitif hem de Gram-

negatif organizmaları içeren polimikrobiyal enfeksiyonların hızlı bir şekilde 

arttığının rapor edildiği karmaşık cilt ve yumuşak doku enfeksiyonları gibi 

durumlarda terapötik etki konusunda bir avantaj olarak bilinen geniş etkiye sahiptir 

(28). Bugüne kadar, sadece birkaç AMP, 1950'lerde tanıtılmış olan ve en iyi şekilde 

karakterize edilen polimiksin adlı antimikrobiyal peptit ile klinik kullanım için onay 

almıştır (38). Polimiksinler, Gram negatif patojenlerin neden olduğu ilaca dirençli 

enfeksiyonların intravenöz tedavisi için son çare ilaçlardır ve lokal enfeksiyonların 

önlenmesi ve tedavisinde topikal formülasyonlar olarak da uygulanabilmektedirler 

(39). 

Genel olarak, AMP'ler, geleneksel antibiyotiklere kıyasla direnç indüksiyonuna 

daha az eğilimli olan etki mekanizmalarına sahiptir, antimikrobiyal ve 

immünomodülatör ajanlar olarak standart tedavilere göre daha umut verici 

alternatifler sunmaktadır. Klinik olarak uygulanmayan aday AMP'lerin başarılı klinik 

ürünlere dönüştürülmesindeki zorluklar iyi bilinse de yeni jenerasyon terapötik 

peptitlerin ve peptit mimetiklerinin keşfi ve ticari gelişimi; genel olarak bu peptitlerin 

etki ve direnç mekanizmalarını ve akıllı formülasyon stratejilerini anladıktan sonra 

ivme kazanacaktır.  
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2.2. Farklı canlılarda bulunan antimikrobiyal peptitlerin              

gruplandırılması 

AMP’ler doğada birçok yerde bulunur, mikroplardan hayvanlara kadar çeşitli 

organizmalarda patojen ve zararlılara karşı konakçı savunma olarak görev 

almaktadırlar (40). AMP'ler farklı moleküler formlarda bulunmaktadır ve bunların 

çoğu böceklerden, hayvanlardan ve bitkilerden gelen doğrusal peptitlerdir. 

Bununla birlikte, bakteriler antibiyotik gibi polisiklik peptitler üretirken, bitkiler 

siklotitler ve hayvanlar θ–defensinler içeren dairesel peptitler üretmektedir 

(41,42,43). 

2.2.1. Bakterilerdeki AMP’ler 

Hem katyonik hem de nötr özellikte olan antimikrobiyal peptitler, Gram-pozitif 

ve Gram-negatif bakterilerden salgılanmaktadır. Bakterilerden salgılanan 

antimikrobiyal peptitler, bakteriyosin olarak adlandırılmakta ve bu peptit grubu 

altında sınıflandırılmaktadır (44). Bakteriyosinler genellikle posttranskripsiyonel 

modifikasyon ve/veya spesifik bağışıklık mekanizmaları (45) nedeniyle konakçı 

bakteriye çok az zarar verir veya hiç zarar vermez, bu etki sırasında spesifik 

bakteriyel rakipleri öldürmektedir. Protein sentezini inhibe eden koli basiline 

(Escherichia coli) ait 7-amino asit peptid mikrosin C7 ve peptidoglikan biyosentezini 

inhibe eden Lactococcus peptid mersasidin, bakteriyel fonksiyonları inhibe eden 

spesifik mekanizmalara sahiptir. Bununla birlikte, bu peptitlerin çoğunun, örneğin, 

nisin ve epidermidin, hedef hücre zarlarının geçirgenliğini değiştirerek etkinlik 

gösterdiği bilinmektedir (45,46). 

2.2.2. Böceklerdeki AMP’ler 

Böcekler, evrimsel süreçte diğer canlılara göre çok daha başarılı olmuşlardır, bu 

nedenle şu an mevcut olduğu bilinen tüm hayvan türlerinin dörtte üçlük bir 

bölümünü oluşturmaktadırlar. Böcekler, dünyadaki birçok farklı ekolojik nişlerde 

bulunması nedeniyle sayısız potansiyel patojen bakteri, virüs, mantar, protozoan ve 

helmint parazitleri ile karşılaşmaktadırlar. Tüm bu potansiyel patojenlere karşı 

oldukça etkili savunma mekanizmaları geliştirmişlerdir (47). H.G. Boman 1970’li 
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yıllarda, Cecropia güvesinin pupalarına yaptığı bakteri enjeksiyonu sonucunda 

immün proteinlerin sentezinin arttığını gözlemlemiştir. Boman, bu proteinlerin 

birçoğunu saflaştırmıştır ve sekropinler ve attasinler olmak üzere iki yeni 

antibakteriyel peptit tanımlamıştır (48)(49). Daha sonraki süreçlerde birçok bilim 

insanı çeşitli böcek kaynaklarından yeni AMP’ler izole etmişler ve şu an bu 

peptitlerin sayısı 150’ye ulaşmıştır.  

Böceklerde ifade edilen AMP’ler yapısal olarak dört ana grup olarak 

sınıflandırılır; (a) amfipatik α-sarmalı oluşturan peptitler, (b) intramoleküler disülfür 

köprülerine sahip β-tabakalı peptitler, (c) prolin bakımından zengin antibakteriyel 

peptitler, (d) glisin bakımından zengin polipeptitler (47). 

 

Birçok AMP, diğer peptitler gibi etkinliğini hücre zarı üzerinde göstermektedir 

(50). Hücre zar yapısındaki kanal proteinlerin iletkenliğini değiştirerek zarda delik 

meydana getirmekte ve bu şekilde antimikrobiyal özellik sergilemektedir (51). 

2.2.3. Amfibilerdeki AMP’ler 

Amfibiler geniş bir evrimsel geçmişe sahiptir ve bu süreçte karşılaştıkları birçok 

mikroorganizma ile başa çıkmak için çeşitli bağışıklık savunma mekanizmaları 

geliştirmişlerdir. Şu ana kadar tanımlanan 6400 farklı amfibi türü bulunmaktadır (52) 

ve bu listeye her geçen gün yenileri eklenmektedir (53). 

Son birkaç on yılda amfibi türlerinin durumunu değerlendirmek için yapılan 

araştırmalar, birçok amfibi popülasyonunun azaldığını ve bazı türlerin neslinin 

tükendiğini göstermektedir (54, 55). Birçok bilim insanı, etkileşimli faktörlerin 

amfibi popülasyonundaki düşüşlere neden olabileceğini düşünmektedir. Bunların 

arasında habitat tahribatı (56), iklim değişikliği (57), artan ultraviole-B ışınları (58), 

yerli olmayan türlerin farklı ekolojik alanlara salınımı (59) ve çevre kimyasalları (60) 

bulunmaktadır. 

Kara kurbağaları amfibi derilerinde bulunan birçok molekülün aynı kökene sahip 

olduğu ve bu nedenle bu hayvanların derilerinin oldukça zengin AMP kaynağı 

olduğu bilinmektedir. İlk AMP, yaklaşık 30 yıl önce Avrupa kurbağa türlerinden 
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olan Bombina variegata’nın derisinde bulunmuştur. Çeşitli bakteri, protozoa ve 

mantarlara karşı geniş spektrumlu mikrobisitler gibi davranan amfibi peptidleri, 

benzersiz özellikleri ve potansiyel terapötik kullanımı nedeniyle artan ilgi 

uyandırmaktadır. 

Phyllomedusa ağaç kurbağalarının derisinde ifade edilen ve geniş bir AMP 

ailesine ait olan dermaseptinler, yapısal özelliklerinin aydınlatılması için yaygın 

olarak araştırılmaktadır. Hemolitik ve anti-mikrobiyal dermaseptin S4'ün peptitinin 

yapısının, membran bağlanma özelliklerinin ve sitotoksik aktivitesinin detaylıca 

araştırılması; iki pozitif ve negatif elektrostatik potansiyel yüzey lobunun açık bir 

şekilde ayrılması ile aktif türevlerin ortak bir amfipatik yapıya sahip olduğunu ortaya 

koymaktadır (61). 

2.2.4. Bitkilerdeki AMP’ler 
 

Birçok bitki; kuraklık, soğuk, ağır metal, kirletici maddeler, mantar, bakteri ve 

virüslerin neden olduğu patojen saldırıları gibi fiziksel, kimyasal ve biyolojik stres 

koşullarına karşı koymak için çok çeşitli savunma mekanizmaları geliştirmişlerdir. 

Bitkilerde çeşitli patojenlerin neden olduğu enfeksiyonlara cevap olarak, kazanılmış 

direnç mekanizmaları ile ilişkili birtakım genlerin ifadesinde artış olduğunu 

gösterilmiştir (62). 

Genel direnç; fitoaleksinler, tanenler ve polifenolik bileşikler gibi sekonder 

metabolitlerin salınması ve patogenez ile ilişkili (PR) proteinlerin üretilmesi ile 

sağlanmaktadır. PR proteinleri ilk olarak 1970'lerin başında tütün yapraklarında, 

totobak mozaik virüs enfeksiyonlarına yanıt olarak üretildiği keşfedilmiş ve daha 

sonra patojenik saldırılar sırasında salınan uyarılmış proteinler olarak tanımlanmıştır 

(63).       

Yakın zamanda yapılan bir incelemeye göre, antibakteriyel, antifungal, antiviral, 

antioksidan, chitinaz ve proteinaz inhibe edici aktiviteye sahip ve savunma ile ilgili 

çok çeşitli özellikler gösteren, şu ana kadar tespit ve izole edilmiş en az 17 farklı 

AMP ailesi bitkilerde tanımlanmıştır (64). 
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Bitkilerde, AMP'lerin çoğu, kompakt bir yapının oluşmasını sağlayan, kimyasal 

ve proteolitik bozulmaya karşı direnç kazandıran çoklu disülfit bağlarının (genellikle 

iki ila altı) oluşmasına neden olan Sistein bakımından zengin amino asit dizilimlerine 

sahiptir (65). 

Genel olarak, bitki AMP'leri mikrop, böcek ve hayvanlarda bulunan AMP’ler ile 

ortak özelliklere sahiptir. Bunların başında, moleküler formları, pozitif yükleri ve 

amfipatik yapıları gibi özellikler gelmektedir. Tüm bu özellikler AMP’lere 

antifungal, antibakteriyel ve antiviral etkinlik kazandırmaktadır. Bu özellikler, 

Sistein bakımından zengin amino asit dizisine sahip iki farklı AMP ailesi tiyoninler 

ve bitki defensinleri tarafından ortaya konmaktadır. 

 

Diğer bitki AMP aileleri, hayvan AMP'lerinden farklı bir mekanizma yoluyla 

patojenler üzerinde etki etmektedirler. Örneğin, hevein benzeri peptitler kitinleri 

bağlar, knottin tipi peptitler ise proteazlar gibi enzimleri inhibe eder, lipit transfer 

proteinleri hücre zarlarına lipitleri bağlayarak mikrobiyal penetrasyonu 

bozmaktadırlar. 

 

Bitki AMP familyalarının sınıflandırılması büyük ölçüde, iki komşu Sistein 

amino asidi arasında tanımlanmış, Sistein olmayan amino asit dizisinin sayısına göre 

yapılmaktadır. Bu Sistein motiflerini kullanan sekans analizi ve genomik veri 

madenciliği, AMP özelliklerine sahip Sistein bakımından zengin peptitlerin (CRP) 

önceden tahmin edilemediğini ortaya koymaktadır (66). 

 

Bitkilerde ifade edildiği bilinen birçok AMP, genel olarak tiyoninler, bitki 

defensinleri, hevein benzeri peptitler, knottin benzeri peptitler, snakinler ve 

siklotidler olmak üzere altı farklı peptit ailesi altında sınıflandırılmıştır. 

 

Tiyoninler (Thionins) 

Tiyoninler; arginin, lizin ve sistein amino asitleri bakımından zengin, düşük 

moleküler ağırlıklı (yaklaşık 5 kDa) olan AMP ailesidir.Yapıları iki antiparalel α-

sarmalı ile üç veya dört disülfür bağlantısı olan antiparallel çift sarmallı bir β-
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tabakası içerir. Nötr pH ortamlarda pozitif olarak yüklenirler. α-sarmalı ile β-tabakası 

arasında kalan bölge Tyr 13 amino asidini içerir ve bu da hücre lizis mekanizması 

olarak kabul gören hücre sızıntısına neden olmaktadır (67). 

Tiyoninler; bakteri, mantar ve mayalara karşı toksik etki göstermektedirler. On 

beşten fazla bitki türünde (örneğin; monokot, dikotiledon ve rositler) yaklaşık 100 

farklı tiyonin amino asit dizisi tanımlanmıştır (68). İlk olarak tiyoninler 1942 yılında 

Balls ve arkadaşları tarafından buğday endosperminden izole edilmiştir ve sonrasında 

purotiyonin olarak adlandırılmıştır (69) Tiyonin ismi, iki farklı bitki peptit grubu için 

kullanılır, bunlar α/β - tiyoninler ve γ - tiyoninlerdir. γ-tiyoninler, bitkilerde ve 

hayvanlarda bulunan ve defensinler adı verilen geniş bir membran aktif peptid 

familyası ile çok daha yakın benzerlik göstermektedir (70). Thioninler, ~ 20 amino 

asit uzunluğunda ana bir peptit ve ~ 60 amino asit uzunluğunda yardımcı bir peptid 

ile ortak bir gen yapısına sahiptir. Bu ortak gen yapısı bazik toksinleri nötralize 

etmektedir (68). Ana peptit grubunun bölünmesi, toksinlerin aktivasyonu için 

gereklidir. Birçok farklı tiyoninler, endospermden yapraklara kadar hemen hemen 

her önemli bitki dokusunda bulunmaktadır. Tiyoninlerin toksik etkilerinin, 

bağlandıkları hücre zarlarının parçalanmasına neden olduğu için ortaya çıktığı 

varsayılmaktadır. 

Toksisitenin altında yatan kesin mekanizma bilinmemektedir. Tiyoninlerin 

antifungal aktivitesi, pozitif yüklü tiyonin ile fungal zarlarda bulunan negatif yüklü 

fosfolipitler arasındaki elektrostatik kuvvetlerin neden olduğu protein-membran 

etkileşimi sonucu görülmektedir (71). 

Bitki Defensinleri (Plant Defensins) 

Bitki defensinleri ilk olarak buğday türü Triticum aestivum ve arpa türü 

Hordeum vulgare’den izole edilmiştir. Bitki defensinleri yaklaşık 5 kDa ağırlığında, 

bazik özellikte ve sistein bakımından zengin amino asit dizisine sahiptir. Çoğu bitki 

defensinleri 45-50 amino asit uzunluğunda ve pozitif yüklü olarak bulunmaktadır. 

Bitki defensinleri için bildirilen biyolojik aktiviteler arasında antifungal, 

antibakteriyel, proteinaz ve böcek amilaz inhibitör aktiviteleri bulunmaktadır (72). 

Bitki defensinlerinin üç boyutlu moleküler yapısı, dört disülfür köprüsüyle paralel 
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olarak stabilize edilmiş bir α-sarmalı ile üç iplikli β-tabakası tarafından 

şekillenmektedir. Bitkilerde ifade edilen defensinler, memeli ve böceklerin savunma 

mekanizmasında görev alan peptitler ile aynı ortak korunmuş bölgelere sahiptir. Bitki 

defensinleri genellikle monomerik formlarda bulunan bir alt birimden oluşmaktadır 

ve bu nedenle farklı monomerik yapıdaki alt birime sahip defensinlerin farklı etkilere 

neden olduğu düşünülmektedir.  

Muhtemel defensinler, mantar hücre zarı lokalizasyonunda reseptör olarak 

glukosil seramidleri kullanmakta, ardından defensinlerin pozitif yükleriyle hücre 

zarına itilmesi, membranın bozulmasına, zarın dengesizleşmesine ve iyon akışına yol 

açmaktadır (73). Bitki defensinleri gösterdiği etki açısından; (a) mantar 

iplikçiklerinin morfolojik yapısını bozarak fungal büyümeyi önleyen ve (b) 

morfolojik bozulma olmadan mantar büyümesini önleyen olarak iki kısımda 

incelenebilir (74). Çoğu bitki defensini tohumlardan izole edilmektedir. Örneğin, 

turp bitkisinin tohumlarında buluan defensin RS-AFP'ler tohumdaki toplam proteinin 

% 0.5’ini temsil etmektedir. Defensinler, ayrıca Heuchera sanguinea (Hs-AFp1), 

Raphanus sativus (Rs-AFP1), Aesculus hippocastanum (Ah-AMP1), Dahlia merckii 

(Dm-AMP1) gibi bitki türlerinin yapraklarından, baklalarından, yumrularından, 

meyvelerinden, köklerinden, kabuklarından ve çiçek organlarından izole 

edilebilmektedir (69). Defensinler normal bitki büyümesi ve gelişimi sırasında birçok 

dokuda ifade edilmekte, çevresel faktörler ile biyotik ve abiyotik stres tarafından 

indüklenmektedir (75). Patojen enfeksiyonu sonucu indüklenen defensin gen 

ifadesinin, bezelye, tütün, arabidopsis ve ladin ağaçlarında arttığı yapılan 

çalışmalarda gösterilmiştir (76). Bitki defensinleri; bakteri, maya, oomycetes ve 

nekrotrofik patojenler gibi geniş spektrumdaki bitki patojenlerine karşı 

antimikrobiyal aktiviteleri göstermektedirler (77). Ayrıca birçok bitki defensini, 

antikanser ve antiviral özelliği sayesinde tıbbi uygulamalar için potansiyel ilaç olarak 

düşünülmektedir (78).  

Hevein benzeri peptitler (Hevein like peptides) 

Hevein, Hevea brasiliensis türü kauçuk ağacının lutoid gövdelerinde bulunan, 

kitin bağlayıcı özelliği olan ve yaklaşık 4,7 kDa ağırlığında sistein bakımından 
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zengin bir peptitdir (79). Bu protein, kitine bağlanarak mantar iplikçi uzantılarının 

gelişimini inhibe etmektedir. Antimikrobiyal aktiviteye sahip diğer hevein benzeri 

proteinler, farklı bitki türlerinde de tanımlanmıştır (80). Hevein benzeri peptitler 

yaklaşık 43 amino asit uzunluğunda bir diziye sahiptir. Bilinen tüm kitin bağlayıcı 

proteinler, karbonhidratın bağlanmasından sorumlu olan, kitin bağlama bölgesi 

olarak adlandırılan ve birkaç sistein ve glisin dizisi içeren 20-40 amino asitlik 

korunmuş ortak yapısal bir motif içermektedir. Hevein benzeri AMP’lerde bulunan 

disülfit bağlarının sayısı farklılık göstermektedir. Birçoğunda dört disülfit bağı 

oluşturan sekiz sistein amino asit dizisi bulunmaktadır (81).  

Knottin benzeri peptitler (Knottin like peptites) 

Knottin benzeri antifungal özellikteki peptitler, Mirabilis jalapa L. (Mj-AMP1) 

ve Phytolacca americana (PAFP-S) türü bitkilerden izole edilmiştir (82). Phytolacca 

americana bitkisinden elde edilen PAFP-S peptitinin yapısı, 2 farklı paralel olmayan 

β-yapraklarını birbirine bağlayan uzun bir ilmek bölgesi olmak üzere 3 zincirden 

meydana gelmektedir. Bezelye bitkisinden izole edilen PA1b peptiti, vakuolar 

ATPaz inhibisyonu üzerinden böcek öldürücülere etki etmektedir (83). 

Snakinler (Snakins) 

Snakin olarak adlandırılan peptitler patates yumrularından izole edilmiştir. 

Moleküler ağırlıkları ortalama 6.9 kDa olan ve 63 amino asitlik peptit dizisine sahip 

hücre duvarı ilişkili snakin-1 (StSN1) ve snakin-2 (StSN2) peptitleri %38’lik 

benzerlik göstermektedir. Bu peptitler, farklı bitki türlerinin bakteri ve mantar 

patojenlerine karşı benzer antimikrobiyal aktivite sergilemektedir. Bütün snakin 

peptitlerinde 12 farklı korunmuş sistein dizisive altı tane disülfit bağı bulunmaktadır 

(84). Snakin peptitlerinin etki mekanizmaları tam olarak bilinmemektedir. Patates 

bitkisinde bulunan StSN1 geni, gelişim sırasında farklı dokularda tutarlı bir şekilde 

ifade edilmektedir fakat abiyotik veya biyotik strese karşı yanıt oluşturmamaktadır. 

StSN2 geninin ifadesi ise yara ile lokal olarak indüklenmekte ve patojen 

enfeksiyonlarına karşı farklı tepkiler oluşturmaktadır. Snakin peptitlerinin yapısında 

altı disülfür bağının bulunması ve sistein amino asiti bakımında zengin bir diziye 

sahip olmasından dolayı stabil bir moleküler yapıları vardır (85). 
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Siklotidler (Cyclotides) 

Siklotitler; bakteri, bitki ve hayvanlarda keşfedilmiş ve doğal olarak dairesel bir 

moleküler yapıya sahip protein grubudur (86). Bitki siklotidleri, ribozomal 

biyosentez yolağı üzerinden üretilen ve gen sekansı bitkinin genomik DNA’sında 

kodlanmış peptitlerdir.  Bitki siklotidleri 28-37 amino asit içermektedir ve yapısında 

siklik sistein düğümü (CCK) olarak adlandırılan bir yapı bulunmaktadır. Bu sistein 

düğümü, sistein1 ile sistein4 ve sistein2 ile sistein5 dizileri arasında disülfit bağının 

varlığı ile meydana gelmektedir (87). CCK, siklotidlerin yapısal stabilizesinden 

sorumludur ve proteinin hidrofobik kısımlarını moleküler yüzeye maruz kalmaya 

zorlamaktadır. Hidrofobik dizi yüzey üzerinde bir yama oluşturarak genel yapının 

amfipatik özellik kazanmasına neden olur (88). Birçok bitki siklotidleri, proteolitik 

ve parçalayıcı süreçlere karşı dirençli aktivite göstermektedir. Siklotid yapılar, 

korunmuş sistein dizileri arasında altı farklı düğüm ve bu düğümdeki farklı sekans 

çeşitliliğinden meydana gelmektedir (89). Örneğin, düğüm 1 ve 4 hem büyüklük hem 

de amino asit dizisi açısından yüksek oranda korunurken, diğer düğümlerdeki sekans 

ve moleküler yapı daha değişkendir. Yapısal benzerliklerine dayanarak siklotidler iki 

alt aileye ayrılabilir; (a) sis-prolin bakımından zengin olan grup ve (b) sis-prolin 

dizisi içermeyen grup (90).  

2.2.5. Memelilerdeki AMP’ler 

Memelilerden izole edilen AMP’ler; nötrofillerin granülleri içerisinde, epitelyal 

hücrelerin mukozal veya cilt salgılarında, proteinlerin bozulma ürünleri olarak 

bulunabilmektedir (91). Özel bir antimikrobiyal fonksiyona sahip olan nötrofiller, 

bakteri yok edici/geçirgenlik arttırıcı proteinler, katyonik antimikrobiyal proteinler, 

lizozim, laktoferrin, bastenesinler, defensinler, indolisidinler ve katelisidinler dahil 

olmak üzere bir dizi antimikrobiyal protein ve peptid içermektedir (92). Epitel 

hücreleri (β-defensinler üreten) ve trombositler (trombosit mikrobisidal proteinler 

üreten) gibi diğer hücre tipleri de antimikrobiyal özellikte maddeler üretmektedir. En 

çok araştırılan memeli peptidleri defensinlerdir (93). Defensinler β-defensinler ve α-

defensinler olmak üzere iki gruba ayrılmaktadır. Her iki grup defensinler de üç çift 

disülfit bağlı sistein ve yüksek miktardaki arginin içeriğine sahiptir, ancak 

sisteinlerin yeri ve bağlanabilirliği iki grup arasında farklılık göstermektedir. 
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Memelilerde, klasik defensinler olarak adlandırılan α-defensinler başlıca nötrofiller 

ve Paneth hücrelerinde bulunmaktadır ve α-defensinler epitelyal hücrelerden, 

nötrofillerden ve lökositlerden izole edilebilmektedir. Memeli defensinlerinin; 

bakteri, mantar ve virüs gibi birçok patojene karşı çeşitli aktiviteleri bulunmaktadır 

(93). Katyonik proteinlerin proteolitik bozulmasının, antimikrobiyal peptidlerin 

oluşumuna da katkıda bulunduğu düşünülmektedir.  

 

2.3. İnsanda bulunan antimikrobiyal peptitler  
 

2.3.1. Defensinler 

Antimikrobiyal aktiviteye sahip küçük katyonik peptitler ilk olarak 50 yıl önce 

tavşan lökositlerinden izole edilmiştir (94). 1985 yılında, insan nötrofillerinden izole 

edilen üç homolog sistein bakımından zengin bir AMP olan insan nötrofil peptidi 13 

(HNP13) için “defensinler” terimi kullanılmıştır (95). Memelilerde üç defensin 

familyası yapılarına göre α-, β- ve θ-defensinler olarak sınıflandırılmıştır (Şekil 

2.3.1). 

 
 

Şekil 2.3.1: Her üç defensin familyasından peptitlerin gösterimleri (a) α-defensinlerin üç boyutlu 
yapısal gösterimi, (b) β-defensinlerin üç boyutlu yapısal gösterimi ve (c) θ-defensinlerin üç boyutlu 
yapısal gösterimi. Antiparalel β-tabakaları mavi renkte ve disülfür bağları gri renkte gösterilmektedir 
(Kaynak: Yi-Wei Tang, Max Sussman, Dongyou Liu, Ian Poxton, Joseph Schwartzman. Molecular 
Medical Microbiology (Second Edition), Academic Press, 2015: 2097-2195). 
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Β - defensinler, sığır trakeal epitel hücrelerinden 1991 yılında izole edilmiş (97), 

siklik formdaki θ - defensinler ise bir makak türü olan hint şebeğinin 

polimorfonükleer lökositlerden (PMN) 1999 yılında izole edilmiştir (98). İnsan 

hücrelerinde hem α - hem de β - defensinler ifade edilirken,  durdurucu kodonda 

meydana gelmiş evrimsel mutasyon sonucu θ - defensin peptidlerini eksprese 

edilemez (99). İnsanlarda altı farklı α - defensin ve on farklı β - defensin peptit 

varyantının olduğu yapılan çalışmalarla gösterilmiştir (100). 

α-Defensinler 

α-defensinlerin altı farklı varyasyonun hepsi insan hücrelerinde ifade edilir 

ancak farklı dokularda ekspresyon seviyeleri farklıdır. İnsan nötrofil peptit 14 

(HNP14), nötrofil hücrelerinin depolama granüllerinde yüksek seviyede ifade 

edilirken insan defensin 5 ve 6 (HD5, HD6) peptitleri ise ince bağırsağın Paneth 

hücrelerinde eksprese edilmektedir (101). HNP'ler hem immatür nötrofillerde (kemik 

iliğinde bulunan promyelosit hücreleri) hem de dolaşımdaki matür nötrofillerde 

sentezlenir, bununla birlikte α-defensin pro-peptidleri sadece promyelositlerde 

işlenerek fonksiyonel hale gelebilir (102). α-defensinler, patojenler tarafından 

degranülasyonun aktive edilmesine kadar nötrofillerin veya Paneth hücrelerinin 

granüllerinde depolanmaktadır. HD5 ve HD6 peptitleri servikal ve seminal sıvı 

içerisinde bulunmaktadır ve hem kadın hem de erkek üreme sistemindeki enfeksiyon 

durumlarında yanıtlar oluştuğunda ekspresyonları artmaktadır (103). 

β-Defensinler 

β-defensinler başlıca bağırsak, cilt, hava yolu, ağız, böbrek, burun, gözler, meme 

bezleri ve dişi - erkek genital yollarındaki mukoza yüzeylerinde bulunan epitel 

hücreleri tarafından ifade edilmektedir. İmmatür haldeki α-defensinin öncül 

parçasının aksine, β-defensin kısa ve eksik bir öncül parçadan oluşmaktadır, bu 

sayede immatür halde bulunan β-defensinler fonksiyonel açıdan nötr özellik 

gösterebilmektedir. İnsan β-defensin 2 (HBD2)'nin lameller granüllerde salgılandığı 

ve bu bölümlendirmenin, yüksek derecede yüklü β-defensinlerin, salgılanana kadar 

hücresel membranlarla etkileşime girmesinin önlendiği bir mekanizma 

sağlayabileceği gösterilmiştir (104). 
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2.3.2. Dermisidinler 
 

Proteolizi indükleyici faktör (PIF) olarak da bilinen dermisidin, insanlarda DCD 

geni tarafından kodlanan bir proteindir (105). İnsan ekrin ter bezleri tarafından temel 

işlevi doğal bağışıklık sistem savunmasının bir parçası olan derinin yüzeyinde anti-

mikrobiyal etkinlik amacıyla salınmaktadırlar. Anti-mikrobiyal aktiviteyi, hedef 

hücrede iyon kanalı oluşturarak veya protelitik etkinlik sonucu göstermektedirler. 

İnsan dermisidin geni, 53.324,699–53.328,544 konumunda 12q13.1 kromozomunda 

bulunmaktadır. Matür formdaki dermisidin RNA’ları 110 amino asitlik öncül 

proteinleri kodlamaktadır ve moleküler ağırlıkları ortalama 11.2 kDa’dur. 2001 

yılında Birgit Schittek tarafından keşfedilen dermisidinler hakkında literatürde çok 

fazla mevcut değildir (181). 

 

2.3.3. Histatinler 

Histatinler, insan tükürüğünde (106) bulunan 3-4 kDa'lık küçük, katyonik, 

histidin bakımından zengin bir peptid ailesini ihtiva etmektedir. Bu peptitler yapısal 

olarak submandibular, dil altı ve parotid bezleri tarafından üretilir ve salgılanır (107). 

Histidin bakımından zengin olan bu peptitler, ilk olarak 1970'lerin başında 

mikroorganizmaların glikolitik aktivitesini artıran peptitler olarak tanımlanmıştır 

(108). Daha sonra yapılan çalışmalar, potansiyel bakterisidal etkilerinin olduğunu 

(109) ve daha da önemlisi fungisidal özelliklerini ortaya koymuştur (110). Bu 

peptitler doğuştan gelen bağışıklık sisteminin bir parçasını oluşturmaktadır ve ağız 

boşluğundaki enfeksiyonları sınırlandırarak ağız sağlığının korunmasında önemli bir 

rol oynamaktadır. 

Histatin peptit ailesi birkaç üyeden meydana gelmektedir (111), bunlardan en 

önemlileri histatin 1, histatin 3 ve histatin 5’dir. Histatinler, birbirine yakın iki gen 

(HIS1 ve HIS2) tarafından kodlanmaktadır ve bu genlerden HIS1’in ürünü olarak 

histatin 1, HIS2’nin ürünü olarak histatin 3 sentezlenmektedir. Histatin 5 peptiti ise, 

histatin 3’ün farklı işlemlere maruz kalması sonrasında ürün olarak sentezlenir (112). 

Bu üç peptidin karakterizasyonu, sırasıyla 38, 32 ve 24 amino asit dizisi içeren lineer 

yapılara sahip olduklarını ve her birinin ortak yedi histidin dizisine sahip olduğunu 
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göstermektedir (113). Sekonder yapının karakterizasyonu, histatin 5'in, sulu 

solventlerde rastgele bir bobin yapısına ve sulu olmayan solventlerde bir helezon 

yapısına büründüğünü göstermektedir (114). Tüm histatinler arasında, histatin 5 en 

güçlü antimikrobiyal aktiviteye sahiptir ve histatinler üzerinde yapılan birçok 

araştırma bu peptide odaklanmıştır. Histatin 5, patojenik mantar türleri olan Candida 

albicans, Cryptococcus neoformans ve Aspergillus fumigatus'a karşı güçlü antifungal 

aktiviteye sahiptir (115). Antimikrobiyal aktivitelerinin yanı sıra, histatinlerin birçok 

farklı özellikleri bulunmaktadır.  Histastinler, hidroksiapatitlere (116), insan tükürük 

müsin MG1’e (117) ve tanenler’e, bitki kaynaklı polifenolik bileşiklere 

bağlanabilmektedirler (118). Ayrıca histatin 5, insan fibroblastlarından enflamatuar 

sitokin indüksiyonunu (119), Actinobacillus actinomycetemcomitans'ın lökotoksin 

aktivitesini (120) ve periodontal hastalıkta ortaya çıkan bakteri enzimlerini inhibe 

etmektedir (121) Bununla birlikte metalopeptit benzeri özellik sergilemektedir (122). 

Histatin 5'in 12-amino asitlik bir fragmanı olan P-113, ana bileşiği ile 

karşılaştırılabilir antikandidal aktiviteyi koruyan en küçük fragman olarak 

tanımlanmaktadır (123). Bu peptit, ağzı durulama ve jel formülasyonlarında faz I / II 

klinik çalışmalarında güvenliğini ve plak ve diş eti iltihabına karşı etkinliğini 

değerlendirmek için kullanılmış ve her iki çalışmanın verileri de bu formülasyonların 

insanlar tarafından güvenli ve tolere edilebildiğini göstermiştir. Ek olarak, insan 

deneysel dişeti iltihabı modelinde diş eti kanaması, dişeti iltihabı ve plak gelişimini 

azalttığı gösterilmiştir (124). 

2.3.4. Katelisidinler 

Katelisidinler, yüksek oranda korunmuş bir sinyal sekansı ile katelin’e oldukça 

homolog olan katepsin L inhibitörü olan bir öncül bölge içeren proteinlerden elde 

edilen AMP ailesidir (125). İnsanlarda sadece LL-37 olarak adlandırılan bir 

katelisidin varyantı karakterize edilmiştir. Bu peptit, insan CAP18 proteininin 

(hCAP18) C-terminal ucundan proteolizle türetilmektedir (126). Bu peptit nötrofiller, 

monositler, NK hücreleri, T hücreleri ve B hücreleri gibi lökositlerde, ayrıca testis, 

deri, gastrointestinal ve solunum yollarının epitel hücrelerinde ifade edilmektedir 

(127). LL-37, enflamatuar veya bulaşıcı uyaranlar tarafından indüklenmektedir (128) 

ve hem Gram pozitif hem de Gram negatif bakterilere karşı antimikrobiyal etkinlik 
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göstermektedir (129). Antimikrobiyal aktivitesinin yanı sıra, bu peptit, LPS'yi 

bağlayarak nötralize eder ve endotoksik şoka karşı korur (130). Ayrıca, nötrofiller, 

monositler, mast hücreleri ve T hücreleri için kemotaktik özellik sergilemektedir. 

Mast hücrelerinin degranülasyonunu indüklerken, makrofajlarda transkripsiyonel 

tepkileri değiştirir, iyileşmekte olan yaralarda vaskülarizasyonu ve yeniden 

epitelizasyonu uyarır (131). Antitümör aktivitesine sahip olan (132) LL-37 peptiti, 37 

amino asit dizisinden oluşmaktadır ve sistein içermediğinden doğrusal bir yapıya 

sahiptir. Peptit, hidrofilik bir ortamda büyük ölçüde rastgele bir bobin 

konformasyonunu sergilerken ve hidrofobik ortamda ise α-sarmal bir yapı 

göstermektedir (133). 

 

2.4. İnsan katelisidinlerin etki mekanizması   
  

LL-37'nin konakçı hücreleri farklı şekillerde etkileme kapasitesi üzerine birçok 

makale yayınlanmıştır, öyle ki son zamanlarda factotum peptidi olarak 

adlandırılmaktadır (134)(182). LL-37 peptitinin, dolaşan konak immün hücrelerinde 

bir kemotaktik aktiviteye neden olduğu, pro-enflamatuar sinyal moleküllerinin epitel 

veya dolaşımdaki hücrelerden salgılanmasını sağladığı ve mikrobiyal bileşenlerin 

pro-enflamatuar aktivitelerini modüle ettiği literatür bilgisinde gösterilmiştir (183). 

Bu etkiler, konak hücre reseptörlerini aktifleştirme, işlemden geçirme veya 

moleküler kargonun konak hücrelere translokasyonu ile sağlanmaktadır.  

  
LL-37'nin bütün bu özellikleri,  sulu tuz çözeltisi içindeki farklı katlanma eğilimi 

sayesinde etkinlik göstermektedir. Peptitin 3 boyutlu konformasyonu hem konak 

hücrelerin nötr membranlarını hem de hücre dışı mikrobiyal veya endojen 

molekülleri ile etkileşerek görev yapmaktadır. 

 

Temel olarak, LL-37'nin konakçı hücre aktivitelerini etkileyebileceği Şekil 

2.4’de gösterildiği üzere birçok mekanizma üzerinden gerçekleşebilmektedir: (1) 

Hücresel zarlarda geçici gözenekler veya lezyonlar oluşturarak hücre dışına salınacak 

maddelerin çıkışına yardımcı olabilmektedir. (2) Alıcıları çevreleyen zar 

bölgelerinde birikebilir ve daha sonra bağlanma bölgeleriyle veya trans membran 

bölgeleriyle etkileşime girerek bunları aktive edebilmektedir. (3) Membran bağlantılı 
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faktörlerle etkileşime girerek serbest bırakılma / aktivasyona ve reseptör 

etkinleştirilmesine neden olabilmektedir. (4) Mikrobiyal LPS, LTA veya hasar 

görmüş konak hücrelerden salınan materyaller gibi hücre dışı bileşenleri 

bloklayabilir ve bunların TLR reseptörleri ile etkileşimlerini önleyerek, pro-

enflamatuar etkilerini azaltabilmektedir. (5) Alternatif olarak daha kontrollü bir pro-

enflamatuar yanıt için endositozla hücre içi reseptörlere veya bölmelere bu tür 

molekülleri etkili bir şekilde iletebilmektedir. 

 

 
 

Şekil 2.4: AMP Etki Mekanizmaları Grafiği Antimikrobiyal peptitlerin bakteri sitoplazmik 
membranı üzerindeki etki mekanizmaları (Kaynak: Ünübol N. Doğal Peptit Antibiyotiklerden 
Esinlenerek Yeni Etkin Antibakteriyellerin Geliştirilmesi. Y.T.Ü. Fen Bilimleri Enstitüsü, Doktora 
Tezi, İstanbul, 2017 (Danışman: Prof. Dr. A Allahverdiyev)) 
 
 

2.5. Hipokampal Nöronlar    
 

2.5.1. Morfolojileri 
 

Hipokampus dokusu, insan ve diğer omurgalı canlılarda merkezi sinir sisteminin 

önemli bir bileşenidir. İnsan ve memelilerde beynin her iki hemisferinde bir tane 
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olmak üzere iki tane hipokampus dokusu bulunmaktadır. Hipokampus, serebral 

hemisferlerin dorsomedial yönlerinden gelişen filogenetik olarak çok eski bir kortikal 

yapıdır “archicortex”. Hipokampus dokusu, kortikal tabakanın birbirine kenetlenmiş 

iki kıvrımından, hipokampus ve dentat girus’dan (DG) oluşur (135). Makroskopik 

olarak, hipokampusun kavisli yapısı, bir koç boynuzu ile benzerlik göstermektedir, 

bu nedenle Latince cornu ammonis (CA) olarak da isimlendirilmektedir. Kraniyal 

“septal” kutup, yarımkürenin dorsal kısmında orta hatta yakın, korpus kallozumun 

altında, kaudal “temporal” kutup ise temporal loblara ventrolateral olarak uzanır 

(Şekil 2.5.1). 

 

 

 
Şekil 2.5.1: Hipokampus hücrelerinin morfolojisi (a) CA1, CA2 ve CA3 bölgelerindeki piramidal 
hücreler. (b) Ön, yan ve üst görünümlerden gösterilen bir CA1 piramidal hücresinin üç boyutlu yapısı. 
(c) Dentat girus’da bulunan granül hücrelerinin çeşitlilği. Hücrelere bitişik değerler toplam dendritik 
uzunluğu belirtmektedir. (d) Ön, yan ve üst görünümlerden gösterilen bir granül hücresinin üç boyutlu 
yapısı. (Kaynak: Vida I. (2010) Morphology of Hippocampal Neurons. In: Cutsuridis V., Graham B., 
Cobb S., Vida I. (eds) Hippocampal Microcircuits. Springer Series in Computational Neuroscience, 
vol 5. Springer, New York, NY) 

CA1 Pramidal Nöronları 

CA1'in piramidal hücreleri, beyindeki en iyi araştırılmış nöron türlerinden 

biridir. Bu nöronlar bir piramidal veya oval hücre gövdesi, büyük kalibreli apikal bir 

dendrit ve birkaç küçük kalibreli bazal dendrit ile karakterize edilmektedir. 
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CA3 Piramidal Nöronları 

CA3 bölgesinin piramidal hücreleri, morfolojilerinde CA1 piramidal hücrelerine 

birçok yönden benzerlik göstermektedir. Bununla birlikte, dikkate değer farklılıklar 

da vardır. Hücre gövdeleri daha büyüktür ve CA1 piramidal hücrelerinkinden 

yaklaşık iki ila dört kat daha yüksek bir yüzey alanına sahiptir. CA3 piramidal 

hücrelerin proksimal dendritleri büyük kompleks dikenlere sahiptir (“dikenli 

dışlamalar”). Bu kompleks dikenler, yosunsu lifli uzantıların postsinaptik 

hedefleridir (137). 

CA2 Piramidal Nöronları 

CA2 piramidal hücreleri, CA1 ve CA3 alanlarının arasında lokalize olurlar ve 

benzer morfolojik özellikler gösterirler. Bu nöronların hücre gövdeleri, CA3 

nöronlarınınki kadar büyüktür, ancak hücreler kompleks dikenlerden yoksundur ve 

dendritik dallanma desenleri, CA1 piramitlerininkine benzerdir. Yapılan bir in vitro 

çalışmada işaretli nöronların dendritlerinin kantitatif analizi sonucunda, CA2 

piramidal hücrelerinin CA1 ve CA3 piramidal hücrelere kıyasla en yüksek toplam 

dendritik uzunluğa sahip olduğu bulunmuştur (138).  

DG Nöronları 

Granül hücreleri dikenli dendritlerin hücre gövdesinin üst kutbundan dışarı 

doğru uzanması ve tabandan çıkan aksonal uzantı ile keskin bir bipolar morfoloji 

sergilemektedir (139). DG nöronları küçük, yuvarlak veya oval hücre gövdelerine 

sahiptir ve ∼10 μm çapındadır. DG nöronları granül hücre katmanında yoğun bir 

şekilde paketlenmiştir. Bir ila dört adet birincil dendrit uzantıları hücre gövdesinden 

ortaya çıkar ve moleküler tabaka içinde bir dendritik küme oluşturmak için üç ila altı 

kez çatallaşan morfolojik yapı sergilerler. Bu dallanmalar çoğunlukla hipokampus 

fissürüne uzanır ve oluşan bükülme, moleküler katman içinde daha geniş (∼300μm) 

ve daha dar (∼180μm) konik şekilli bir hacmi meydana getirir. 
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2.5.2. Fonksiyonları 
 
 

Sinir hücreleri (nöronlar), sinir sisteminin yapısal ve işlevsel birimleridir ve 

beyin devrelerinde nöronların oynadığı fonksiyonel rollerdeki farklılıkları makul bir 

şekilde yansıtan çeşitli boyut ve şekillerde bulunmaktadır. Bir yandan da dendritlerin 

ve aksonların dağılımı, sinaptik girdileri ve mevcut hedefleri hücrelere tanıtmaktadır. 

Öte yandan, nöronal işlemlerin üç boyutlu yapısı, sinyallerin bütünleştiği ve işlendiği 

kablo yapısını oluşturmaktadır. 

 

Hipokampus da dahil olmak üzere kortikal bölgelerdeki nöronlar genel olarak iki 

ana sınıfa ayrılabilirler: ana hücreler ve internöronlar. Ana hücreler, nöronal 

popülasyonun çoğunluğunu (%80-90) oluşturmaktadır ve büyük ölçüde homojen 

fakat alana özgü morfolojik özellikler göstermektedir. Bunlar glutamaterjik, uyarıcı 

nöronlardır ve bilgi işlemenin işgücü olarak kabul edilirler. Bu hücreler akson 

uzantılarını diğer beyin alanlarına göndermekte ve bu nedenle “projeksiyon 

nöronları” olarak da adlandırılmaktadırlar. İnternöronlar, GABAerjik, inhibe edici 

hücrelerdir ve yerel nöronların büyük popülasyonlarının aktivitesini kontrol 

etmelerini ve koordine etmelerini sağlayan yoğun yerel aksonal dallanma ile 

karakterizedirler. Her ne kadar internöronlar nöronal popülasyonun sadece küçük bir 

kısmını oluştursalar da yüksek derecede morfolojik bir heterojenite sergilemekte ve 

çeşitli alt tiplere ayrılabilmektedirler. İnternöronların çeşitliliği makul derecede ana 

hücre aktivitesinin mekansal-zamansal kontrolünde bir iş bölümü sunmaktadır. 

 

2.6. Hipokampal nöronlarda katelisidin peptit ifadesi   
 

Merkezi sinir sistemi, diğer dokularla karşılaştırıldığında istilacı patojenlerden 

iyi korunmaktadır ve beyin enfeksiyonları nispeten nadir görülen klinik bir 

fenomendir. Bazı patojenler yalnızca ağır bakteriyemi sırasında dolaşım sistemi 

üzerinden beyine girebilir. Bu koruma esas olarak kan-beyin bariyerinin endotel 

hücrelerine atfedilmiştir (140), ancak bu bariyerin içinde enfeksiyon veya yaralanma 

ile aktive edilebilen ayrı bir doğal bağışıklık sistemi mevcuttur (141). Mikroglial 

hücreler, bu sistemin önemli bir parçasıdır ve temel olarak, patojenleri 

algılayabilmeleri bakımından, periferdeki makrofajlara karşılık gelir. Ek olarak, 
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mikroglia, adaptif bağışıklığın hücrelerini toplayan sitokinler ve kemokinler gibi 

enflamatuar mediatörler üretebilir (142). Ayrıca, nöronların, merkesi sinir sisteminin 

immün savunması olan mikrogliayalara katıldığı da öne sürülmüştür (143). Karşılıklı 

olarak, mikroglia hücreleri, astrositler, endotel hücreleri ve merkezi sinir sistemi 

(MSS) infiltre edici immün hücrelerle iletişim kurar (144). 

 
Kateisidin ailesine ait gen sekanslarının, insan ve sıçan genomunda bulunduğu 

bilinmektedir. İnsanlarda bu gen sekansı LL-37’yi ifade ederken sıçanlarda bulunan 

rCRAMP’lar ise Termen ve arkadaşları tarafından ortaya çıkartılmıştır (145). 

Merkezi sinir sistemindeki katelisidin ekspresyonunun tek bildirimi beyindeki LL-

37'nin nokta-blot hibridizasyonu ile tespitidir (146). Hücresel lokalizasyon ve bu 

lokasyondaki LL-37'nin olası fonksiyonları ile ilgili birkaç çalışma olmasına rağmen 

henüz kesin olarak bilinmemektedir. 

 

3. GEREÇ VE YÖNTEM 
 

3.1. Primer hipokampal nöron kültürü 
 

3.1.1. Deney Hayvanları 

Bu tez çalışmasında Balb-C ırkı postnatal üç günlük fareler kullanılmıştır. Fare 

kullanılmasının nedeni tez çalışmasında kullanılan peptitler tasarlanırken ilham 

alınan katelisidin ilgili antimikrobiyal proteinlere (CRAMP) ait LL-37 varyantının 

nükleotid dizisinin farelerde bulunmamasıdır. Bu durum deney sonuçlarının 

tamamen kullanacağımız peptitlere bağımlı olduğunu ortaya koyacaktır. Fareler 

Acıbadem Mehmet Ali Aydınlar Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik 

Kurulu’nun 2018/15 karar sayılı izni ile Deney Hayvanları Uygulama ve Araştırma 

Merkezi (DEHAM)’dan temin edilmiştir. Postnatal dönemde hayvanın akciğerleri ve 

alveolleri tam olarak gelişimini tamamlamadığından gaz alış-verişi etkili olarak 

gerçekleşmemektedir, bu nedenle inhalasyon anestezisi etki göstermemekte ve aksine 

hayvanın acı çekmesine neden olarak hayvan refahı açısından etik dışı bir durum 

oluşturmaktadır. Enjeksiyon yolu ile uygulanacak anestezi postnatal dönemdeki 

hayvanın vücut büyüklüğünden dolayı hızlı ve pratik bir yöntem değildir. Üç günlük 
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yavru farelerin hipokampus dokusundan primer nöron kültürü oluşturmak için önce 

hayvanlara hipotermi anestezisi uygulanmıştır (147). Sonrasında servikal 

dislokasyon ile sakrifiye edilen farelerden diseksiyon mikroskobu altında 

hipokampus dokusu çıkartılmış ve bu dokular kültür işlemlerine alınmıştır. 

 

3.1.2. Genel Teknikler 
 

3.1.2.1. Diseksiyon 
 

Diseksiyon vasatı olarak Hibernate-A vasatı kullanılmıştır. Hibernate-A, birçok 

hücre kültüründe kullanılan zenginleştirilmiş bir besi ortamıdır. Diğer vasatlardan en 

önemli farkı kalsiyum konsantrasyonunun daha az olmasıdır. Bu nedenle aşırı 

uyarılma toksisitesini azaltır. (Bu özelliği akson uzamasını azalttığından kültür vasatı 

olarak kullanılmamıştır.) Diseksiyon vasatı, Hibernate-A içerisine %1 oranında 

glutamin ve %1 oranında antibiyotik-antimikotik solüsyonunun aseptik koşullarda 

eklenmesiyle hazırlanmıştır. Diseksiyon soğuk ortamda yapılacağı için diseksiyon 

vasatı, kullanılana kadar (+4oC)’ de bekletilmiştir. 

 

Diseksiyonda uygulanan prosedürün postnatal 3 günlük balb-c fareden, 

hipokampal dokuya ulaşılması Şekil 3.1.2.1-1 ve Şekil 3.1.2.1-2’de fotoğraflarıyla 

birlikte aşama aşama gösterilmiştir.  
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Resim 3.1.2.1-1: Beyin Diseksiyon Aşamaları (a) Diseksiyon mikroskobunun ve soğuk tablanın 
hazırlanması. (b) Postnatal 3 günlük balb-c farenin buz üzerinde hipotermi anestezisine alınması. (c) 
Kafatasının kesilmesi ve petride dorsal şekilde yerleştirilmesi. (d) Kafa derisinin temizlenmesi. (e) 
Kafatasının açılması. (f) Beynin kafatasının içinden çıkarılması ve petri kabına alınması. 

 

 
 
Resim 3.1.2.1-2: Hipokampus Diseksiyonu Aşamaları (a) Beynin petride dorsal şekilde 
yerleştirilmesi. (b) Arka beynin ayrılması. (c) İki hemisferin birbirinden ayrılıması. (d) Hemisferin 
hipokampus dokusuna zarar verilmeden sabitlenmesi. (e) Hipokampus dokusunun belirlenmesi. (f) 
Hipokampus dokusunun disekte edilmesi. 
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3.1.2.2. Petrilerin Kaplanması 
 

Sinir hücrelerinin in vitro ortamda canlılıklarını uzun süre koruyabilmeleri için 

bir yüzeye tutunabilmeleri gerekmektedir. Bu işlem iki basamakta gerçekleştirildi. 

İlk olarak, elektrostatik özelliği sayesinde hücrelerin yapışmasını sağlayan Poly-L-

Lysin (Sigma-P6282) 1:10 oranında steril distile su ile seyreltilerek 24 kuyucuklu 

plakanın (CytoOne, CC7682-7524) taban yüzeyi kaplandı. Oda sıcaklığında 2 saat 

inkübe edildikten sonra ikinci basamak olarak yüzey steril distile su ile yıkandı. 

 

3.1.2.3. Kimyasal Ayrıştırma 
 

Hipokampal primer hücreleri elde etmek için öncelikle nöron kültüründe 

hücreleri bir arada tutan yapılar enzimler yardımıyla parçalanmalıdır. Bu yapılar, 

içerisinde bağ doku, bazal lamina, hücreler arası bağlantıları ihtiva eder. Papain; 

hücreler arası bağlantıları koparmak için kullanılırken, DNase enzimi ise nekroz olan 

hücrelerden solüsyona dağılan DNA kısımlarını parçalayarak, bu yapıların yığın 

oluşturmasını önlemek amacıyla kullanıldı. Diseksiyon sonrasında elde edilen doku 

parçaları (+4oC)’de 45 dk. boyunca 20 U/ml Papain (Sigma-P4762) içeren L-15 

(Leibovitz’s Medium, %1 glutamine ve %1 antibiyotik-antimikotik) vasatı ile inkübe 

edildi. Bu kısımdan sonra mekanik ayrıştırma uygulandı ve hücre süspansiyonu 800 

rpm’de 3 dk. santrifüj edildikten sonra supernatant kısmı atıldı. Pellet kısmı, oda 

sıcaklığında çalkalayıcı üzerinde 15 dk. boyunca 50 Ug/ml DNase (Sigma-D4513) 

içeren L-15 (%1 glutamine, %1 antibiyotik-antimikotik) vasatı ile inkübe edildi.  

 

3.1.2.4. Mekanik Ayrıştırma 
 

Primer hücrelerin elde edilmesi için kimyasal muameleye ek olarak mekanik 

ayrıştırmaya da ihtiyaç vardır. Bunun için enzimatik yollarla hücreler arası 

bağlantıları gevşetilen hücre gruplarının tritürasyon tekniği ile ayrışması sağlandı. 

Öncelikle mavi pipet ucu ve sarı pipet ucundan doku parçaları yavaş ve hassas bir 

şekilde geçirildi. En son ise perdahlanmış cam pastör pipet ile dokuların iyice 

ayrışması sağlandı. 
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Şekil 3.1.2.4: Pipet Uçlarının Gösterimi Soldan sağa doğru perdahlanmamış, perdahlanmış ve 
mikropipet uçlarının gösterimi (148).  
 
 

3.1.2.5. Hücre Ekimi 
  

Hipokampal nöronları içeren hücre solüsyonu 800 rpm’de 3 dk. santrifüj 

edildikten sonra supernatant kısım atıldı. Hücreleri içeren pellet, NBA (Neurobasal-

A, %1 glutamine, %1 antibiyotik-antimikotik, %2 B27 suplement içeren) vasatı ile 

çözülerek süspansiyon elde edildi ve 24 kuyucuklu plakanın her bir kuyucuğunda 

20,000 hücre olacak şekilde ekim yapıldı. Kültürler %5 CO2 ayarlı +37o C’lik etüvde 

inkübasyona alındı. 

 

3.2. SRB testi ile sitotoksisite tayini 
 

Oluşturulan hipokampal nöron kültüründeki nöronların akson uzatmaları için 24-

48 saat arası kültüre hiçbir özel işlem uygulanmadı. Etkileri araştırılacak peptitlerin 

kültür ortamına eklenmesinden önce, her bir kuyucuktaki vasat uzaklaştırıldı ve 

DPBS ile yıkandı. Ardından her bir kuyucuğa taze NBA (Neurobasal-A, %1 

glutamine, %1 antibiyotik-antimikotik içeren) vasatı ile birlikte   0.5, 1, 2, 4, 8, 16 ve 

32 µg/ml konsantrasyon aralığında farklı amino asit dizisine sahip TN-1, TN-2, TN-

3, TN-6 ve TN-7 sentetik Katelisidin Benzeri Antimikrobiyal Peptitler (CRAMP) 

eklendi ve 16 saat inkübe edildi. Bu aşamada CytoscanTM SRB Cytotoxicity Assay 

(Cat No: 786-213) kiti kullanılarak sitotoksisite tayini yapıldı. Tasarlanmış ve 

sentetik olarak sentezlenmiş TN-1, TN-2, TN-3, TN-6 ve TN-7 AMP’lere ilişkin 

karakteristik özellikleri Tablo 3.2’de bulunmaktadır. 
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Tablo 3.2: Peptit Amino Asit Dizileri İnsan Katelisidin proteinlerinden esinlenilerek tasarlanan ve 
sentetik olark sentezlenen AMP’lerin karakteristik özellikleri (R: Arginin, L: Lösin, K: Lizin) 
(Kaynak: Ünübol N. Doğal Peptit Antibiyotiklerden Esinlenerek Yeni Etkin Antibakteriyellerin 
Geliştirilmesi. Y.T.Ü. Fen Bilimleri Enstitüsü, Doktora Tezi, İstanbul, 2017 (Danışman: Prof. Dr. A 
Allahverdiyev)). 
 

 
 

SRB testi protokolünde öncelikle her bir kuyucuktaki vasat üzerine %10’luk 

Trikloro Asetik Asit (TCA) eklendi ve +4oC’de 1 saat inkübe edildi. Tüm 

kuyucuklardaki solüsyon uzaklaştırıldı ve 3 kere saf su ile yıkandı. Kuyucuklarda 

kalan az miktardaki suyu tamamen uzaklaştırmak için 24 kuyucuklu plakalar 45-

50oC’deki fırında 30 dk. inkübe edildi. Her bir kuyucuğa 200 µl SRB boyası eklendi 

ve oda sıcaklığında 30 dk inkübe edildi. SRB boyası kuyucuklardan uzaklaştırıldı ve 

3 kere kit içerisinde bulunan yıkama solüsyonu ile yıkandı. Kuyucuklarda kalan az 

miktardaki yıkama solüsyonunu tamamen uzaklaştırmak için 24 kuyucuklu plakalar 

45-50oC’deki fırında 30 dk. inkübe edildi. Her bir kuyucuğa 200 µl çözücü tampon 

çözeltisi eklendi ve SRB boyasının karışması için plaka yavaşça çalkalandı. 

Mikroplaka okuyucuda 565 nm dalga boyunda spektrofotometrik ölçüm alındı. 

 

Sitotoksisite ve antioksidan deneylerinde her grup 3 tekrarlı (n=3) şekilde 

çalışıldı, SRB testi ile elde edilen spektrofotometrik sonuçlar Şekil 3.2’deki formül 

kullanılarak hücrelerdeki toksisite değerleri hesaplandı. 
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Şekil 3.2: SRB Testi Veri Hesap Formülü Sitotoksisite değerlerinin hesaplanması için kullanılan 
formül (Kaynak: Perez RP, Godwin AK, Handel LM, Hamilton TC. A comparison of clonogenic, 
microtetrazolium and sulforhodamine B assays for determination of cisplatin cytotoxicity in human 
ovarian carcinoma cell lines. Eur J Cancer.1993;29A(3):395-9) 

 

3.3. SRB testi ile antioksidan tayini 
 

Peptitlerin olası antioksidan aktivitelerini değerlendirmek amacıyla, oluşturulan 

primer hipokampal nöron kültürüne 100 uM hidrojen peroksit eklendi ve 10 dk 

37oC’de inkübe edildi. Bu sayede hücre kültüründeki nöronların oksidatif strese 

girmeleri sağlandı. Oksidatif stres öncesi ve sonrasında 0.5 – 32 μg/ml konsantrsyon 

aralığında hücre kültürüne eklenen TN-2 ve TN-3 peptitlerinin 16 saat inkübasyonun 

ardından SRB testi ile antioksidan etkileri ölçüldü. SRB testi, sitotoksisite deneyinde 

kullanılan protokole bağlı kalınarak gerçekleştirildi. 

 

3.4. RNA İzolasyonu 
 

TN-2 peptitinin her kuyucukta ekili olan nöronlara oksidatif stres modelinde 

post operatif olarak uygulanmasından 16 saat sonra ortamdaki vasat uzaklaştırıldı. 

Bu aşamada GeneMark Total RNA Purification Kit (Cat No: TR01) kullanılarak 

hücrelerden RNA izolasyonu yapıldı.  

 

RNA izolasyonu protokolüne göre ilk olarak 350 µl RNA Liziz/2-ME 

solüsyonu, vasatı uzaklaştırılmış olan hücrelerin üzerine eklendi. 1.5 ml steril 

ependorf tüp içine alınan örnekler vorteks kullanılarak karıştırıldı. Tüm örnekler 

insülin enjektöründen geçirilerek hücre lizatlarının iyice parçalanması sağlandı. Her 

örnek üzerine 350 µl 70%’lik ethanol eklendi ve vorteks kullanılarak iyice karışması 

sağlandı. 700 µl’lik ethanol-lizat karışımı RNA kolonuna yüklendi ve 14,000 xg’de 1 

dk santrifüj edildi.  500 µl RNA yıkama solüsyonu I her bir kolona yüklendi ve 

14,000 xg’de 1 dk santrifüj edildi. 82 µl DNase solüsyonu her bir kolana yüklendi ve 

24-28oC’de 15 dk inkübe edildi. 500 µl RNA yıkama solüsyonu I her bir kolona 
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yüklendi ve 14,000 xg’de 1 dk santrifüj edildi. 600 µl RNA yıkama solüsyonu II her 

bir kolona yüklendi ve 14,000 xg’de 1 dk santrifüj edildi. 600 µl RNA yıkama 

solüsyonu II her bir kolona yüklendi ve 14,000 xg’de 1 dk santrifüj edildi. RNA 

kolonlarında kalan fazla ethanol’ü ortamdan uzaklaştırmak için kolon boş olarak 

14,000 xg’de 3 dk santrifüj edildi. RNA kolonları steril 1.5 ml ependorf tüp üzerine 

yerleştirildi. 30 µl nükleaz-free su her bir kolona yüklendi ve 24-28oC’de 10 dk 

inkübe edildi. RNA kolonları 14,000 xg’de 1 dk santrifüj edildi. Kolonların içine 

yerleştirildiği 1.5 ml’lik ependorf tüplerin içerisinde, elde edilmek istenen RNA 

örnekleri toplandı. RNA örnekleri, bir sonraki aşama olan cDNA sentezi için taze 

olarak kullanıldı, ya da hemen kullanılmayacaksa   -80oC’ye kaldırıldı. 

 

3.5. cDNA Sentezi 
 

RNA izolasyonu sonucu elde edilen her bir gruba ait farklı RNA örnekleri, ticari 

olarak satın alınan High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Cat. No: 

4368814) kullanılarak cDNA sentez reaksiyonlarında kullanıldı. Öncelikle cDNA 

sentez reaksiyon karışımı kit protokolünün öngördüğü adımlar izlenerek hazırlandı 

ve sonrasında 4 aşamalı PCR reaksiyonu ile ters transkripsiyon reaksiyonu 

gerçekleştirildi. 

 

Tablo 3.5.1: cDNA Sentez Reaksiyonu. Reaksiyon karışımı içerikleri ve hacimleri 

 

 

 

Örnek İçerikleri Örnek Hacimleri 

10X RT Buffer 2.0  μl 

25X dNTP Mix (100 mM) 0.8  μl 

10X RT Random Primers 2.0  μl 

MultiScribe Reverse Transcriptase 1.0  μl 

RNase Inhibitor 1.0  μl 

Nuclease – free water 3.2  μl 

TOPLAM 10  μl 
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Tablo 3.5.2: RT-PCR Protokolü. Ters transkripsiyon reaksiyonu PCR aşamaları 

 

 Step 1 Step 2 Step 3  Step 4 

Sıcaklık (oC) 25 37 85 4 

Süre 10 dk 120 dk 5 dk ∞ 

 

 

3.6. qRT-PCR Analizleri 
 

En iyi antioksidan özellik gösteren TN-2 peptitinin hangi yolak üzerinden bu 

etkiyi gösterdiğini incelemek amacıyla qRT-PCR tekniği kullanılarak Bax, Bcl-2, 

Wnt5a, NF-κB ve 18S rRNA genlerinin ifade düzeyleri ölçüldü. Bu deney, ticari 

olarak satın alınan GM SYBR qPCR (W/O ROX) (Cat. No: QPSY02-1) kit 

protokolüne bağlı kalınarak gerçekleştirildi.  

 

İlk olarak reaksiyon karışımı protokolün öngördüğü oranlarda nükleaz-free su, 

kalıp DNA, ileri yönlü primer, geri yönlü primer ve GM SYBR qPCR solüsyonu 

karıştırılarak hazırlandı. Ardından başlangıç denatürasyonu olarak reaksiyon karışımı 

94oC’de 2 dk inkübe edildi ve kit tarafından öngürülen parametrelerde PCR 

reaksiyonu 35 döngü ile gerçekleştirildi (Tablo 3.6.1). 

 

Tablo 3.6.1: qRT-PCR reaksiyon karışımı içerikleri ve hacimleri 

 

Örnek İçerikleri Örnek Hacimleri 

Nuclase – free water X μl 

cDNA Y μl (100 ng) 

Forward Primer 0.2 μl 

Reverse Primer 0.2 μl 

GM SYBR qPCR solution 12.5 μl 

TOPLAM 25 μl 
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Tablo 3.6.2: qRT-PCR Protokolü  

 

Step Sıcaklık Süre 

Denatürasyon 94-95 oC 15-30 sn 

Annealing 60 oC 20-45 sn 

Extension 72 oC 30 sn-1 dk 

 
 
Tablo 3.6.3: Primer Sekansları Çalışmada kullanılan primerlerin oligonükleotid dizileri, Tm 
dereceleri ve Aplikon Uzunlukları (AU). 
 

 
 
 

3.7. Verilerin istatistiksel analizi 

Tüm veriler ortalama ± standart hata olarak ifade edildi. Elde edilen verilerin 

istatistiksel olarak değerlendirilmesinde tek-yönlü varyans analizi (ANOVA) ile 

Tukey-Kramer çoklu karşılaştırma testi kullanıldı. P değerinin 0,05’ten küçük olması 

durumunda veriler istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 
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4. BULGULAR 

 

4.1. Primer hipokampal nöron kültürü 

 
Tüm deney gruplarında, primer nöron kültürlerine 3 gün boyunca hiçbir işlem 

uygulanmadı. Kültüre edilen nöronların uygulanacak işlem öncesinde stres altında 

olmadıklarının kanıtı olarak akson uzatmaları beklendi (Resim 4.1). Bu süre boyunca 

akson uzatmayan nöronların nekroz ve apoptoz süreçlerine gittiği morfolojik olarak 

gözlemlendi. Nekroz ve apoptoz süreçlerine giden nöronların deney sonuçlarını 

etkilememesi için uygulanacak işlem öncesinde petriler PBS ile yıkanarak kültür 

ortamı bu nöronlardan temizlendi. Ardından petrilere taze kültür vasatı eklenerek 

sitotoksisite veya antioksidan deneylerine devam edildi.  

 

 
Resim 4.1: Primer hipokampal nöron kültürü (a) Nöronların morfolojik görüntüleri, ekim yapıldığı 
gün (0.gün) ışık mikroskobu altında 20X objektif kullanılarak elde edildi. (b) Nöronların morfolojik 
görüntüleri,  1.gün ışık mikroskobu altında 20X objektif kullanılarak elde edildi. (c) Nöronların 
morfolojik görüntüleri,  2.gün ışık mikroskobu altında 20X objektif kullanılarak elde edildi. (d) 
Nöronların morfolojik görüntüleri,  3.gün ışık mikroskobu altında 20X objektif kullanılarak elde 
edildi.  
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4.2. Antimikrobiyal peptitlerin sitotoksisite düzeyleri 

 
Tüm ölçümler üç tekrarlı olarak çalışılmış ve ortalama değerleri baz alınmıştır. 

TN-1 peptiti eklenen grupta sitotoksisite; 4, 8, 16 ve 32 μg/ml konsantrasyonlarda 

kontrol grubuna göre anlamlı olarak yüksek saptandı (sırasıyla p<0.05, p<0.01 ve 

p<0.001). TN-2 peptiti eklenen grupta sitotoksisite; 8 ve 16 μg/ml 

konsantrasyonlarda kontrol grubuna göre anlamlı olarak düşük saptandı (sırasıyla 

p<0.05 ve p<0.01). TN-3 peptiti eklenen grupta sitotoksisite, kontrol grubuna göre 

düşük bulunsa da bu azalış istatistiksel olarak anlamlı değildir. TN-6 peptiti eklenen 

grupta sitotoksisite; 16 ve 32 μg/ml konsantrasyonlarda kontrol grubuna göre anlamlı 

olarak yüksek bulundu (sırasıyla p<0.01, p<0.001). TN-7 peptiti eklenen grupta 

sitotoksisite, kontrol grubuna göre yüksek saptandı fakat çıkan artış istatistiksel 

olarak anlamlı bulunmadı. 

 

 Olası rejeneratif özelliklerinden dolayı antioksidan değerlendirme için sadece 

TN-2 ve TN-3 peptitleri kullanıldı (Tablo 4.2). 

 
 
Tablo 4.2: Sitotoksisite Ölçümlerinin Sayısal Verileri Etkileri araştırılan peptitlerin hipokampal 

nöronlar üzerindeki sitotoksik değerleri (ort ± standart hata) gösterilmektedir. 
 

 
 

 



 40 

 
 
Şekil 4.2: Sitotoksisite Ölçümleri Kontrol (n=3), ve TN-1, TN-2, TN-3, TN-6, TN-7 (n=3) olan 
deney gruplarındaki sitotoksisite düzeyleri. Kontrol grubuna göre *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 

 
 
 

4.3. TN-2 ve TN-3 peptitlerinin antioksidan düzeyleri 
 

Antioksidan ölçümlerde hidrojen peroksit öncesi TN-2 peptitinin uygulandığı 

Pre TN-2 grubunda sitotoksisite 2, 4, 8, 16 ve 32 μg/ml konsantrasyonlarda kontrol 

grubuna göre anlamlı ölçüde yüksek saptandı (sırasıyla, p<0.05, p<0.01, p<0.001). 

Hidrojen peroksit sonrası TN-2 peptitinin uygulandığı Post TN-2 grubunda 

sitotoksisite tüm konsantrasyonlarda kontrol grubuna göre düşük saptandı fakat 

istatistiksel olarak anlamlı bulunmadı. Hidrojen peroksit öncesi TN-3 peptitinin 

uygulandığı Pre TN-3 grubunda sitotoksisite 16 ve 32 μg/ml konsantrasyonlarında 

kontrol grubuna göre anlamlı ölçüde yüksek gözlemlendi (sırasıyla p<0.01, 

p<0.001). Hidrojen peroksit sonrası TN-3 peptitinin uygulandığı Post TN-3 grubunda 

sitotoksisite 16 ve 32 μg/ml konsantrasyonlarında kontrol grubuna göre anlamlı 

düzeyde yüksek ölçüldü (sırasıyla p<0.01, p<0.001).  
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Tablo 4.3: Antioksidan Ölçümlerinin Sayısal Verileri Olası antioksidan etkilerinin araştırıldığı TN-
2 ve TN-3 peptitlerinin hipokampal nöronları üzerindeki antioksidan değerleri gösterilmektedir. 
 

 

 

 

 

 

Şekil 4.3: Antioksidan Ölçümleri Kontrol (n=3) ve TN-2, TN-3 (n=3) olan deney gruplarındaki 
sitotoksisite düzeyleri. Kontrol grubuna göre *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 
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4.4. TN-2 peptit etkisinin neden olduğu gen ekspresyon seviyeleri 
 

Her bir grup ve gen için elde edilen Cq değerleri Tablo 4.4’da belirtildiği 

üzeredir. qRT-PCR analizlerinde referans gen olarak 18S rRNA belirlendi. Genlerin 

referans genine göre normalizasyon işlemi (∆Cq) = (Cq)GEN - (Cq)REFERANS formülü 

kullanılarak yapılan matematiksel bir işlemdir (150). Bu işlem ile her bir genin 

referans gene göre eşik döngü değerinde ne kadar farklılık gösterdiği tespit 

edilmektedir. Normalizasyon işleminden sonra elde edilen ∆Cq değerlerinden, (2-∆Cq) 

formülü ile genlerin DNA miktarındaki artış veya azalış tespit edilmektedir. Gen 

ifade değişikliklerindeki farklılıkların anlamlı olup olmadığı bu formül sonucu elde 

edilen DNA miktarlarının istatistiksel analizleri sonucu elde edilebilmektedir. 

 

Tablo 4.4: qRT-PCR analizlerinin Cq değerleri Tez çalışmasında araştırılması planlanan genler ve 
bu genlerin farklı deney gruplarındaki Cq değerleri gösterilmektedir. NA ile ifade edilenler ölçülebilir 
aralıkta olmayan Cq değerlerini ifade etmektedir. 

 

 

Bu tez çalışmasında kullanılan örneklerin yetersiz olmasından dolayı deneyler 

tek tekrarlı olarak uygulanmıştır ve bazı genlerin Cq değerleri ölçülebilir aralığın 

altında olduğu için kantite edilememiştir. Bu nedenle normalizasyon işlemi ve gen 

ifade düzeylerindeki farklılıklar hesaplanamamıştır. 
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5. TARTIŞMA  
 

Antibiyotik direnci, dünyanın birçok bölgesinde tehlikeli derecede yüksek 

seviyelere ulaşmaktadır. Zararlı mikroorganizmalar antibiyotiklere karşı yeni direnç 

mekanizmaları geliştirmekte ve bulaşıcı hastalıkları tedavi edebilme şansı gün 

geçtikçe kısıtlanmaktadır. Pnömoni, tüberküloz, sepsis, gonore ve gıda kaynaklı 

hastalıklar gibi giderek artan bir enfeksiyon listesi oluşmakta ve antibiyotiklerin daha 

az etkili hale gelmesi nedeniyle bu hastalıkların yayılması da bir o kadar 

hızlanmaktadır (151). 

 

Son yıllarda yeni potansiyel antibiyotiklerin gelişmesi ile birlikte, antibiyotik 

direnci sorunlarına karşı önemli adımlar atılmıştır. Doğadan esinlenerek tasarlanan 

ve sentezlenen birçok AMP’nin, mükemmel derecede antimikrobiyal, anti-

inflamatuar ve immunomodulatör aktivite gösterdiği yapılan araştırmalar sonucu 

gösterilmiştir (152). 

 

İnsan katelisidin peptit antibiyotiklerinden esinlenilerek tasarlanan ve yapay olarak 

sentezlenen antimikrobiyal özellikteki peptitlerin hipokampus nöronları üzerine 

etkilerini incelemek amacıyla sırasıyla sitotoksisite, antioksidan ve gen ifade 

analizleri uygulanmıştır. Antimikrobiyal peptitlerin hipokampal nöronları üzerindeki 

sitotoksik etkilerini incelemek amacıyla SRB sitotoksisite testi kullanılmıştır. SRB 

testi, 1990’da (153) geliştirilmiş bir tekniktir ve o zamandan bu yana, hücre tabanlı 

çalışmalarda sitotoksisiteyi araştırmak için kullanılmıştır (154). Bu yöntem, hafif 

asidik koşullar altında proteinlere stokiyometrik olarak bağlanan ve daha sonra bazik 

koşullar kullanılarak elde edilebilen SRB boyasının özelliğine dayanmaktadır. Bu 

nedenle, proteinlere bağlı boya miktarı, hücre kütlesini yaklaşık olarak 

göstermektedir. Bu teknik ile hücre kütlesi üzerinden hücre çoğalması tahmini olarak 

ölçülebilmektedir. SRB testi dört ana aşamadan meydana gelmektedir; (a) örneklerin 

hazırlanması, (b) hücrelerin deney kimyasalı ile inkübe edilmesi, (c) hücre 

fiksasyonu, (d) SRB boyasının eklenmesi ve spektrofotometrik ölçüm alınması. Bu 

aşamaların her biri önemli olmasına rağmen hücre fiksasyonu kısmında daha dikkatli 

olunması gerekmektedir çünkü bu aşamada herhangi bir nedenden dolayı ölü 

hücrelerin debrisi veya sağlıklı hücrelerin kaybı yaşanırsa beklenilen miktardan daha 
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az SRB boyası ortamda kalabilir, bu da deney sonucunun yanlış çıkmasına neden 

olabilir. Hücre fiksasyonu ile ilgili önemli başka bir konu ise fiksasyon sırasında 

hücrelerin içinde bulunduğu vasatta serum bulunmaması gereğidir (184). Primer ve 

sekonder hücre kültüründe normal koşullar altında hücre canlılığını artırmak 

amacıyla temel vasat içerisine %10 oranında serum eklenmektedir fakat fiksatif 

çözelti hücre kültürüne eklendiği zaman serum içerisinde bulunan proteinlerin 

çökelmesine neden olmaktadır. Bu durum SRB boyasının çökmüş protein yapılarına 

bağlanmasına neden olup deney sonucunun yanlış çıkmasına sebebiyet verebilir. Bu 

nedenle kendi çalışmamızda sitotoksik etkisini araştırdığımız antimikrobiyal 

özellikteki peptitleri hipokampus nöronları ile inkübe etmeden önce, hücrelerin 

içerisinde bulunduğu vasat (serum ihtiva eden) petri ortamından uzaklaştırılmış ve 

hücreler fosfat tampon çözeltisi (PBS) ile yıkanmıştır. Sonrasında serum içeremeyen 

vasat ile birlikte antimikrobiyal özellikteki peptitler hücre kültürüne eklenmiş ve 

inkübe edilmiştir. Böylelikle fiksasyon aşamasında ortamda fikse edilen tüm protein 

yapılarının hücrelere ait olduğu öngörülebilmektedir.  

 

Bcl-2, ventriküler bölgelerin nöroepitelyal hücrelerinin yanı sıra kortikal plağın 

post-mitotik hücreleri, serebellum, hipokampus ve omuriliğin de dahil olduğu birçok 

beyin bölgesinde yaygın olarak eksprese edilmektedir (155). Bcl-2 geni silinmiş 

fareler normal embriyonik gelişim gösterirken, lenfoid apoptoz, nöronal - bağırsak 

lezyonları ve terminal böbrek hastalıkları da birlikte görülmüştür (156). Gelişmekte 

olan sinir sisteminde yüksek Bcl-2 mRNA ekspresyonu gözlenmektedir fakat 

postnatal beyinlerde önemli ölçüde ifadesi azalmaktadır (157). Buna rağmen başka 

bir çalışmada yetişkin bireylerde duyusal ve sempatik nöronların yüksek düzeyde 

Bcl-2 ekspresyonuna sahip olduğu görülmüştür (155). Bcl-2, gelişmekte olan 

sempatik nöronların hücre ölüm mekanizmasında önemli bir düzenleyici olarak 

görev yaptığını fakat matür sempatik nöronlarda rol oynamadığı ortaya koymuştur 

(158). Bcl-2'nin aşırı ekspresyonu, Bax aracılı sitokrom-c salınımını, kaspaz 

aktivasyonunu ve sinir büyüme faktöründen yoksun sempatik nöronlarda hücre 

ölümünü inhibe etmektedir (159). Literatür bilgisindeki tüm bu veriler BCL-2'nin 

özellikle sinir sisteminin gelişimi sırasında önemli bir rol oynadığını göstermektedir. 
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Primer nöron kültürleri ve hayvan modellerinde yapılan fonksiyonel çalışmalar, 

Bcl-2’nun aşırı ekspresyonunun hipokampal nöronları glutamat aracılı 

eksitotoksisiteye karşı koruduğunu ve NMDA kaynaklı eksitotoksik hasara bağlı 

hipokampustaki lezyon boyutunu önemli ölçüde azalttığını göstermektedir (160). 

Bcl-2'nin aşırı ekspresyonunun, apoptoz indükleyici faktörün (AIF) mitokondriden 

nükleus’a translokasyonunu bloke ettiğini ve fokal beyin iskemisini takiben kortikal 

nöron sağkalımının artmasına neden olduğunu ortaya koymuştur (161). Bcl-2 

eksikliği olan farelerin beyinlerinde oksidatif stres seviyesinin arttığı ve antioksidan 

seviyelerinin değiştiği gösterilmiştir (162) ve Bcl'in ifadesindeki artış oksidatif stres 

sonrası DNA onarımına yardımcı olabilir (163). 

 

Bax, prototipik pro-apoptotik Bcl-2 protein ailesi üyesidir ve nöron dahil çeşitli 

hücre tiplerinde hücre ölümünün düzenlenmesinde büyük rol oynar (164). Bax 

ekspresyonunun yaralanmaya yanıt olarak ve nörodejeneratif hastalıklarda arttığı 

bilinmektedir (165). Bax mRNA ve protein seviyeleri, travmatik beyin 

yaralanmalarının ardından korteksin iç kısımlarında artar (166). Bcl-2 ifadesinin 

azaldığı ve Bax ifadesinin ise arttığı travmatik beyin yaralanmaları sonrasında hasar 

meydana gelen nöronlarda ve iskemi modelinde gösterilmiştir (167). Buna karşın, 

global iskemiden sonra CA3 hipokampal nöronları gibi hala hasarları devam eden 

nöronlarda Bcl-2 gen ifadesinin yükseldiği bildirilmiş ancak Bax gen ifadesi ile ilgili 

bir bilgi verilmemiştir (168). Bu gözlemler, nöronal hücre ölümünün, anti-apoptotik 

ve pro-apoptotik Bcl-2 proteinlerinin hücresel oranına bağlı olarak 

gerçekleşebileceği fikrini desteklemektedir. 

 

Beyin fonksiyonlarını sürdürmek için nöronal ağların uzun süreli yapısal bakımı 

esastır. Dendrit dallanmalarının büyüklüğü ve kalıbı, nöronların sinaptik girdileri 

alma ve entegre etme kabiliyetini ifade eder ve bu nedenle beyindeki bilgi işlemenin 

kritik belirleyicileridir. Gelişim sırasında dinamik olarak kurulan dendrit 

dallanmalarının ve iskeletinin yetişkin dönemde büyük oranda stabil olduğu 

düşünülmektedir ve bir organizmanın ömrü boyunca bu yapılar korunur (169). Bu 

stabilizasyonun normal beyin fonksiyonları için önemi, dendritik sınırların ve 

iskeletin geç başlangıçlı hasarı, şizofreni, majör depresif bozukluk, anksiyete ve 



 46 

Alzheimer hastalığı gibi çeşitli nörolojik ve psikiyatrik bozuklukların en tutarlı 

morfolojik korelasyonları olduğuna dair kanıtlarla vurgulanmıştır. (170). Bu nedenle, 

yetişkin sinir sisteminde nöronal morfolojinin ve sinaptik bağlantının korunmasını 

sağlamak için spesifik moleküler sinyaller bulunmalıdır. 

 

Beyin kaynaklı nörotrofik faktör (BDNF), nöronal bağlantının kurulması ve 

sürdürülmesi için yaşam boyunca gerekli olan hücre dışı bir sinyale güzel bir 

örnektir. BDNF'nin veya bunun reseptörü olan Tirozin reseptörü kinazı B (TrkB)'nin 

gen ifadesinin durdurulması, yetişkin kortikal nöronların dendritik dallanmalarında 

azalmaya yol açar (171). Şaşırtıcı bir şekilde, BDNF veya TrkB'nin silinmesi, 

mekansal öğrenme, hafıza ve kaygı için kritik bir beyin yapısı olan hipokampusun 

dendrit mimarisini etkilemez (172). Halen, yetişkin hipokampal nöronlardaki dendrit 

destek mekanizmaları hakkında çok az şey bilinmektedir. Hipokampustaki CA1 

piramidal nöronlar, Alzheimer hastalığında özellikle hassastır ve bilişsel gerileme 

derecesi ile ilişkili olan geniş çaplı dendrit dallanma kaybı sergiler (173). Yetişkin 

nöronlarda onarım mekanizmalarının tanımlanması, hipokampusa bağlı davranışların 

yapısal temelinin yanı sıra, yoğun dendritik anomalilerin yaşamın geç dönemlerinde 

tezahür ettiği nörodejeneratif hastalıkların etiyolojisinin anlaşılması ile büyük ölçüde 

alakalı olmuştur. 

 

Önceki çalışmalar, kültüre edilmiş hipokampal nöronlarda gelişimsel akson ve 

dendrit büyümesini ve sinaps oluşumunu düzenlemede Wnt5a'nın rolünü 

göstermektedir (174). Wnt5a ifadesi, dendritik mimariyi korumak için yetişkin 

nöronlarda her hücre için fizyolojik olarak gereklidir. Wnt5a ifadesinin azalması, 

dendritik regresyonun başlamasından önce hipokampal sinaptik plastisite ve 

mekansal öğrenme, hafızayı bozar, ancak davranışsal eksiklikler yapısal 

anormalliklerin ortaya çıkmasıyla daha da kötüleşir. Wnt5a, yetişkin 

hipokampusunda kalsiyum ve sitoskeletal aracılı sinyalleme yoluyla ve beklenmedik 

bir şekilde NMDA reseptör alt ünitesinin GluNl'in siklik AMP'ye cevap veren 

element bağlama (CREB) aracılı transkripsiyonu yoluyla etki eder. Wnt5a'nın geç 

ekspresyonunun, önemli yapısal kayıptan sonra bile, nöronal morfolojiyi tamamen 

geri kazandırdığı ve bu yolun yetişkin beynindeki büyümeyi destekleme kapasitesini 
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vurguladığını göstermektedir. Bu bulgular kanonik olmayan otokrin Wnt sinyalinin 

erişkin hipokampal bağlantıyı ve sinaptik plastisiteyi koruduğunu ve patolojik 

durumlarda yapısal eksikliklerle başa çıkmayı hedefleyen trofik bir yol sağladığını 

ortaya koymaktadır. 

 

NF-κB ilk olarak olgun B hücre hatlarında kurucu bir transkripsiyon faktörü 

olarak tanımlanmıştır (175). Daha sonra, NF-κB 'nin birçok hücre tipinde 

indüklenebilir bir formda bulunduğu gösterilmiştir (176). İndüklenebilir formu, 

hücrelerin viral enfeksiyon, bakteriyel lipopolisakarit, enflamatuar sitokinler ve 

oksidanlar da dahil olmak üzere, çok çeşitli koşullara maruz kalması sonucu aktive 

edilebilir. NF-κB 'nin sinir sistemindeki rolü, sinaptik süreçlere, nörotransmisyona ve 

nöroproteksiyona dahil olmasından dolayı ilgi kazanmıştır. Ayrıca, uyarılabilir NF-

κB, beyinde meydana gelen inflamasyon süreçlerinde ve sinir kök hücre 

çoğalmasında önemli bir rol oynamaktadır. Sinaps yoğunluğu öğrenme süreçleri için 

önemli bir parametredir. Hipokampustaki NF-κB ekspresiyonunun azalmasından 

sonra, sinapsların yoğunluğu stratum lucidum olarak adlandırılan bir hipokampal alt 

dokusunda aşırı derecede düştüğü yapılan bir çalışmada gösterilmiştir. Ek olarak, 

nöronal NF-κB ablasyonuna sahip farelerde, aksonal yosunlu fiber projeksiyonlarının 

oluşumu bozulmuştur. Bu lifler normal olarak granül hücrelerini CA3 piramidal 

hücrelere bağlama görevini yürütmektedir.  

 

Dendritik arborizasyon, periferik ve kortikal nöronlarda NF-B ile düzenlenir 

(177). Böylece hem sinayl alıcı yapı (dendrit) hem de sinyal gönderici yapı (akson) 

NF-B tarafından düzenlenmiş gibi görünmektedir. Mevcut literatür, dendritik ve 

aksonal büyümenin, farklı nöronlarda farklı şekillerde NF-κB tarafından 

düzenlenebileceğini öne sürmektedir. Kortikal nöronlarda dendritik dallanma 

inhibitör κB (IκB) tarafından baskılanır (177). Nöronal bilgi işlemenin önemli bir 

bölgesi, akson ilk segmentidir (AIS). Bu bölge, membranda lokalize olan voltaj 

kapılı sodyum kanallarında oldukça zengindir ve akson potansiyeli üretici bölgedir. 

İlginç bir şekilde, fosforile edilmiş IκB kinaz-1 (IKK-1), IκB kinaz-2 (IKK-2) ve 

IκB-α formları AIS içinde yoğunlaşmıştır (178). Ranvier düğümü aynı zamanda 

aksiyon potansiyeli taşıyan sodyum kanalları ile IKK-1, IKK-2 ve IκB-α'nın 
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fosforlanmış formları bakımından zenginleştirilmiştir (179). Fosforlanmış NF-KB 

regülatörlerinin lokalizasyonu, hücre içi NF-KB aktivasyonunun ana bölgelerini 

gösterebilir. Özet olarak, bu veriler NF-KB'nin nöronal morfolojinin önemli bir 

düzenleyicisi olduğunu ve öğrenme ve hafıza için önemli olan beyin yapılarını 

şekillendirdiğini göstermektedir. 

 

18S rRNA, ribozomal RNA ailesine aittir ve 18S'deki S, Svedberg birimlerini 

temsil eder. 18S rRNA, ökaryotik sitoplazmik ribozomların küçük bileşenleri için 

yapısal bir RNA’dır. Dolayısıyla tüm ökaryotik hücrelerin temel bileşenlerinden 

biridir. 18S rRNA, prokaryotlarda bulunan 16S ribozomal RNA'nın ökaryotik 

sitosolik homologudur. 18S rRNA'yı kodlayan genler, 18S rRNA genleri olarak 

adlandırılır. Bu genlerden gelen sekans verileri, özellikle omurgalılarda moleküler 

analizde organizmaların evrimsel tarihini yeniden yapılandırmak için, yaygın olarak 

kullanılmaktadır. Bunun en önemli nedeni evrimsel süreçteki sapmaların çok düşük 

olmasıdır.  

 

Hipokampus nöronları ile yapılan qRT-PCR analizlerinde 18s rRNA, GAPDH, 

Tfrc, B2m ve Gusb gibi birçok referans geni kullanılmaktadır. Literatür bilgisinde 

kullanılan bu referans genlerin stabilitesi karşılaştırıldığında en kararlı seviyede 18s 

rRNA geni bulunmuştur (180). 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

6.1. Sonuç 

 

Bu tez çalışmasında hipotez olarak belirlenen görüş, insan katelisidin peptit 

antibiyotiklerinden esinlenilerek geliştirilen antimikrobiyal özellikteki peptitlerin 

hücre membranı ile olan etkileşiminin artacağı yönündeydi. Tasarlanan peptitlerin 

hücre membranı ile etkileşiminin artması sağlıklı hipokampus nöronları üzerinde 

nasıl bir etkiye neden olacağı literatür bilgisinde mevcut değildi. Bu kapsamda 

yürütülen tez çalışmasının sonuçlarına göre; tasarlanan peptitlerden sadece TN-2 

peptiti sağlıklı hipokampus nöronları üzerinde sitotoksisite bakımından istatistiksel 

olarak en az zararlı etkiye neden olmaktadır. TN-2 peptitinin sağlıklı nöronlar ile 

inkübe edilmesinin ardından nöron hayatta kalımı kontrol grubuna göre istatistiksel 

olarak %23 artmıştır. Hidrojen peroksit ile oluşturulan oksidatif stres modelinde yine 

TN-2 peptitinin hasar sonrasında nöronlar ile inkübe edilmesi, nöron hayatta kalımını 

kontrol grubuna göre %17.6’lık arttırmıştır.  

 

 Yapay olarak sentezlenen TN-1, TN-2, TN-3, TN-6 ve TN-7 peptitlerinin 

hipokampal nöronlar üzerindeki etkileri araştırılmış ve istatistiksel olarak anlamlı 

sonuçlar bulunmuştur. Fakat, bu peptitlerin hangi moleküler mekanizma üzerinden 

bu etkiyi meydana getirdikleri tam olarak açıklanamamıştır. Bunun sebebi, qRT-PCR 

deneylerinden elde edilen sonuçların istatistiksel analiz yapabilecek sayıda olmaması 

olarak gösterilebilir. 

 
 
6.2. Öneriler 

 

Doğadaki katelisidin antimikrobiyal peptitlerinden esinlenilerek yeniden 

tasarlanan ve yapay olarak sentezlenen TN-1, TN-2, TN-3, TN-6 ve TN-7 

peptitlerinden sadece TN-2’nin hipokampus nöronları üzerinde iyileştirici etki 

gösterdiği ve sitotoksik etki bakımından istatistiksel olarak anlamlı farklılığın olduğu 

bulunmuştur. TN-2 ve diğer tasarlanan antimiktobiyal özellikteki peptitlerin 

arasındaki temel farklılık yapılarındaki arginin ve lizin amino asitleridir (Tablo 3.2). 
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Arginin amino asiti içeren peptilerin sağlıklı nöronlar üzerinde daha toksik etkiye 

neden olduğu, buna rağmen lizin amino asiti içeren peptitin ise hiç sitotoksik etki 

göstermediği hatta antioksidan aktiviteye sahip olduğu gösterilmiştir. Bu kapsamda, 

ilerleyen çalışmalar da lizin amino asiti ile benzer fizikokimyasal özellik gösteren 

amino asitlerin insan katelisidin peptit antibiyotiklerinin aktif bölgelerindeki amino 

asit dizisi ile değiştirilmesi daha etkili ve daha az toksik etkiye sahip antimikrobiyal 

peptitlerin keşfedilmesine olanak sağlayabilir. 
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