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OZET

Antimikrobiyal peptitler (AMP), anti-enflamatuar ve immiinomodiilator
aktivitelerinin yani sira, kanser hiicrelerinden bakterilere, mayalara, mantarlara ve
viriislere kars1 genis bir antibiyotik aktivite sahip kiiclik molekiillerdir. Calismada,
insan katelisidin peptit antibiyotiklerinden esinlenilerek gelistirilen 6zgiin nitelikteki
TN-1, TN-2, TN-3, TN-6 ve TN-7 peptitlerinin hipokampal noronlar iizerindeki
toksisite ve antioksidan 6zelliklerinin incelenmesi, ayrica Bcl-2, Bax, Wnt5a ve NF-
kB genlerinin ifadeleri lizerine etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir. Bu amag
dogrultusunda postnatal 3 giinliik balb-c fareler kullanilarak primer hipokampal
ndron kiiltiirli olugturmus, sonrasinda etkileri arastirilmak istenen peptitler farkli
konsantrasyonlarda (0.5 — 32 pg/ml) hiicre kiiltliriine eklenmis ve 16 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon ardindan, peptitlerin hiicre canliligi iizerine etkilerini
degerlendirmek amaciyla Sulforodamin B (SRB) sitotoksisite testi uygulanmis, en az
toksik etki gosteren peptitler saptanmistir. Antioksidan tayin i¢in hiicre kiiltiiri 100
uM hidrojen peroksit ile 10 dk 37°C’de inkiibe edilmis ve hiicre kiiltiirlindeki
noronlarin oksidatif strese girmeleri saglanmigtir. 0.5 — 32 pg/ml konsantrasyon
araliginda hiicre kiiltiirine eklenen TN-2 ve TN-3 peptitlerinin SRB testi ile
antioksidan etkileri 6l¢iilmiistiir. qRT-PCR teknigi kullanilarak Bax, Bcl-2, Wnt5a,
NF-kB ve 18S rRNA genlerinin ifade diizeyleri dl¢tilmiistiir. TN-2 ve TN-3 peptiti
eklenen gruptaki sitotoksisite degerleri kontrol grubuna gore diisiik saptanmigtir
(n=3, p<0.05). TN-1 ve TN-6 peptiti eklenen gruplarda ise kontrol grubuna gore
sitotoksisite degerleri daha yiiksek gozlenmistir (n=3, p<0.05). Olas1 rejeneratif
ozelliklerinden dolay1 antioksidan degerlendirme i¢in sadece TN-2 ve TN-3 peptitleri
kullanilmistir. TN-2’nin hipokampal ndronlar iizerinde toksik etki olusturmadigi,
hidrojen peroksit ile olusturulan oksidatif stres modelinde ise post-operatif

uygulanmasinin noronlarin hayatta kalimlarin1 arttirdig1 gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Hipokampus, Katelisidin peptit antibiyotik, Antioksidan,

Toksisite



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-kB 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 pg/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 uM
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 pg/ml. The expression levels of Bax, Bcl-2, Wnt5a, NF-xB
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



1. GIRIS VE AMAC

1.1. Literatiir Ozeti

Cevremizde c¢ok sayida ve cesitlilikte mikroorganizmalar bulunmaktadir ve bu
organizmalarin istilasina karst bir¢ok savunma mekanizmasi gelistirilmistir.
Gastrointestinal sistem, genitoiiriner sistem ve trakeobronsiyal a¢iklig1 kaplayan deri
keratinositleri ile epitel hiicreleri zararli mikroorganizmalara kars1 ilk bariyer olarak
gorev alirken, alt katmanlarda bulunan fagositik nétrofiller ve monositler dolagimda
etkinlik gostermektedirler. Buna ragmen, bu savunma basamaklart ¢ogu zaman
gecilir. Epitel hiicreleri ve fagositler tarafindan iiretilen AMP’lerin salinmasi ile
ikincil savunma mekanizmasi etkili bir sonu¢ ortaya koymaktadir (1,2). 400°den
fazla AMP, bitkilerde, boceklerde ve hayvanlarda taninlanmistir (3). Son
zamanlarda, baz1t memeli AMP’lerinin, dogustan gelen konak¢1 savunmasi ve / veya
adaptif immiin yanitlara girmesi i¢in konakg¢r hiicreleri hizli bir sekilde ¢eken ve
aktive eden ikinci bir ana fonksiyona sahip oldugu gosterilmistir (4). Bu AMP’lerin
bazilar bariyer epitel hiicrelerinde ve fagositlerde depolandigindan, bir dizi uyarana
cevaben degraniilasyon yoluyla ekzositoz gerceklesir ve mikrobiyal saldiri
bolgelerinde hizli bir sekilde kullanilabilir hale gelebilirler. Degraniilasyonla
sonuglanan uyaricilar arasinda fagositoz islemi, lipopolisakkarit (LPS) gibi
mikrobiyal tirlinler, hiicre zedelenmesi ve timor nekroz faktorii (TNF), interlokin 1
(IL-1) ve interlokin 8 (IL-8) gibi koruyucu sitokinler bulunmaktadir. Bu endojen
mediatorler, mikrobiyal invazyon ve mikrobiyal iiriinlere cevap olarak uyarilmakta
ve dolayistyla, indiiklenebilir AMP’lerin epitelyal hiicrelerinin salgilanmasini uyaran

ilk savunma hattinin iiriinlerini temsil etmektedir (5).

Memeli AMP'leri defensin ve katelisidin ailesine ait peptitlerdir. Defensinler,
sekanslarinda alt1 sistein dizisi icermekte ve intramolekiiler disiilfit baglar ile
stabilize edilmis karakteristik B-tabaka yapilart bulundurmaktadir (6). Katelisidinler,
matiir formdaki AMP'lere karsilik gelen yiiksek oranda korunmus bir katelisidin
benzeri amino asit dizisi ve degisken karboksil-terminal sekanslari ile

karakterizedirler (7). 18 kDa'lik insan katyonik antibakteriyel proteini (hCAP18,



ayrica LL-37 veya FALL39 olarak da bilinirler) insanlarda bulunan tek katelisidin
peptit antibiyotigidir ve temel olarak noétrofillerin sekonder graniillerinde
bulunmaktadirlar (8). LL-37 peptiti, makrofajlardan / monositlerden ve ¢esitli epitel

hiicrelerinden aktiflesmis bir yap1 olarak salinmaktadirlar (9).
1.2.Tezin Amaci

Bu tez c¢alismasinda, insan katelisidininden esinlenilerek tasarlanan ve
sentezlenen antimikrobiyal ozellikteki peptitlerin hipokampal noronlar iizerindeki
etkilerinin arastirilmasi amaglanmustir. insan katelisidin proteinlerinin hipokampal
noronlarda proinflamatuar ve antimikrobiyal etklinlik gosterdigi literatiirde
mevcuttur (10), ancak yapay olarak tasarlanan ve sentezlenen TN-1, TN-2, TN-3,
TN-6 ve TN-7 peptitlerinim hipokampal noronlar iizerinde nasil etkinlik gdsterdigi
bilinmemektedir. Bu dogrultuda hipokampal néronlarin kullanilmas: TN-1, TN-2,
TN-3, TN-6 ve TN-7 olarak isimlendirilmis antimikrobiyal 6zellikteki peptitlerin

etkslerinin aydinlatilmasina yoneliktir.

1.3. Hipotez

Tez caligmasinda kullanilan antimikrobiyal 6zellikteki peptitler, katelisidin LL-
37’nin antimikrobiyal aktiviteden sorumlu oldugu bilinen C-terminal bdlgesindeki
homolog amino asit dizilerin yapisal Ozellikleri goz Onilinde bulundurularak
tasarlanmigtir (11). Peptitlerin yapisinin omurgasinda, bir tarafta bakteri hiicre
zarinin fosfolipidlerini hedefleyen hidrofobik amino asitler, diger tarafta ise pozitif

yiiklii amino asitleri iceren alfa sarmal yapilar bulunmaktadir.

Bu yapu, bir pozitif yiiklii amino asit ve iki ila dort arasinda degisen hidrofobik
ozellikteki amino asit ihtiva etmektedir. Peptitlerin yapisina, katelisidin LL-37’den
daha etkili olabilmesi i¢in zara daha siki1 tutunmasi saglayacak , en uzun ve en biiyiik
pozitif yliklii yan zincire sahip arginin (Arg) ile en uzun hidroforofobik yan zincire
sahip olan I6sin (Leu) amino asitleri eklenmistir. Pozitif yiiklii amino asitlerin,
fosfolipid zarmin negatif yiiklii fosfat gruplariyla etkilesime girecegi, hidrofobik

boliimiin ise zar i¢ine gomiilecegi Ongorillmiistiir.



Tasarlanan peptitlerin yapisindaki amino asit degisiklikleri g6z Oniinde
bulunduruldugunda, peptitlerin hiicre zarina olan etkinligi artar. Bu degisimin
ndronlar iizerinde nasil bir etkiye neden olacagi ve bu etkinin hangi molekiiler

mekanizmalar {izerinden gerceklesebilecegi bu tez calismasinin arastirma konusudur.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Antimikrobiyal Peptitler (AMP)

Konak savunma peptitleri (HDP) olarak da adlandirilan AMP’ler; virisler,
bakteriler ve mantarlar dahil olmak iizere tiim canli organizmalarda enfeksiyonlara
kars1 eski bir konak savunma mekanizmasini temsil eder (12). AMP'ler konakgi
hiicrenin korunmasinda ve ilk canli hiicresel formlarin kompleks c¢ok hiicreli
organizmalara evrilmesinde Onemli bir rol oynamaktadir. Hem dogal hem de

edinilmis bagisiklik sistemlerinden gelen yanitlardan kaginabilirler (13).

Bakteriyel direncin iistesinden gelmek i¢in yeni antibiyotikler gelistirmek
amaciyla dnemli arastirmalar yapilmistir. AMP'lerin yapis1 ve islevlerine odaklanma
son yillarda biiyiik dlclide artmistir. AMP'ler, dogrudan antimikrobiyal bir aktivite
sergileyerek, aracili bagisiklik yanitini tetikleyerek ve potansiyel patojenlere karsi
konak organizmanin ilk savunma sistemi olan dogal bagisiklik tepkisinin 6nemli bir

kismini olusturur (12,13).

Dogal AMP'lerin kesfi, Dubos'un Bacillus brevis tarafindan {iretilen
antimikrobiyal bir ajan olan gramisidin’i topraktan izole ettigi 1939 yilina kadar
uzanir. Gramisidin, genis bir Gram pozitif bakteri arali§ina kars1 hem in vitro hem de
in vivo aktivite gostermistir. Daha sonra kobaylarda enfekte olmus yaralara karsi
etkili oldugu ve klinik kullanim igin terapotik potansiyele sahip oldugu gosterilmistir
(14). 1980'lerde, lineer katyonik a-sarmali olusturan peptitler, sekropinler
(Hyalophora cropropia'dan) ve magaininler (Xenopus laevis'ten, Afrika pence

kurbagasi) de dahil olmak iizere HDP’ler izole ve karakterize edilmislerdir (15,16).

Kesiflerinden bu yana AMP'ler, tim ¢ok hiicreli canli organizmalarda tespit
edilmis, ek olarak, birka¢ yiiz AMP'in biyolojik etkileri ve amino asit bilesimleri
literatlir bilgisine kazandirilmistir (17). Antimikrobiyal o&zelliklerine ek olarak,

AMP'ler, anjiyogenez, arteriyojenez, enflamatuar tepkiler, hiicre sinyallemesi ve yara



iyilesmesi tepkileri gibi hiicre ici siireglerde, yeni ilaglarin arastirilmasinda ve

gelistirilmesinde ilging adaylar olarak goriilmektedir (18,19).

2.1.1. AMP’lerin etki mekanizmasi

Birgok AMP, mikrobiyal membranin fiziksel biitlinliigiiniin bozulmasina neden
olarak ve/veya hiicre i¢i hedefler {izerinde dogrudan etki ederek hizli bir
antimikrobiyal aktivite sergiler (20). Membran etkilesiminin, AMP’lerin dogrudan
antimikrobiyal aktivitesi i¢in, hem membranin kendisi hedeflendiginde hemde
translokasyon yoluyla hiicre i¢i bir hedefe ulasmasi gerektiginde kilit bir 6neme
sahip oldugu yaygin olarak kabul edilmektedir (21). Katyonik 6zellikte olan AMP’ler
ve negatif yiiklii bakteriyel yiizey arasinda olusan elektrostatik kuvvetler, peptit ve
mikrobiyal membran arasindaki etkilesimin kritik belirleyicisidir (22). Bakteriler
genellikle hiicre zar1 yapisindaki farkliliklara dayanarak Gram-pozitif ve Gram-
negatif olmak {izere iki gruba ayrilirlar. Gram-pozitif bakterilerde sitoplazmik
membran kalin bir peptidoglikan tabakasi ile ¢evrili iken, Gram-negatif bakterilerin
sitoplazmik membrani, ince bir peptidoglikan tabaka ile ¢evrilidir (23). Hem Gram-
pozitif hem de Gram-negatif bakterilerin sitoplazmik membranlari, negatif yiiklii
gruplara sahip olan ve pozitif yiikli AMP'ler i¢in oldukga etkilesimi yiiksek
fosfolipid fosfatidilgliserol, kardiyolipin ve fosfatidilserin yapilart bakimindan
zengindir (24). Gram-pozitif bakterilerin hiicre duvarinda ve Gram-negatif
bakterilerin dis membranindaki lipopolisakkaritlerin (LPS) yapisinda bulunan teikoik
asitler bakteri ylizeyine ek elektronegatif yiik saglar (23).

Mikrobiyal ve memeli hiicre zarlar1 arasindaki temel farklar, memeli hiicrelerini
AMP'lere karsi korumakta ve bu peptitlerin segici etkilerini saglamaktadir (21).
Bakterilerin aksine, memeli hiicrelerinin sitoplazmik zar1 hem pozitif hem de negatif
yiikli fosfolipidlerden olan fosfatidiletanolamin, fosfatidilkolin ve sfingomyelin
bakimindan zengindir, bu da notr yiike sahip bir zar saglar (21,25). Memeli
zarlarinda fosfolipidlerin asimetrik bir dagilimi vardir, yapisinda pozitif ve negatif
yiik iceren fosfolipidler dis katmanda bulunurken, negatif yiiklii gruplara sahip
fosfolipidler sitoplazmaya bakan i¢ katmanda lokalize olurlar (26,27). Bu nedenle,



AMP'ler ve memeli hiicre zar1 arasindaki etkilesimler, temel olarak, AMP'ler ve
bakteriyel membranlar arasinda gergeklesen elektrostatik etkilesimlere kiyasla
nispeten zayif olan hidrofobik etkilesimler yoluyla gerceklesir. Ayrica, memeli hiicre
zarlari, mikroorganizmalarin aksine, yliksek bir kolesterol igerigine sahiptir (26,28).
Kolesteroliin, ikili fosfolipit katman stabilizasyonu yoluyla AMP'lerin aktivitesini

azalttig1 gosterilmistir (26).

Ozellikle, bakteriyel hiicreler tipik olarak —90 ila —110 mV arasinda degisen
transmembran potansiyeline sahipken, memeli hiicreleri —130 ila =150 mV arasinda
bir i¢ negatif transmembran potansiyeline sahiptir (24, 25, 29). Bakterilerdeki daha
giiclii bir negatif membran potansiyeli, AMP'lerin bakteriyel ve memeli hiicreleri

arasindaki secicilige katkida bulunmaktadir.

2.1.2. Farkl hiicrelerin AMP’lere karsi diren¢ mekanizmalari

AMP'ler tipik olarak cesitli yapilarda iiretilebilen kiiciik, elektrostatik olarak
yiiklii, amfipatik molekiillerdir. Yapisal olarak ¢esitlilik gosterse de AMP'lerin ¢ogu
bakteri hiicre yiizeyi ile etkilesime girerek calismakta ve ardindan hiicresel
biitiinliiglin  bozulmasina neden olmaktadir. Buna gore, bakteriyel direng
mekanizmalarinin  ¢gogu, AMP'lerin bakteriyel hiicre ylizeyi ile -etkilesimini
sinirlayarak islev gormektedir. AMP diren¢ mekanizmalari, peptitlerin yakalanmasini
veya sekestre edilmesini, AMP'lerin proteoliz ile tamamen imha edilmesini,
AMP'lerin aktif tasima yoluyla hiicreden c¢ikarilmasini ve AMP'lerle etkilesimi
onlemek i¢in hiicre yiizeyinin yapisal modifikasyonunu icermektedir. Bu direng
mekanizmalarinin bircogu AMP'lere cevap olarak diizenlenir, bu da bakterilerin
AMP'lerin etkilerine adaptif olarak karsi koymalarmi saglamaktadir. Bu direng
mekanizmalarinin  kaybedilmesi, bakterilerin bitki veya hayvan konakgilarinda
kolonilesebilme kabiliyetlerini zayiflatabilir ve birgok patojen igin viriilansi
hafifletebilir. Diren¢ mekanizmalar1 6zellikle farkli bakteri suslart iginde gelisebilir

veya diger AMP direngli organizmalardan genetik olarak aktarilabilir.



Ekstraseliiler Diren¢ Mekanizmalari: Enzimatik Bozunma ve AMP Engelleme

AMP etkilesiminin ilk bolgesi bakteri hiicre ylizeyindedir. AMPin
inaktivasyonunun hiicre digi mekanizmalari, bakteri hiicresine verilen zarar1 en aza
indirmek i¢in birinci savunma hatti olarak gelistirilmistir.

Hiicre dist AMP diren¢ mekanizmalar1 enzimatik inaktivasyon ve sekestrasyon
olarak iki ana bi¢imde ortaya ¢ikmistir. Dogrudan hedefleme mekanizmalarinin ¢ogu
katyonik AMP'leri tanimak i¢in geligmistir. Katyonik AMP'ler; teikoik asitler, lipid 1T
ve fosfatidilgliserol de dahil olmak iizere (30) dis hiicre zarindaki negatif yiiklii
kisimlar1 kademeli olarak hedefleyebilen pozitif yiikli peptitlerdir. AMP'lerin
proteazlarla bozulmasi, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus ve
Staphylococcus epidermidis dahil olmak tizere birgok Gram pozitif bakteri tiirlerinde
bulunan bir diren¢ mekanizmasidir (31). AMP’lerin degradasyonuna neden olan
proteazlar genellikle genis substrat spesifikligine sahiptir. Bu proteazlar tipik olarak
memeli patojenlerinde bulunur ve hem metalopeptidazlart hem de sistein proteazlari
icermektedirler (32). AMP'lerin degradasyonuna neden olan proteazlar genellikle
bakteriler tarafindan kendilerini ¢evreleyen hiicre dis1 ortama salgilanir. Firsatgi
patojen E. faecalis'in bazi suslari tarafindan iiretilen hiicre dis1 bir metalopeptidaz
olan jelatinaz, insan katalibidin LL-37'yi parcalayarak, in vitro antimikrobiyal

aktivite kaybina neden olmaktadir (33).

Gram-pozitif proteazlar ayrica AMP'leri bakteri ylizeyinde hedefleyebilir. SpeB,
patojenik bakteri Streptococcus pyogenes tarafindan salgilanan bir sistein

proteinazdir (34).

Membran ve Hiicre Duvar1 Modifikasyonlar

Bakteriyel hiicre duvari ve membrani, AMP'lerin bakterisidal aktivitesi i¢in ana
bir hedef icermektedir (35). Bakteriler, hiicrenin net negatif yiikiinlii azaltarak,
membran akigkanligimi degistirerek veya AMP hedeflerinde dogrudan degisiklik
yaparak AMP'lerin etkilerine kars1 koymak icin siklikla hiicre yiizeyi bilesenlerinde

modifikasyonlar meydana getirmektedirler (36).



AMP Akis Mekanizmalari

Hiicre icindeki zararli molekiillerin hiicre disina tasinmasi, Gram-pozitif
bakteriler tarafindan toksik bilesiklerin ve antimikrobiyallerin hiicrelerden
uzaklastirilmasinda kullanilan yaygin bir mekanizmadir. Antimikrobiyal peptit akis
mekanizmalariin ¢ogu, substratlarin hiicre zar1 boyunca ya da digina taginmasini
saglayan ve bunun i¢in ATP kullanan c¢ok proteinli ABC (ATP baglayici kaset)

tastyict sistemlerinden olusmaktadir (37).

2.1.3. AMP’lerin Onemi

AMP'lerin hizli bakterisidal aktivitesi, onlar1 terapotik kullanimlart i¢in umut
verici adaylar yapmaktadir. Ayrica, bircok AMP, hem Gram-pozitif hem de Gram-
negatif organizmalari igeren polimikrobiyal enfeksiyonlarin hizli bir sekilde
artiginin  rapor edildigi karmasik cilt ve yumusak doku enfeksiyonlar1 gibi
durumlarda terapdtik etki konusunda bir avantaj olarak bilinen genis etkiye sahiptir
(28). Bugiine kadar, sadece birkag AMP, 1950'lerde tanitilmis olan ve en iyi sekilde
karakterize edilen polimiksin adl1 antimikrobiyal peptit ile klinik kullanim i¢in onay
almistir (38). Polimiksinler, Gram negatif patojenlerin neden oldugu ilaca direngli
enfeksiyonlarin intravendz tedavisi i¢in son ¢are ilaglardir ve lokal enfeksiyonlarin
onlenmesi ve tedavisinde topikal formiilasyonlar olarak da uygulanabilmektedirler

(39).

Genel olarak, AMP'ler, geleneksel antibiyotiklere kiyasla diren¢ indiiksiyonuna
daha az egilimli olan etki mekanizmalarina sahiptir, antimikrobiyal ve
immiinomodiilatér ajanlar olarak standart tedavilere gore daha umut verici
alternatifler sunmaktadir. Klinik olarak uygulanmayan aday AMP'lerin basarili klinik
iiriinlere doniistiiriilmesindeki zorluklar iyi bilinse de yeni jenerasyon terapotik
peptitlerin ve peptit mimetiklerinin kesfi ve ticari gelisimi; genel olarak bu peptitlerin
etki ve diren¢ mekanizmalarin1 ve akilli formiilasyon stratejilerini anladiktan sonra

ivime kazanacaktir.
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2.2. Farkh canhlarda bulunan antimikrobiyal peptitlerin

gruplandirilmasi

AMP’ler dogada bir¢cok yerde bulunur, mikroplardan hayvanlara kadar ¢esitli
organizmalarda patojen ve zararlilara karsi konak¢i savunma olarak goérev
almaktadirlar (40). AMP'ler farklt molekiiler formlarda bulunmaktadir ve bunlarin

cogu boceklerden, hayvanlardan ve bitkilerden gelen dogrusal peptitlerdir.

Bununla birlikte, bakteriler antibiyotik gibi polisiklik peptitler iiretirken, bitkiler
siklotitler ve hayvanlar 6-defensinler igeren dairesel peptitler {iretmektedir

(41,42,43).

2.2.1. Bakterilerdeki AMP’ler

Hem katyonik hem de notr 6zellikte olan antimikrobiyal peptitler, Gram-pozitif
ve Gram-negatif bakterilerden salgilanmaktadir. Bakterilerden salgilanan
antimikrobiyal peptitler, bakteriyosin olarak adlandirilmakta ve bu peptit grubu
altinda smiflandirilmaktadir (44). Bakteriyosinler genellikle posttranskripsiyonel
modifikasyon ve/veya spesifik bagisiklik mekanizmalart (45) nedeniyle konakgi
bakteriye ¢ok az zarar verir veya hi¢ zarar vermez, bu etki sirasinda spesifik
bakteriyel rakipleri oldiirmektedir. Protein sentezini inhibe eden koli basiline
(Escherichia coli) ait 7-amino asit peptid mikrosin C7 ve peptidoglikan biyosentezini
inhibe eden Lactococcus peptid mersasidin, bakteriyel fonksiyonlar1 inhibe eden
spesifik mekanizmalara sahiptir. Bununla birlikte, bu peptitlerin ¢ogunun, érnegin,
nisin ve epidermidin, hedef hiicre zarlarinin gecirgenligini degistirerek etkinlik

gosterdigi bilinmektedir (45,46).

2.2.2. Boceklerdeki AMP’ler

Bocekler, evrimsel siiregte diger canlilara gore ¢ok daha basarili olmuslardir, bu
nedenle su an mevcut oldugu bilinen tim hayvan tiirlerinin dortte tgliikk bir
boliimiinii olusturmaktadirlar. Bocekler, diinyadaki bir¢ok farkli ekolojik nislerde
bulunmasi nedeniyle sayisiz potansiyel patojen bakteri, viriis, mantar, protozoan ve
helmint parazitleri ile karsilasmaktadirlar. Tiim bu potansiyel patojenlere karsi

oldukca etkili savunma mekanizmalar1 gelistirmislerdir (47). H.G. Boman 1970’1i
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yillarda, Cecropia giivesinin pupalarma yaptig1 bakteri enjeksiyonu sonucunda
immiin proteinlerin sentezinin arttifin1 gozlemlemistir. Boman, bu proteinlerin
bircogunu saflagtirmigtir ve sekropinler ve attasinler olmak iizere iki yeni
antibakteriyel peptit tanimlamistir (48)(49). Daha sonraki siireglerde bir¢cok bilim
insan1 ¢esitli bocek kaynaklarindan yeni AMP’ler izole etmisler ve su an bu

peptitlerin sayist 150’ye ulagmustir.

Boceklerde ifade edilen AMP’ler yapisal olarak dort ana grup olarak
siiflandirilir; (a) amfipatik a-sarmali olusturan peptitler, (b) intramolekiiler disiilfiir
kopriilerine sahip B-tabakali peptitler, (¢) prolin bakimindan zengin antibakteriyel

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

Bircok AMP, diger peptitler gibi etkinligini hiicre zar1 lizerinde gostermektedir
(50). Hiicre zar yapisindaki kanal proteinlerin iletkenligini degistirerek zarda delik

meydana getirmekte ve bu sekilde antimikrobiyal 6zellik sergilemektedir (51).

2.2.3. Amfibilerdeki AMP’ler

Amfibiler genis bir evrimsel gegmise sahiptir ve bu sliregte karsilastiklar: birgok
mikroorganizma ile basa ¢ikmak icin cesitli bagisiklik savunma mekanizmalari
gelistirmislerdir. Su ana kadar tanimlanan 6400 farkli amfibi tiiri bulunmaktadir (52)

ve bu listeye her gegen giin yenileri eklenmektedir (53).

Son birka¢ on yilda amfibi tiirlerinin durumunu degerlendirmek i¢in yapilan
arastirmalar, bircok amfibi popiilasyonunun azaldigini ve bazi tiirlerin neslinin
tiikkendigini gostermektedir (54, 55). Bir¢ok bilim insani, etkilesimli faktorlerin
amfibi popiilasyonundaki diislislere neden olabilecegini diisiinmektedir. Bunlarin
arasinda habitat tahribati (56), iklim degisikligi (57), artan ultraviole-B 1sinlar1 (58),
yerli olmayan tiirlerin farkli ekolojik alanlara salinimi (59) ve ¢evre kimyasallar1 (60)

bulunmaktadir.

Kara kurbagalar1 amfibi derilerinde bulunan bir¢ok molekiiliin ayn1 kdkene sahip
oldugu ve bu nedenle bu hayvanlarin derilerinin olduk¢a zengin AMP kaynagi

oldugu bilinmektedir. Ilk AMP, yaklasik 30 yil 6nce Avrupa kurbaga tiirlerinden
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olan Bombina variegata’nin derisinde bulunmustur. Cesitli bakteri, protozoa ve
mantarlara karsit genis spektrumlu mikrobisitler gibi davranan amfibi peptidleri,
benzersiz oOzellikleri ve potansiyel terapdtik kullanimi nedeniyle artan 1ilgi

uyandirmaktadir.

Phyllomedusa aga¢ kurbagalarinin derisinde ifade edilen ve genis bir AMP
ailesine ait olan dermaseptinler, yapisal Ozelliklerinin aydinlatilmasi i¢in yaygin
olarak arastirilmaktadir. Hemolitik ve anti-mikrobiyal dermaseptin S4'liin peptitinin
yapisinin, membran baglanma o&zelliklerinin ve sitotoksik aktivitesinin detaylica
aragtirtlmasi; iki pozitif ve negatif elektrostatik potansiyel yiizey lobunun agik bir
sekilde ayrilmasi ile aktif tlirevlerin ortak bir amfipatik yapiya sahip oldugunu ortaya

koymaktadir (61).

2.2.4. Bitkilerdeki AMP’ler

Birgok bitki; kuraklik, soguk, agir metal, kirletici maddeler, mantar, bakteri ve
viriislerin neden oldugu patojen saldirilart gibi fiziksel, kimyasal ve biyolojik stres
kosullarina kars1 koymak i¢in ¢ok ¢esitli savunma mekanizmalar1 gelistirmislerdir.
Bitkilerde ¢esitli patojenlerin neden oldugu enfeksiyonlara cevap olarak, kazanilmis
diren¢ mekanizmalar1 ile iligkili birtakim genlerin ifadesinde artis oldugunu

gosterilmistir (62).

Genel direng; fitoaleksinler, tanenler ve polifenolik bilesikler gibi sekonder
metabolitlerin salinmasi ve patogenez ile iliskili (PR) proteinlerin iiretilmesi ile
saglanmaktadir. PR proteinleri ilk olarak 1970'lerin basinda tiitiin yapraklarinda,
totobak mozaik viriis enfeksiyonlarina yanit olarak iiretildigi kesfedilmis ve daha
sonra patojenik saldirilar sirasinda salinan uyarilmis proteinler olarak tanimlanmistir

(63).

Yakin zamanda yapilan bir incelemeye gore, antibakteriyel, antifungal, antiviral,
antioksidan, chitinaz ve proteinaz inhibe edici aktiviteye sahip ve savunma ile ilgili
cok ¢esitli ozellikler gosteren, su ana kadar tespit ve izole edilmis en az 17 farklh

AMP ailesi bitkilerde tanimlanmistir (64).
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Bitkilerde, AMP'lerin ¢ogu, kompakt bir yapinin olugmasini saglayan, kimyasal
ve proteolitik bozulmaya kars1 diren¢ kazandiran ¢oklu disiilfit baglarmin (genellikle
iki ila alt1) olusmasina neden olan Sistein bakimindan zengin amino asit dizilimlerine

sahiptir (65).

Genel olarak, bitki AMP'leri mikrop, bocek ve hayvanlarda bulunan AMP’ler ile
ortak Ozelliklere sahiptir. Bunlarin basinda, molekiiler formlari, pozitif yiikleri ve
amfipatik yapilart gibi Ozellikler gelmektedir. Tiim bu Ozellikler AMP’lere
antifungal, antibakteriyel ve antiviral etkinlik kazandirmaktadir. Bu ozellikler,
Sistein bakimindan zengin amino asit dizisine sahip iki farkli AMP ailesi tiyoninler

ve bitki defensinleri tarafindan ortaya konmaktadir.

Diger bitki AMP aileleri, hayvan AMP'lerinden farkli bir mekanizma yoluyla
patojenler iizerinde etki etmektedirler. Ornegin, hevein benzeri peptitler kitinleri
baglar, knottin tipi peptitler ise proteazlar gibi enzimleri inhibe eder, lipit transfer
proteinleri  hiicre zarlarina lipitleri baglayarak mikrobiyal penetrasyonu

bozmaktadirlar.

Bitki AMP familyalarimin siiflandirilmas: biiyiik 6l¢iide, iki komsu Sistein
amino asidi arasinda tanimlanmis, Sistein olmayan amino asit dizisinin sayisina gore
yapilmaktadir. Bu Sistein motiflerini kullanan sekans analizi ve genomik veri
madenciligi, AMP ozelliklerine sahip Sistein bakimindan zengin peptitlerin (CRP)

onceden tahmin edilemedigini ortaya koymaktadir (66).

Bitkilerde ifade edildigi bilinen bircok AMP, genel olarak tiyoninler, bitki
defensinleri, hevein benzeri peptitler, knottin benzeri peptitler, snakinler ve

siklotidler olmak iizere alt1 farkli peptit ailesi altinda siniflandirilmistir.

Tiyoninler (Thionins)

Tiyoninler; arginin, lizin ve sistein amino asitleri bakimindan zengin, diisiik
molekiiler agirlikli (yaklagik 5 kDa) olan AMP ailesidir.Yapilar1 iki antiparalel o-

sarmali ile li¢ veya dort disiilfiir baglantis1 olan antiparallel ¢ift sarmalli bir -
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tabakasi icerir. Notr pH ortamlarda pozitif olarak ytiklenirler. a-sarmali ile B-tabakas1
arasinda kalan bolge Tyr 13 amino asidini igerir ve bu da hiicre lizis mekanizmasi

olarak kabul gdren hiicre sizintisina neden olmaktadir (67).

Tiyoninler; bakteri, mantar ve mayalara kars1 toksik etki gostermektedirler. On
besten fazla bitki tiirlinde (6rnegin; monokot, dikotiledon ve rositler) yaklasik 100
farkl1 tiyonin amino asit dizisi tanimlanmustir (68). ilk olarak tiyoninler 1942 yilinda
Balls ve arkadaslari tarafindan bugday endosperminden izole edilmistir ve sonrasinda
purotiyonin olarak adlandirilmistir (69) Tiyonin ismi, iki farkli bitki peptit grubu i¢in
kullanilir, bunlar o/f - tiyoninler ve y - tiyoninlerdir. y-tiyoninler, bitkilerde ve
hayvanlarda bulunan ve defensinler adi verilen genis bir membran aktif peptid
familyasi ile ¢ok daha yakin benzerlik gostermektedir (70). Thioninler, ~ 20 amino
asit uzunlugunda ana bir peptit ve ~ 60 amino asit uzunlugunda yardimc1 bir peptid
ile ortak bir gen yapisina sahiptir. Bu ortak gen yapist bazik toksinleri notralize
etmektedir (68). Ana peptit grubunun bolliinmesi, toksinlerin aktivasyonu igin
gereklidir. Bir¢ok farkli tiyoninler, endospermden yapraklara kadar hemen hemen
her onemli bitki dokusunda bulunmaktadir. Tiyoninlerin toksik etkilerinin,
baglandiklar1 hiicre zarlarinin pargalanmasina neden oldugu i¢in ortaya ¢iktigi

varsayilmaktadir.

Toksisitenin altinda yatan kesin mekanizma bilinmemektedir. Tiyoninlerin
antifungal aktivitesi, pozitif yiiklii tiyonin ile fungal zarlarda bulunan negatif yiiklii
fosfolipitler arasindaki elektrostatik kuvvetlerin neden oldugu protein-membran

etkilesimi sonucu goriilmektedir (71).
Bitki Defensinleri (Plant Defensins)

Bitki defensinleri ilk olarak bugday tiirii Triticum aestivum ve arpa tiirii
Hordeum vulgare’den izole edilmistir. Bitki defensinleri yaklasik 5 kDa agirliginda,
bazik ozellikte ve sistein bakimindan zengin amino asit dizisine sahiptir. Cogu bitki
defensinleri 45-50 amino asit uzunlugunda ve pozitif yiikli olarak bulunmaktadir.
Bitki defensinleri i¢in bildirilen biyolojik aktiviteler arasinda antifungal,
antibakteriyel, proteinaz ve bocek amilaz inhibitor aktiviteleri bulunmaktadir (72).

Bitki defensinlerinin {i¢ boyutlu molekiiler yapisi, dort disiilfiir kopriisiiyle paralel
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olarak stabilize edilmis bir a-sarmali ile ¢ iplikli p-tabakasi tarafindan
sekillenmektedir. Bitkilerde ifade edilen defensinler, memeli ve boceklerin savunma
mekanizmasinda gorev alan peptitler ile ayni ortak korunmus bolgelere sahiptir. Bitki
defensinleri genellikle monomerik formlarda bulunan bir alt birimden olugsmaktadir
ve bu nedenle farkli monomerik yapidaki alt birime sahip defensinlerin farkli etkilere

neden oldugu diisiiniilmektedir.

Muhtemel defensinler, mantar hiicre zar1 lokalizasyonunda reseptor olarak
glukosil seramidleri kullanmakta, ardindan defensinlerin pozitif yiikleriyle hiicre
zarina itilmesi, membranin bozulmasina, zarin dengesizlesmesine ve iyon akisina yol
acmaktadir (73). Bitki defensinleri gosterdigi etki acisindan; (a) mantar
iplikgiklerinin morfolojik yapisin1 bozarak fungal biiyiimeyi Onleyen ve (b)
morfolojik bozulma olmadan mantar biiylimesini Onleyen olarak iki kisimda
incelenebilir (74). Cogu bitki defensini tohumlardan izole edilmektedir. Ornegin,
turp bitkisinin tohumlarinda buluan defensin RS-AFP'ler tohumdaki toplam proteinin
% 0.5’ini temsil etmektedir. Defensinler, ayrica Heuchera sanguinea (Hs-AFpl),
Raphanus sativus (Rs-AFP1), Aesculus hippocastanum (Ah-AMP1), Dahlia merckii
(Dm-AMPI1) gibi bitki tiirlerinin yapraklarindan, baklalarindan, yumrularindan,
meyvelerinden, koklerinden, kabuklarindan ve ¢icek organlarindan izole
edilebilmektedir (69). Defensinler normal bitki biiyiimesi ve gelisimi sirasinda bir¢ok
dokuda ifade edilmekte, cevresel faktorler ile biyotik ve abiyotik stres tarafindan
indiiklenmektedir (75). Patojen enfeksiyonu sonucu indiiklenen defensin gen
ifadesinin, bezelye, tiitiin, arabidopsis ve ladin agaclarinda arttig1 yapilan
caligmalarda gosterilmistir (76). Bitki defensinleri; bakteri, maya, oomycetes ve
nekrotrofik  patojenler gibi genis spektrumdaki bitki patojenlerine karsi
antimikrobiyal aktiviteleri gostermektedirler (77). Ayrica bir¢ok bitki defensini,
antikanser ve antiviral 6zelligi sayesinde tibbi uygulamalar icin potansiyel ilag¢ olarak

distnilmektedir (78).
Hevein benzeri peptitler (Hevein like peptides)

Hevein, Hevea brasiliensis tiirii kauguk agacimin lutoid govdelerinde bulunan,

kitin baglayict 6zelligi olan ve yaklasik 4,7 kDa agirhiginda sistein bakimindan
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zengin bir peptitdir (79). Bu protein, kitine baglanarak mantar iplik¢i uzantilarinin
gelisimini inhibe etmektedir. Antimikrobiyal aktiviteye sahip diger hevein benzeri
proteinler, farkli bitki tiirlerinde de tanimlanmistir (80). Hevein benzeri peptitler
yaklasik 43 amino asit uzunlugunda bir diziye sahiptir. Bilinen tiim kitin baglayici
proteinler, karbonhidratin baglanmasindan sorumlu olan, kitin baglama bolgesi
olarak adlandirilan ve birkag sistein ve glisin dizisi iceren 20-40 amino asitlik
korunmus ortak yapisal bir motif igermektedir. Hevein benzeri AMP’lerde bulunan
disiilfit baglarinin sayist farklilik gostermektedir. Birgogunda dort disiilfit bagi

olusturan sekiz sistein amino asit dizisi bulunmaktadir (81).

Knottin benzeri peptitler (Knottin like peptites)

Knottin benzeri antifungal 6zellikteki peptitler, Mirabilis jalapa L. (Mj-AMP1)
ve Phytolacca americana (PAFP-S) tiirii bitkilerden izole edilmistir (82). Phytolacca
americana bitkisinden elde edilen PAFP-S peptitinin yapisi, 2 farkli paralel olmayan
B-yapraklarini birbirine baglayan uzun bir ilmek bolgesi olmak iizere 3 zincirden
meydana gelmektedir. Bezelye bitkisinden izole edilen PAlb peptiti, vakuolar

ATPaz inhibisyonu iizerinden bocek oldiiriiciilere etki etmektedir (83).

Snakinler (Snakins)

Snakin olarak adlandirilan peptitler patates yumrularindan izole edilmistir.
Molekiiler agirliklart ortalama 6.9 kDa olan ve 63 amino asitlik peptit dizisine sahip
hiicre duvart iligkili snakin-1 (StSN1) ve snakin-2 (StSN2) peptitleri %38’lik
benzerlik gostermektedir. Bu peptitler, farkli bitki tiirlerinin bakteri ve mantar
patojenlerine karsi benzer antimikrobiyal aktivite sergilemektedir. Biitiin snakin
peptitlerinde 12 farkli korunmus sistein dizisive alt1 tane disiilfit bagi bulunmaktadir
(84). Snakin peptitlerinin etki mekanizmalar1 tam olarak bilinmemektedir. Patates
bitkisinde bulunan StSN1 geni, gelisim sirasinda farkli dokularda tutarli bir sekilde
ifade edilmektedir fakat abiyotik veya biyotik strese karsi yanit olusturmamaktadir.
StSN2 geninin ifadesi ise yara ile lokal olarak indiiklenmekte ve patojen
enfeksiyonlarina kargi farkli tepkiler olusturmaktadir. Snakin peptitlerinin yapisinda
alt1 disiilfiir baginin bulunmasi ve sistein amino asiti bakiminda zengin bir diziye

sahip olmasindan dolay1 stabil bir molekiiler yapilar1 vardir (85).
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Siklotidler (Cyclotides)

Siklotitler; bakteri, bitki ve hayvanlarda kesfedilmis ve dogal olarak dairesel bir
molekiiler yapiya sahip protein grubudur (86). Bitki siklotidleri, ribozomal
biyosentez yolagi iizerinden liretilen ve gen sekansi bitkinin genomik DNA’sinda
kodlanmis peptitlerdir. Bitki siklotidleri 28-37 amino asit icermektedir ve yapisinda
siklik sistein diigiimii (CCK) olarak adlandirilan bir yap1 bulunmaktadir. Bu sistein
diigtimii, sisteinl ile sistein4 ve sistein2 ile sistein5 dizileri arasinda disiilfit baginin
varligl ile meydana gelmektedir (87). CCK, siklotidlerin yapisal stabilizesinden
sorumludur ve proteinin hidrofobik kisimlarii molekiiler yiizeye maruz kalmaya
zorlamaktadir. Hidrofobik dizi yiizey iizerinde bir yama olusturarak genel yapinin
amfipatik 6zellik kazanmasina neden olur (88). Birgok bitki siklotidleri, proteolitik
ve parcalayict siireglere karsi direngli aktivite gostermektedir. Siklotid yapilar,
korunmus sistein dizileri arasinda alt1 farkli diigtim ve bu diigiimdeki farkli sekans
cesitliliginden meydana gelmektedir (89). Ornegin, diigiim 1 ve 4 hem biiyiikliik hem
de amino asit dizisi agisindan yiiksek oranda korunurken, diger diigiimlerdeki sekans
ve molekiiler yap1 daha degiskendir. Yapisal benzerliklerine dayanarak siklotidler iki
alt aileye ayrilabilir; (a) sis-prolin bakimindan zengin olan grup ve (b) sis-prolin

dizisi icermeyen grup (90).

2.2.5. Memelilerdeki AMP’ler

Memelilerden izole edilen AMP’ler; notrofillerin graniilleri igerisinde, epitelyal
hiicrelerin mukozal veya cilt salgilarinda, proteinlerin bozulma iiriinleri olarak
bulunabilmektedir (91). Ozel bir antimikrobiyal fonksiyona sahip olan nétrofiller,
bakteri yok edici/gegirgenlik arttirici proteinler, katyonik antimikrobiyal proteinler,
lizozim, laktoferrin, bastenesinler, defensinler, indolisidinler ve katelisidinler dahil
olmak {tizere bir dizi antimikrobiyal protein ve peptid icermektedir (92). Epitel
hiicreleri (B-defensinler iireten) ve trombositler (trombosit mikrobisidal proteinler
iireten) gibi diger hiicre tipleri de antimikrobiyal 6zellikte maddeler liretmektedir. En
cok arastiritlan memeli peptidleri defensinlerdir (93). Defensinler B-defensinler ve a-
defensinler olmak tizere iki gruba ayrilmaktadir. Her iki grup defensinler de ii¢ ¢ift
disiilfit bagl sistein ve yiiksek miktardaki arginin icerigine sahiptir, ancak

sisteinlerin yeri ve baglanabilirligi iki grup arasinda farklilik gostermektedir.
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Memelilerde, klasik defensinler olarak adlandirilan a-defensinler baglica nétrofiller
ve Paneth hiicrelerinde bulunmaktadir ve o-defensinler epitelyal hiicrelerden,
nétrofillerden ve 16kositlerden izole edilebilmektedir. Memeli defensinlerinin;
bakteri, mantar ve viriis gibi bir¢cok patojene karsi ¢esitli aktiviteleri bulunmaktadir
(93). Katyonik proteinlerin proteolitik bozulmasinin, antimikrobiyal peptidlerin

olusumuna da katkida bulundugu diistiniilmektedir.

2.3. Insanda bulunan antimikrobiyal peptitler

2.3.1. Defensinler

Antimikrobiyal aktiviteye sahip kiiciik katyonik peptitler ilk olarak 50 yil 6nce
tavsan lokositlerinden izole edilmistir (94). 1985 yilinda, insan nétrofillerinden izole
edilen li¢c homolog sistein bakimindan zengin bir AMP olan insan noétrofil peptidi 13
(HNP13) i¢in “defensinler” terimi kullanilmistir (95). Memelilerde ili¢ defensin
familyasi yapilarina gore a-, B- ve O-defensinler olarak siniflandirilmistir (Sekil

2.3.1).

(b)

Sekil 2.3.1: Her ii¢ defensin familyasindan peptitlerin gosterimleri (a) a-defensinlerin ii¢ boyutlu
yapisal gosterimi, (b) B-defensinlerin ii¢ boyutlu yapisal gdsterimi ve (¢) 0-defensinlerin {i¢ boyutlu
yapisal gosterimi. Antiparalel B-tabakalart mavi renkte ve disiilfiir baglar1 gri renkte gosterilmektedir
(Kaynak: Yi-Wei Tang, Max Sussman, Dongyou Liu, Ian Poxton, Joseph Schwartzman. Molecular
Medical Microbiology (Second Edition), Academic Press, 2015: 2097-2195).

19



B - defensinler, sigir trakeal epitel hiicrelerinden 1991 yilinda izole edilmis (97),
siklik formdaki 0 - defensinler ise bir makak tiiri olan hint sebeginin
polimorfoniikleer 16kositlerden (PMN) 1999 yilinda izole edilmistir (98). Insan
hiicrelerinde hem o - hem de B - defensinler ifade edilirken, durdurucu kodonda
meydana gelmis evrimsel mutasyon sonucu 6 - defensin peptidlerini eksprese
edilemez (99). Insanlarda alti farkli o - defensin ve on farkli B - defensin peptit

varyantinin oldugu yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (100).
a-Defensinler

a-defensinlerin alti farkli varyasyonun hepsi insan hiicrelerinde ifade edilir
ancak farkli dokularda ekspresyon seviyeleri farklidir. Insan nétrofil peptit 14
(HNP14), notrofil hiicrelerinin depolama graniillerinde yiiksek seviyede ifade
edilirken insan defensin 5 ve 6 (HD5, HD6) peptitleri ise ince bagirsagin Paneth
hiicrelerinde eksprese edilmektedir (101). HNP'ler hem immatiir nétrofillerde (kemik
iliginde bulunan promyelosit hiicreleri) hem de dolasimdaki matiir nétrofillerde
sentezlenir, bununla birlikte a-defensin pro-peptidleri sadece promyelositlerde
islenerek fonksiyonel hale gelebilir (102). a-defensinler, patojenler tarafindan
degraniilasyonun aktive edilmesine kadar nétrofillerin veya Paneth hiicrelerinin
graniillerinde depolanmaktadir. HD5 ve HD6 peptitleri servikal ve seminal sivi
icerisinde bulunmaktadir ve hem kadin hem de erkek iireme sistemindeki enfeksiyon

durumlarinda yanitlar olustugunda ekspresyonlart artmaktadir (103).
B-Defensinler

B-defensinler baslica bagirsak, cilt, hava yolu, agiz, bobrek, burun, gézler, meme
bezleri ve disi - erkek genital yollarindaki mukoza yiizeylerinde bulunan epitel
hiicreleri tarafindan ifade edilmektedir. Immatiir haldeki a-defensinin &nciil
parcasmin aksine, B-defensin kisa ve eksik bir onciil parcadan olusmaktadir, bu
sayede immatiir halde bulunan B-defensinler fonksiyonel acgidan nétr oOzellik
gosterebilmektedir. Insan B-defensin 2 (HBD2)'nin lameller graniillerde salgilandig
ve bu boliimlendirmenin, yiiksek derecede yiiklii B-defensinlerin, salgilanana kadar
hiicresel membranlarla etkilesime girmesinin  Onlendigi bir mekanizma

saglayabilecegi gosterilmistir (104).
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2.3.2. Dermisidinler

Proteolizi indiikleyici faktor (PIF) olarak da bilinen dermisidin, insanlarda DCD
geni tarafindan kodlanan bir proteindir (105). Insan ekrin ter bezleri tarafindan temel
islevi dogal bagisiklik sistem savunmasinin bir pargasi olan derinin yiizeyinde anti-
mikrobiyal etkinlik amaciyla salimmaktadirlar. Anti-mikrobiyal aktiviteyi, hedef
hiicrede iyon kanali olusturarak veya protelitik etkinlik sonucu gostermektedirler.
Insan dermisidin geni, 53.324,699-53.328,544 konumunda 12q13.1 kromozomunda
bulunmaktadir. Matiir formdaki dermisidin RNA’lar1 110 amino asitlik onciil
proteinleri kodlamaktadir ve molekiiler agirliklart ortalama 11.2 kDa’dur. 2001
yilinda Birgit Schittek tarafindan kesfedilen dermisidinler hakkinda literatiirde ¢ok
fazla mevcut degildir (181).

2.3.3. Histatinler

Histatinler, insan tiikiiriigiinde (106) bulunan 3-4 kDa'lik kiiciik, katyonik,
histidin bakimindan zengin bir peptid ailesini ihtiva etmektedir. Bu peptitler yapisal
olarak submandibular, dil alt1 ve parotid bezleri tarafindan {iretilir ve salgilanir (107).
Histidin bakimindan zengin olan bu peptitler, ilk olarak 1970'lerin basinda
mikroorganizmalarin glikolitik aktivitesini artiran peptitler olarak tanimlanmistir
(108). Daha sonra yapilan calismalar, potansiyel bakterisidal etkilerinin oldugunu
(109) ve daha da onemlisi fungisidal O6zelliklerini ortaya koymustur (110). Bu
peptitler dogustan gelen bagisiklik sisteminin bir pargasini olusturmaktadir ve agiz
boslugundaki enfeksiyonlari sinirlandirarak agiz sagliginin korunmasinda 6nemli bir

rol oynamaktadir.

Histatin peptit ailesi birka¢ iiyeden meydana gelmektedir (111), bunlardan en
onemlileri histatin 1, histatin 3 ve histatin 5’dir. Histatinler, birbirine yakin iki gen
(HIST ve HIS2) tarafindan kodlanmaktadir ve bu genlerden HIS1’in iiriinii olarak
histatin 1, HIS2 nin {iriinii olarak histatin 3 sentezlenmektedir. Histatin 5 peptiti ise,
histatin 3’{in farkli islemlere maruz kalmasi sonrasinda {iriin olarak sentezlenir (112).
Bu ii¢ peptidin karakterizasyonu, sirastyla 38, 32 ve 24 amino asit dizisi i¢eren lineer

yapilara sahip olduklarin1 ve her birinin ortak yedi histidin dizisine sahip oldugunu
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gostermektedir (113). Sekonder yapinin karakterizasyonu, histatin 5'in, sulu
solventlerde rastgele bir bobin yapisina ve sulu olmayan solventlerde bir helezon
yapisina biirlindiiglinii gostermektedir (114). Tiim histatinler arasinda, histatin 5 en
giiclii antimikrobiyal aktiviteye sahiptir ve histatinler iizerinde yapilan bir¢ok
arastirma bu peptide odaklanmistir. Histatin 5, patojenik mantar tiirleri olan Candida
albicans, Cryptococcus neoformans ve Aspergillus fumigatus'a kars1 giiclii antifungal
aktiviteye sahiptir (115). Antimikrobiyal aktivitelerinin yani sira, histatinlerin bir¢ok
farkli 6zellikleri bulunmaktadir. Histastinler, hidroksiapatitlere (116), insan tiikiiriik
miisin  MGIl’e (117) ve tanenler’e, bitki kaynakli polifenolik bilesiklere
baglanabilmektedirler (118). Ayrica histatin 5, insan fibroblastlarindan enflamatuar
sitokin indiiksiyonunu (119), Actinobacillus actinomycetemcomitans'in 16kotoksin
aktivitesini (120) ve periodontal hastalikta ortaya ¢ikan bakteri enzimlerini inhibe

etmektedir (121) Bununla birlikte metalopeptit benzeri 6zellik sergilemektedir (122).

Histatin 5'in 12-amino asitlik bir fragmani olan P-113, ana bilesigi ile
kargilastirilabilir antikandidal aktiviteyi koruyan en kiiciik fragman olarak
tanimlanmaktadir (123). Bu peptit, agz1 durulama ve jel formiilasyonlarinda faz I/ 1T
klinik caligmalarinda giivenligini ve plak ve dis eti iltthabina kars1 etkinligini
degerlendirmek i¢in kullanilmig ve her iki ¢aligmanin verileri de bu formiilasyonlarin
insanlar tarafindan giivenli ve tolere edilebildigini gostermistir. Ek olarak, insan
deneysel diseti iltihab1 modelinde dis eti kanamasi, diseti iltihab1 ve plak gelisimini

azalttig1 gosterilmistir (124).

2.3.4. Katelisidinler

Katelisidinler, yiiksek oranda korunmus bir sinyal sekansi ile katelin’e oldukga
homolog olan katepsin L inhibitorii olan bir onciil bdlge igeren proteinlerden elde
edilen AMP ailesidir (125). Insanlarda sadece LL-37 olarak adlandirilan bir
katelisidin varyant1 karakterize edilmistir. Bu peptit, insan CAPI18 proteininin
(hCAP18) C-terminal ucundan proteolizle tiiretilmektedir (126). Bu peptit notrofiller,
monositler, NK hiicreleri, T hiicreleri ve B hiicreleri gibi 16kositlerde, ayrica testis,
deri, gastrointestinal ve solunum yollarinin epitel hiicrelerinde ifade edilmektedir
(127). LL-37, enflamatuar veya bulasici uyaranlar tarafindan indiiklenmektedir (128)

ve hem Gram pozitif hem de Gram negatif bakterilere karsi antimikrobiyal etkinlik
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gostermektedir (129). Antimikrobiyal aktivitesinin yani sira, bu peptit, LPS'yi
baglayarak notralize eder ve endotoksik soka karst korur (130). Ayrica, nétrofiller,
monositler, mast hiicreleri ve T hiicreleri i¢in kemotaktik 6zellik sergilemektedir.
Mast hiicrelerinin degraniilasyonunu indiiklerken, makrofajlarda transkripsiyonel
tepkileri degistirir, iyilesmekte olan yaralarda vaskiilarizasyonu ve yeniden
epitelizasyonu uyarir (131). Antitimor aktivitesine sahip olan (132) LL-37 peptiti, 37
amino asit dizisinden olugmaktadir ve sistein igermediginden dogrusal bir yapiya
sahiptir. Peptit, hidrofilik bir ortamda biiylik Olgiide rastgele bir bobin
konformasyonunu sergilerken ve hidrofobik ortamda ise o-sarmal bir yap1

gostermektedir (133).

2.4. Insan katelisidinlerin etki mekanizmasi

LL-37'nin konake1 hiicreleri farkli sekillerde etkileme kapasitesi {lizerine birgcok
makale yaymlanmistir, Oyle ki son zamanlarda factotum peptidi olarak
adlandirilmaktadir (134)(182). LL-37 peptitinin, dolasan konak immiin hiicrelerinde
bir kemotaktik aktiviteye neden oldugu, pro-enflamatuar sinyal molekiillerinin epitel
veya dolasimdaki hiicrelerden salgilanmasini sagladigi ve mikrobiyal bilesenlerin
pro-enflamatuar aktivitelerini modiile ettigi literatiir bilgisinde gosterilmistir (183).
Bu etkiler, konak hiicre reseptorlerini aktiflestirme, islemden gecirme veya

molekiiler kargonun konak hiicrelere translokasyonu ile saglanmaktadir.

LL-37'nin biitiin bu 6zellikleri, sulu tuz ¢ozeltisi i¢indeki farkli katlanma egilimi
sayesinde etkinlik gostermektedir. Peptitin 3 boyutlu konformasyonu hem konak
hiicrelerin notr membranlarini hem de hiicre dist mikrobiyal veya endojen

molekiilleri ile etkileserek gorev yapmaktadir.

Temel olarak, LL-37'nin konakg¢1 hiicre aktivitelerini etkileyebilecegi Sekil
2.4°de gosterildigi iizere birgok mekanizma iizerinden gerceklesebilmektedir: (1)
Hiicresel zarlarda gegici gozenekler veya lezyonlar olusturarak hiicre digina salinacak
maddelerin ¢ikisina yardimci olabilmektedir. (2) Alicilar1  ¢evreleyen zar
bolgelerinde birikebilir ve daha sonra baglanma bolgeleriyle veya trans membran

bolgeleriyle etkilesime girerek bunlar1 aktive edebilmektedir. (3) Membran baglantilt
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faktorlerle etkilesime girerek serbest birakilma / aktivasyona ve reseptor
etkinlestirilmesine neden olabilmektedir. (4) Mikrobiyal LPS, LTA veya hasar
gormiis konak hiicrelerden salinan materyaller gibi hiicre dis1 bilesenleri
bloklayabilir ve bunlarin TLR reseptorleri ile etkilesimlerini Onleyerek, pro-
enflamatuar etkilerini azaltabilmektedir. (5) Alternatif olarak daha kontrollii bir pro-
enflamatuar yanit i¢in endositozla hiicre ici reseptorlere veya bolmelere bu tiir

molekiilleri etkili bir sekilde iletebilmektedir.
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Sekil 2.4: AMP Etki Mekanizmalar1 Grafigi Antimikrobiyal peptitlerin bakteri sitoplazmik
membrani iizerindeki etki mekanizmalari (Kaynak: Uniibol N. Dogal Peptit Antibiyotiklerden
Esinlenerek Yeni Etkin Antibakteriyellerin Gelistirilmesi. Y.T.U. Fen Bilimleri Enstitiisii, Doktora
Tezi, Istanbul, 2017 (Danisman: Prof. Dr. A Allahverdiyev))

2.5. Hipokampal Noronlar

2.5.1. Morfolojileri

Hipokampus dokusu, insan ve diger omurgali canlilarda merkezi sinir sisteminin

onemli bir bilesenidir. insan ve memelilerde beynin her iki hemisferinde bir tane
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olmak tizere iki tane hipokampus dokusu bulunmaktadir. Hipokampus, serebral
hemisferlerin dorsomedial yonlerinden gelisen filogenetik olarak ¢ok eski bir kortikal
yapidir “archicortex”. Hipokampus dokusu, kortikal tabakanin birbirine kenetlenmis
iki kivrimindan, hipokampus ve dentat girus’dan (DG) olusur (135). Makroskopik
olarak, hipokampusun kavisli yapisi, bir ko¢ boynuzu ile benzerlik gostermektedir,
bu nedenle Latince cornu ammonis (CA) olarak da isimlendirilmektedir. Kraniyal
“septal” kutup, yarimkiirenin dorsal kisminda orta hatta yakin, korpus kallozumun
altinda, kaudal “temporal” kutup ise temporal loblara ventrolateral olarak uzanir

(Sekil 2.5.1).
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Sekil 2.5.1: Hipokampus hiicrelerinin morfolojisi (a) CA1, CA2 ve CA3 bdlgelerindeki piramidal
hiicreler. (b) On, yan ve iist goriiniimlerden gdsterilen bir CA1 piramidal hiicresinin ii¢ boyutlu yapist.
(c) Dentat girus’da bulunan graniil hiicrelerinin ¢esitlilgi. Hiicrelere bitigik degerler toplam dendritik
uzunlugu belirtmektedir. (d) On, yan ve iist gériiniimlerden gosterilen bir graniil hiicresinin ii¢ boyutlu
yapist. (Kaynak: Vida 1. (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)

CAl Pramidal Noronlar

CAl'in piramidal hiicreleri, beyindeki en iyi arastirilmig néron tiirlerinden
biridir. Bu noronlar bir piramidal veya oval hiicre govdesi, biiyiik kalibreli apikal bir

dendrit ve birkag kiiciik kalibreli bazal dendrit ile karakterize edilmektedir.
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CA3 Piramidal Noronlar:

CA3 bolgesinin piramidal hiicreleri, morfolojilerinde CA1 piramidal hiicrelerine
bir¢cok yonden benzerlik gostermektedir. Bununla birlikte, dikkate deger farkliliklar
da vardir. Hiicre govdeleri daha biiyiiktiir ve CA1l piramidal hiicrelerinkinden
yaklagik iki ila dort kat daha yiiksek bir ylizey alanina sahiptir. CA3 piramidal
hiicrelerin proksimal dendritleri biiylik kompleks dikenlere sahiptir (“dikenli
dislamalar”). Bu kompleks dikenler, yosunsu lifli uzantilarin postsinaptik

hedefleridir (137).

CA2 Piramidal Noronlart

CA2 piramidal hiicreleri, CA1 ve CA3 alanlariin arasinda lokalize olurlar ve
benzer morfolojik Ozellikler gosterirler. Bu noéronlarin  hiicre govdeleri, CA3
noronlarininki kadar biiyiiktiir, ancak hiicreler kompleks dikenlerden yoksundur ve
dendritik dallanma desenleri, CA1 piramitlerininkine benzerdir. Yapilan bir in vitro
calismada isaretli noronlarin dendritlerinin kantitatif analizi sonucunda, CA2
piramidal hiicrelerinin CA1 ve CA3 piramidal hiicrelere kiyasla en yiiksek toplam

dendritik uzunluga sahip oldugu bulunmustur (138).

DG Noronlari

Graniil hiicreleri dikenli dendritlerin hiicre govdesinin {ist kutbundan disar1
dogru uzanmasi ve tabandan ¢ikan aksonal uzanti ile keskin bir bipolar morfoloji
sergilemektedir (139). DG noronlart kiigiik, yuvarlak veya oval hiicre govdelerine
sahiptir ve ~10 pm c¢apindadir. DG ndronlart graniil hiicre katmaninda yogun bir
sekilde paketlenmistir. Bir ila dort adet birincil dendrit uzantilar1 hiicre gévdesinden
ortaya ¢ikar ve molekiiler tabaka i¢inde bir dendritik kiime olusturmak igin ii¢ ila alt1
kez catallagan morfolojik yapi sergilerler. Bu dallanmalar ¢ogunlukla hipokampus
fissiiriine uzanir ve olusan biikiilme, molekiiler katman i¢inde daha genis (~300um)

ve daha dar (~180um) konik sekilli bir hacmi meydana getirir.
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2.5.2. Fonksiyonlar:

Sinir hiicreleri (ndronlar), sinir sisteminin yapisal ve islevsel birimleridir ve
beyin devrelerinde ndronlarin oynadig1 fonksiyonel rollerdeki farkliliklart makul bir
sekilde yansitan ¢esitli boyut ve sekillerde bulunmaktadir. Bir yandan da dendritlerin
ve aksonlarin dagilimi, sinaptik girdileri ve mevcut hedefleri hiicrelere tanitmaktadir.
Ote yandan, néronal islemlerin ii¢ boyutlu yapisi, sinyallerin biitiinlestigi ve islendigi

kablo yapisini olusturmaktadir.

Hipokampus da dahil olmak iizere kortikal bolgelerdeki ndronlar genel olarak iki
ana sinifa ayrilabilirler: ana hiicreler ve interndronlar. Ana hiicreler, noronal
poptilasyonun ¢ogunlugunu (%80-90) olusturmaktadir ve biiyiik dlgiide homojen
fakat alana 6zgii morfolojik 6zellikler gdstermektedir. Bunlar glutamaterjik, uyarici
ndronlardir ve bilgi islemenin isgilicii olarak kabul edilirler. Bu hiicreler akson
uzantilarin1 diger beyin alanlarima gondermekte ve bu nedenle ‘“projeksiyon
noronlar1” olarak da adlandirilmaktadirlar. Interndronlar, GABAerjik, inhibe edici
hiicrelerdir ve yerel noronlarin biiyiikk popiilasyonlarmin aktivitesini kontrol
etmelerini ve koordine etmelerini saglayan yogun yerel aksonal dallanma ile
karakterizedirler. Her ne kadar internéronlar ndronal popiilasyonun sadece kiiciik bir
kismin1 olustursalar da yiiksek derecede morfolojik bir heterojenite sergilemekte ve
cesitli alt tiplere ayrilabilmektedirler. Interndronlarin cesitliligi makul derecede ana

hiicre aktivitesinin mekansal-zamansal kontroliinde bir is boliimii sunmaktadir.

2.6. Hipokampal noronlarda katelisidin peptit ifadesi

Merkezi sinir sistemi, diger dokularla karsilastirildiginda istilact patojenlerden
iyi korunmaktadir ve beyin enfeksiyonlart nispeten nadir goriilen klinik bir
fenomendir. Bazi patojenler yalnizca agir bakteriyemi sirasinda dolasim sistemi
iizerinden beyine girebilir. Bu koruma esas olarak kan-beyin bariyerinin endotel
hiicrelerine atfedilmistir (140), ancak bu bariyerin i¢inde enfeksiyon veya yaralanma
ile aktive edilebilen ayr1 bir dogal bagisiklik sistemi mevcuttur (141). Mikroglial
hiicreler, bu sistemin Onemli bir parcasidir ve temel olarak, patojenleri

algilayabilmeleri bakimindan, periferdeki makrofajlara karsilik gelir. Ek olarak,
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mikroglia, adaptif bagisikligin hiicrelerini toplayan sitokinler ve kemokinler gibi
enflamatuar mediatorler tiretebilir (142). Ayrica, ndronlarin, merkesi sinir sisteminin
immiin savunmasi olan mikrogliayalara katildig1 da 6ne siiriilmiistiir (143). Karsilikli
olarak, mikroglia hiicreleri, astrositler, endotel hiicreleri ve merkezi sinir sistemi

(MSS) infiltre edici immiin hiicrelerle iletisim kurar (144).

Kateisidin ailesine ait gen sekanslarinin, insan ve sigan genomunda bulundugu
bilinmektedir. Insanlarda bu gen sekans1 LL-37’yi ifade ederken siganlarda bulunan
rCRAMP’lar ise Termen ve arkadaslar1 tarafindan ortaya cikartilmistir (145).
Merkezi sinir sistemindeki katelisidin ekspresyonunun tek bildirimi beyindeki LL-
37'nin nokta-blot hibridizasyonu ile tespitidir (146). Hiicresel lokalizasyon ve bu
lokasyondaki LL-37'nin olas1 fonksiyonlari ile ilgili birka¢ ¢alisma olmasina ragmen

heniiz kesin olarak bilinmemektedir.

3. GEREC VE YONTEM
3.1. Primer hipokampal noron kiiltiirii

3.1.1. Deney Hayvanlari

Bu tez calismasinda Balb-C 1rki postnatal {i¢ giinliik fareler kullanilmistir. Fare
kullanilmasinin nedeni tez caligmasinda kullanilan peptitler tasarlanirken ilham
alinan katelisidin ilgili antimikrobiyal proteinlere (CRAMP) ait LL-37 varyantinin
niikleotid dizisinin farelerde bulunmamasidir. Bu durum deney sonuglarinin
tamamen kullanacagimiz peptitlere bagimli oldugunu ortaya koyacaktir. Fareler
Actbadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’nun 2018/15 karar sayilt izni ile Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma
Merkezi (DEHAM)’dan temin edilmistir. Postnatal donemde hayvanin akcigerleri ve
alveolleri tam olarak gelisimini tamamlamadigindan gaz alis-verisi etkili olarak
gerceklesmemektedir, bu nedenle inhalasyon anestezisi etki gostermemekte ve aksine
hayvanin aci1 ¢ekmesine neden olarak hayvan refahi agisindan etik dist bir durum
olusturmaktadir. Enjeksiyon yolu ile uygulanacak anestezi postnatal donemdeki

hayvanin viicut biiyiikliigiinden dolay1 hizl1 ve pratik bir yontem degildir. Ug giinliik
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yavru farelerin hipokampus dokusundan primer noron kiiltiirii olusturmak i¢in dnce
hayvanlara hipotermi anestezisi uygulanmistir (147). Sonrasinda servikal
dislokasyon ile sakrifiye edilen farelerden diseksiyon mikroskobu altinda

hipokampus dokusu ¢ikartilmis ve bu dokular kiiltiir islemlerine alinmistir.

3.1.2. Genel Teknikler

3.1.2.1. Diseksiyon

Diseksiyon vasati1 olarak Hibernate-A vasati kullanilmistir. Hibernate-A, birgok
hiicre kiiltiiriinde kullanilan zenginlestirilmis bir besi ortamidir. Diger vasatlardan en
onemli farki kalsiyum konsantrasyonunun daha az olmasidir. Bu nedenle asiri
uyarilma toksisitesini azaltir. (Bu 6zelligi akson uzamasini azalttigindan kiiltiir vasati
olarak kullanilmamistir.) Diseksiyon vasati, Hibernate-A igerisine %1 oraninda
glutamin ve %1 oraninda antibiyotik-antimikotik soliisyonunun aseptik kosullarda
eklenmesiyle hazirlanmistir. Diseksiyon soguk ortamda yapilacagi i¢in diseksiyon

vasati, kullanilana kadar (+4°C)’ de bekletilmistir.
Diseksiyonda uygulanan prosediiriin postnatal 3 gilinlik balb-c fareden,

hipokampal dokuya ulasilmasi1 Sekil 3.1.2.1-1 ve Sekil 3.1.2.1-2°de fotograflariyla

birlikte agsama asama gosterilmistir.
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Resim 3.1.2.1-1: Beyin Diseksiyon Asamalar1 (a) Diseksiyon mikroskobunun ve soguk tablanin
hazirlanmasi. (b) Postnatal 3 giinliik balb-c farenin buz {izerinde hipotermi anestezisine alinmasi. (c)
Kafatasinin kesilmesi ve petride dorsal sekilde yerlestirilmesi. (d) Kafa derisinin temizlenmesi. (e)
Kafatasinin agilmasi. (f) Beynin kafatasinin i¢inden ¢ikarilmasi ve petri kabina alinmasi.

Resim 3.1.2.1-2: Hipokampus Diseksiyonu Asamalar1 (a) Beynin petride dorsal sekilde
yerlestirilmesi. (b) Arka beynin ayrilmasi. (¢) iki hemisferin birbirinden ayrilimasi. (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 Kaplanmasi

Sinir hiicrelerinin in vitro ortamda canliliklarini uzun siire koruyabilmeleri i¢in
bir ylizeye tutunabilmeleri gerekmektedir. Bu islem iki basamakta gerceklestirildi.
Ik olarak, elektrostatik 6zelligi sayesinde hiicrelerin yapismasini saglayan Poly-L-
Lysin (Sigma-P6282) 1:10 oraninda steril distile su ile seyreltilerek 24 kuyucuklu
plakanin (CytoOne, CC7682-7524) taban ylizeyi kaplandi. Oda sicakliginda 2 saat

inkiibe edildikten sonra ikinci basamak olarak yiizey steril distile su ile yikandi.

3.1.2.3. Kimyasal Ayristirma

Hipokampal primer hiicreleri elde etmek i¢in Oncelikle noron kiiltiiriinde
hiicreleri bir arada tutan yapilar enzimler yardimiyla parcalanmalidir. Bu yapilar,
icerisinde bag doku, bazal lamina, hiicreler arasi baglantilar1 ihtiva eder. Papain;
hiicreler arasi baglantilar1 koparmak i¢in kullanilirken, DNase enzimi ise nekroz olan
hiicrelerden soliisyona dagilan DNA kisimlarin1 pargalayarak, bu yapilarin yigin
olusturmasini 6nlemek amaciyla kullanildi. Diseksiyon sonrasinda elde edilen doku
pargalart (+4°C)’de 45 dk. boyunca 20 U/ml Papain (Sigma-P4762) iceren L-15
(Leibovitz’s Medium, %1 glutamine ve %1 antibiyotik-antimikotik) vasati ile inkiibe
edildi. Bu kisimdan sonra mekanik ayristirma uygulandi ve hiicre slispansiyonu 800
rpm’de 3 dk. santrifiij edildikten sonra supernatant kismi atildi. Pellet kismi, oda
sicakliginda c¢alkalayici tizerinde 15 dk. boyunca 50 Ug/ml DNase (Sigma-D4513)
iceren L-15 (%1 glutamine, %1 antibiyotik-antimikotik) vasati ile inkiibe edildi.

3.1.2.4. Mekanik Ayristirma

Primer hiicrelerin elde edilmesi i¢in kimyasal muameleye ek olarak mekanik
ayristirmaya da ihtiya¢ vardir. Bunun ig¢in enzimatik yollarla hiicreler arasi
baglantilar1 gevsetilen hiicre gruplarmin tritiirasyon teknigi ile ayrigsmasi saglandi.
Oncelikle mavi pipet ucu ve sar1 pipet ucundan doku pargalar1 yavas ve hassas bir
sekilde gecirildi. En son ise perdahlanmis cam pastor pipet ile dokularin iyice

ayrigmasi saglandi.
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Perdahlanmig
Perdahlanmamig

Pipet Ucu

Sekil 3.1.2.4: Pipet Uclarmmin Gosterimi Soldan saga dogru perdahlanmamis, perdahlanmis ve
mikropipet uglarinin gosterimi (148).

3.1.2.5. Hiicre Ekimi

Hipokampal ndronlari igeren hiicre soliisyonu 800 rpm’de 3 dk. santrifiij
edildikten sonra supernatant kisim atildi. Hiicreleri iceren pellet, NBA (Neurobasal-
A, %1 glutamine, %1 antibiyotik-antimikotik, %2 B27 suplement igeren) vasati ile
coziilerek siispansiyon elde edildi ve 24 kuyucuklu plakanin her bir kuyucugunda
20,000 hiicre olacak sekilde ekim yapildi. Kiiltiirler %5 CO; ayarli +37° C’lik etiivde

inkiibasyona alindi.

3.2. SRB testi ile sitotoksisite tayini

Olusturulan hipokampal noéron kiiltiiriindeki néronlarin akson uzatmalari igin 24-
48 saat arasi kiiltlire hi¢bir 6zel islem uygulanmadi. Etkileri arastirilacak peptitlerin
kiiltiir ortamima eklenmesinden Once, her bir kuyucuktaki vasat uzaklastirildi ve
DPBS ile yikandi. Ardindan her bir kuyucuga taze NBA (Neurobasal-A, %1
glutamine, %1 antibiyotik-antimikotik iceren) vasati ile birlikte 0.5, 1, 2, 4, 8, 16 ve
32 pg/ml konsantrasyon araliginda farkli 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 inkiibe edildi. Bu asamada Cytoscan™ SRB Cytotoxicity Assay
(Cat No: 786-213) kiti kullanilarak sitotoksisite tayini yapildi. Tasarlanmis ve
sentetik olarak sentezlenmis TN-1, TN-2, TN-3, TN-6 ve TN-7 AMP’lere iliskin
karakteristik 6zellikleri Tablo 3.2°de bulunmaktadir.
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Tablo 3.2: Peptit Amino Asit Dizileri insan Katelisidin proteinlerinden esinlenilerek tasarlanan ve
sentetik olark sentezlenen AMP’lerin karakteristik Ozellikleri (R: Arginin, L: Lésin, K: Lizin)
(Kaynak: Uniibol N. Dogal Peptit Antibiyotiklerden Esinlenerek Yeni Etkin Antibakteriyellerin
Gelistirilmesi. Y.T.U. Fen Bilimleri Enstitiisii, Doktora Tezi, Istanbul, 2017 (Danisman: Prof. Dr. A
Allahverdiyev)).

Peptid Amino Asit Dizisi M0|e(|;i;::;|a)éll‘|lk pH7 net yiikleri izoelektrik nokta  |% Hidrofobisite
TN1 RLLRLLLLRLLR 1548,02 4 pH 12,58 67%
TN2 KLLKLLKLLL 1194,64 3 pH 10,98 70%
TN3 RLLRLLRLLL 1278,68 3 pH 12,4 70%
TN6 RLLRLLLRLLR 1434,86 4 pH 12,58 64%
TN7 RLLRLLRLL 1165,52 3 pH 12,4 67%

SRB testi protokoliinde oncelikle her bir kuyucuktaki vasat iizerine %10’luk
Trikloro Asetik Asit (TCA) eklendi ve +4°C’de 1 saat inkiibe edildi. Tim
kuyucuklardaki soliisyon uzaklastirildi ve 3 kere saf su ile yikandi. Kuyucuklarda
kalan az miktardaki suyu tamamen uzaklastirmak i¢in 24 kuyucuklu plakalar 45-
50°C’deki firinda 30 dk. inkiibe edildi. Her bir kuyucuga 200 ul SRB boyas: eklendi
ve oda sicakliginda 30 dk inkiibe edildi. SRB boyasi kuyucuklardan uzaklastirildi ve
3 kere kit igerisinde bulunan yikama soliisyonu ile yikandi. Kuyucuklarda kalan az
miktardaki yikama soliisyonunu tamamen uzaklastirmak i¢in 24 kuyucuklu plakalar
45-50°C’deki firinda 30 dk. inkiibe edildi. Her bir kuyucuga 200 pl ¢oziicii tampon
cozeltisi eklendi ve SRB boyasinin karigmasi i¢in plaka yavagca calkalandi.

Mikroplaka okuyucuda 565 nm dalga boyunda spektrofotometrik 6l¢iim alindi.
Sitotoksisite ve antioksidan deneylerinde her grup 3 tekrarli (n=3) sekilde

calisildi, SRB testi ile elde edilen spektrofotometrik sonuglar Sekil 3.2°deki formiil

kullanilarak hiicrelerdeki toksisite degerleri hesaplandi.
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) . (Kontrol Grubu — Deney Grubu)
% Sitotoksisite = x 100
Kontrol Grubu

Sekil 3.2: SRB Testi Veri Hesap Formiilii Sitotoksisite degerlerinin hesaplanmasi i¢in kullanilan
formiil (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 olast antioksidan aktivitelerini degerlendirmek amaciyla, olusturulan
primer hipokampal néron kiiltiiriine 100 uM hidrojen peroksit eklendi ve 10 dk
37°C’de inkiibe edildi. Bu sayede hiicre kiiltiirlindeki noronlarin oksidatif strese
girmeleri saglandi. Oksidatif stres oncesi ve sonrasinda 0.5 — 32 pg/ml konsantrsyon
araliginda hiicre kiiltiiriine eklenen TN-2 ve TN-3 peptitlerinin 16 saat inkiibasyonun
ardindan SRB testi ile antioksidan etkileri 6l¢iildii. SRB testi, sitotoksisite deneyinde
kullanilan protokole bagl kalinarak gerceklestirildi.

3.4. RNA izolasyonu

TN-2 peptitinin her kuyucukta ekili olan noronlara oksidatif stres modelinde
post operatif olarak uygulanmasindan 16 saat sonra ortamdaki vasat uzaklastirildi.
Bu asamada GeneMark Total RNA Purification Kit (Cat No: TRO1) kullanilarak
hiicrelerden RNA izolasyonu yapildi.

RNA izolasyonu protokoliine gore ilk olarak 350 pl RNA Liziz/2-ME
sollisyonu, vasati uzaklastirilmig olan hiicrelerin iizerine eklendi. 1.5 ml steril
ependorf tlip i¢ine alinan ornekler vorteks kullanilarak karistirildi. Tim 6rnekler
insiilin enjektoriinden gegirilerek hiicre lizatlarinin iyice pargalanmasi saglandi. Her
ornek tizerine 350 pul 70%’lik ethanol eklendi ve vorteks kullanilarak iyice karigsmasi
saglandi. 700 ul’lik ethanol-lizat karisimi RNA kolonuna yiiklendi ve 14,000 xg’de 1
dk santrifiij edildi. 500 ul RNA yikama soliisyonu I her bir kolona yiiklendi ve
14,000 xg’de 1 dk santrifiij edildi. 82 ul DNase soliisyonu her bir kolana ytiklendi ve
24-28°C’de 15 dk inkiibe edildi. 500 ul RNA yikama soliisyonu I her bir kolona
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yiiklendi ve 14,000 xg’de 1 dk santrifiij edildi. 600 pl RNA yikama soliisyonu II her
bir kolona yiiklendi ve 14,000 xg’de 1 dk santrifiij edildi. 600 ul RNA yikama
soliisyonu II her bir kolona yiiklendi ve 14,000 xg’de 1 dk santrifiij edildi. RNA
kolonlarinda kalan fazla ethanol’ii ortamdan uzaklastirmak i¢in kolon bos olarak
14,000 xg’de 3 dk santrifiij edildi. RNA kolonlar steril 1.5 ml ependorf tiip lizerine
yerlestirildi. 30 pl niikleaz-free su her bir kolona yiiklendi ve 24-28°C’de 10 dk
inkiibe edildi. RNA kolonlar1 14,000 xg’de 1 dk santrifiij edildi. Kolonlarin i¢ine
yerlestirildigi 1.5 ml’lik ependorf tiiplerin igerisinde, elde edilmek istenen RNA
ornekleri toplandi. RNA ornekleri, bir sonraki asama olan cDNA sentezi i¢in taze

olarak kullanildi, ya da hemen kullanilmayacaksa -80°C’ye kaldirildu.

3.5. cDNA Sentezi

RNA izolasyonu sonucu elde edilen her bir gruba ait farkli RNA ornekleri, ticari
olarak satin alinan High Capacity ¢cDNA Reverse Transcription Kit (Cat. No:
4368814) kullanilarak cDNA sentez reaksiyonlarinda kullanildi. Oncelikle cDNA
sentez reaksiyon karigimi kit protokoliiniin 6ngordiigii adimlar izlenerek hazirland
ve sonrasinda 4 asamali PCR reaksiyonu ile ters transkripsiyon reaksiyonu

gerceklestirildi.

Tablo 3.5.1: cDNA Sentez Reaksiyonu. Reaksiyon karigimi icerikleri ve hacimleri

Ornek Icerikleri Ornek Hacimleri

10X RT Buffer 2.0 ul
25X dNTP Mix (100 mM) 0.8 ul
10X RT Random Primers 2.0 ul
MultiScribe Reverse Transcriptase 1.0 ul
RNase Inhibitor 1.0 ul
Nuclease — free water 32 u
TOPLAM 10 pl
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Tablo 3.5.2: RT-PCR Protokolii. Ters transkripsiyon reaksiyonu PCR asamalari

Step 1 Step 2 Step 3 Step 4
Sicaklik (°C) | 25 37 85 4
Siire 10 dk 120 dk 5dk o0

3.6. qRT-PCR Analizleri

En iyi antioksidan 6zellik gdsteren TN-2 peptitinin hangi yolak {izerinden bu
etkiyi gosterdigini incelemek amaciyla qRT-PCR teknigi kullanilarak Bax, Bcl-2,
WntSa, NF-kB ve 18S rRNA genlerinin ifade diizeyleri 6lciildii. Bu deney, ticari
olarak satin alinan GM SYBR qPCR (W/O ROX) (Cat. No: QPSY02-1) kit
protokoliine bagl kalinarak gergeklestirildi.

[k olarak reaksiyon karisimi protokoliin dngordiigii oranlarda niikleaz-free su,
kalip DNA, ileri yonlii primer, geri yonlii primer ve GM SYBR qPCR soliisyonu
karigtirilarak hazirlandi. Ardindan baslangi¢ denatiirasyonu olarak reaksiyon karigimi
94°C’de 2 dk inkiibe edildi ve kit tarafindan Ongiiriilen parametrelerde PCR
reaksiyonu 35 dongii ile gergeklestirildi (Tablo 3.6.1).

Tablo 3.6.1: qRT-PCR reaksiyon karisimi icerikleri ve hacimleri

Ornek icerikleri Ornek Hacimleri
Nuclase — free water X ul

cDNA Y pl (100 ng)
Forward Primer 0.2 pl

Reverse Primer 0.2 pl

GM SYBR ¢PCR solution 12.5 ul
TOPLAM 25 ul
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Tablo 3.6.2: qRT-PCR Protokolii

Step Sicakhik Siire
Denatiirasyon 94-95°C 15-30 sn
Annealing 60°C 20-45 sn
Extension 72°C 30 sn-1 dk

Tablo 3.6.3: Primer Sekanslar1 Calismada kullanilan primerlerin
dereceleri ve Aplikon Uzunluklari (AU).

oligoniikleotid dizileri, Tm

GEN No Oligoniikleotid Dizisi Tm AU
F 5'-TGAAGACAGGGGCCTTTTTG - 3' 60.2

Bax NM_007527.3 140
R 5'- AATTCGCCGGAGACACTCG - 3' 62.1
F 5'- ATGCCTTTGTGGAACTATATGGC - 3' 60.7

Bcl2 NM_009741.5 120
R 5'- GGTATGCACCCAGAGTGATGC - 3' 62.8
F 5'- CAACTGGCAGGACTTTCTCAA - 3' 60.2

Wnt5a NM_001256224.2 128
R 5'- CATCTCCGA TGCCGGAACT - 3' 61.5
F 5'- ATGGCAGACGATGATCCCTAC - 3' 61.1

NFKB NM_008689.2 110
R 5'- TGTTGACAGTGGTATTTCTGGTG - 3' 60.4
F 5'- GGGAGCCTGAGAAACGGC - 3' 60

185 RNA NR_003278.3 68
R 5'- GGGTCGGGAGTGGGTAATTT - 3' 60

3.7. Verilerin istatistiksel analizi

Tium veriler ortalama + standart hata olarak ifade edildi. Elde edilen verilerin

istatistiksel olarak degerlendirilmesinde tek-yonlii varyans analizi (ANOVA) ile

Tukey-Kramer ¢oklu karsilagtirma testi kullanildi. P degerinin 0,05’ten kii¢iik olmasi

durumunda veriler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Primer hipokampal noéron kiiltiirii

Tiim deney gruplarinda, primer ndron kiiltiirlerine 3 giin boyunca higbir islem
uygulanmadi. Kiiltiire edilen néronlarin uygulanacak islem oncesinde stres altinda
olmadiklariin kanit1 olarak akson uzatmalar1 beklendi (Resim 4.1). Bu siire boyunca
akson uzatmayan noéronlarin nekroz ve apoptoz siireglerine gittigi morfolojik olarak
gozlemlendi. Nekroz ve apoptoz siireclerine giden ndronlarin deney sonuglarini
etkilememesi i¢in uygulanacak islem Oncesinde petriler PBS ile yikanarak kiiltiir
ortami bu ndronlardan temizlendi. Ardindan petrilere taze kiiltiir vasati eklenerek

sitotoksisite veya antioksidan deneylerine devam edildi.

Resim 4.1: Primer hipokampal néron Kiiltiirii (a) Noronlarin morfolojik goriintiileri, ekim yapildig1
giin (0.giin) 151k mikroskobu altinda 20X objektif kullanilarak elde edildi. (b) Noronlarin morfolojik
gorilintiileri, 1.glin 151k mikroskobu altinda 20X objektif kullanilarak elde edildi. (¢) Noronlarin
morfolojik goriintiileri, 2.glin 151k mikroskobu altinda 20X objektif kullanilarak elde edildi. (d)
Noronlarin morfolojik goriintiileri, 3.giin 151k mikroskobu altinda 20X objektif kullanilarak elde
edildi.

38



4.2. Antimikrobiyal peptitlerin sitotoksisite diizeyleri

Tiim o6l¢iimler ii¢ tekrarli olarak calisilmis ve ortalama degerleri baz alinmistir.
TN-1 peptiti eklenen grupta sitotoksisite; 4, 8, 16 ve 32 pg/ml konsantrasyonlarda
kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek saptandi (sirasiyla p<0.05, p<0.01 ve
p<0.001).

konsantrasyonlarda kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiik saptandi (sirasiyla

TN-2 peptiti eklenen grupta sitotoksisite; 8 ve 16 pg/ml
p<0.05 ve p<0.01). TN-3 peptiti eklenen grupta sitotoksisite, kontrol grubuna gore
diistik bulunsa da bu azalis istatistiksel olarak anlamli degildir. TN-6 peptiti eklenen
grupta sitotoksisite; 16 ve 32 pug/ml konsantrasyonlarda kontrol grubuna goére anlamli
olarak yliksek bulundu (sirasiyla p<0.01, p<0.001). TN-7 peptiti eklenen grupta
sitotoksisite, kontrol grubuna gore yiiksek saptandi fakat ¢ikan artig istatistiksel

olarak anlamli bulunmada.

Olas1 rejeneratif 6zelliklerinden dolay1 antioksidan degerlendirme i¢in sadece

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

Tablo 4.2: Sitotoksisite Ol¢iimlerinin Sayisal Verileri Etkileri arastirilan peptitlerin hipokampal
néronlar {izerindeki sitotoksik degerleri (ort + standart hata) gosterilmektedir.

0.5ug/ml | 1pg/ml 2g/ml 4 yg/ml Sug/ml | 16ug/ml | 32pg/ml
™ 0227 -6.944 6.944 29.305 66.111 156.66 192,63
16.34 1174 13.65 L) 15.69 16.26 123,01
™ -20.235 -18.518 -12.077 -17.874 -19.269 -23.563 12.399
110.05 1639 16.21 £5.09 14.10 1418 11588
N -17.069 -8.064 -6.316 -0.139 -18.682 -12.23 23.386
13.50 16.30 13.84 1035 11.58 1035 11,67
™ 9.159 585 8.708 2.249 34,984 56.155 306.75
110.86 g 13.10 13.49 sl 11247 /8L )
- 3.153 1.207 6.456 -13.513 0.300 -1,051 7.056
16.93 13192 +5.45 118.46 2197 15.84 16.90
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Sekil 4.2: Sitotoksisite Olgiimleri Kontrol (n=3), ve TN-1, TN-2, TN-3, TN-6, TN-7 (n=3) olan
deney gruplarindaki sitotoksisite diizeyleri. Kontrol grubuna gére “p<0.05, **p<0.01, “*p<0.001

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

Antioksidan Sl¢timlerde hidrojen peroksit dncesi TN-2 peptitinin uygulandigi
Pre TN-2 grubunda sitotoksisite 2, 4, 8, 16 ve 32 pg/ml konsantrasyonlarda kontrol
grubuna gore anlaml Ol¢iide yiiksek saptandi (sirastyla, p<0.05, p<0.01, p<0.001).
Hidrojen peroksit sonrast TN-2 peptitinin uygulandigi Post TN-2 grubunda
sitotoksisite tiim konsantrasyonlarda kontrol grubuna gore diisiik saptandi fakat
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Hidrojen peroksit oncesi TN-3 peptitinin
uygulandigi Pre TN-3 grubunda sitotoksisite 16 ve 32 pg/ml konsantrasyonlarinda
kontrol grubuna gore anlamli o6lgiide yliksek gozlemlendi (sirasiyla p<0.01,
p<0.001). Hidrojen peroksit sonrast TN-3 peptitinin uygulandigi Post TN-3 grubunda
sitotoksisite 16 ve 32 pg/ml konsantrasyonlarinda kontrol grubuna goére anlamli

diizeyde yiiksek 6l¢iildii (sirastyla p<0.01, p<0.001).
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Tablo 4.3: Antioksidan Olciimlerinin Sayisal Verileri Olasi antioksidan etkilerinin arastirildigi TN-
2 ve TN-3 peptitlerinin hipokampal néronlari izerindeki antioksidan degerleri gosterilmektedir.

-10

-20

-30

0.5pg/ml | 1pg/ml | 2pg/ml | 4pg/ml | 8pg/ml | 16 pg/ml | 32 pg/ml
Pre TN-2 7.448 11.844 20.391 20.635 26.252 27.717 20.879
+3.99 +1.60 +6.47 EEISAS7) +7.00 +7.00 +11.41
Pre TN-3 0.585 4.795 1.988 8.070 16.491 22.807 65.848
+7.13 +4.15 +3.06 +5.48 +3.86 +1.07 +1.87
Post TN-2 -17.617 -2.936 -5.699 -2.936 -7.081 -10.535 -11.572
+ 4.18 +4.57 +7.93 +3.98 +4.57 +4.19 +3.07
0.100 2.302 -0.501 0.501 10.711 24.525 52.352
Post TN-3
+10.24 +7.87 +5.26 +5.63 +4.60 +4.13 +4.70
80
. 50 :
S
.g 40
E 30 sk e
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Sekil 4.3: Antioksidan Olgiimleri Kontrol (n=3) ve TN-2, TN-3 (n=3) olan deney gruplarindaki
sitotoksisite diizeyleri. Kontrol grubuna gére “p<0.05, “p<0.01, **p<0.001
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4.4. TN-2 peptit etkisinin neden oldugu gen ekspresyon seviyeleri

Her bir grup ve gen icin elde edilen Cq degerleri Tablo 4.4’da belirtildigi
iizeredir. qRT-PCR analizlerinde referans gen olarak 18S rRNA belirlendi. Genlerin
referans genine gore normalizasyon islemi (ACQq) = (CqQ)¢en - (CArerrrans formiilii
kullanilarak yapilan matematiksel bir islemdir (150). Bu islem ile her bir genin

referans gene gore esik dongli degerinde ne kadar farklilik gosterdigi tespit

edilmektedir. Normalizasyon isleminden sonra elde edilen ACq degerlerinden, (249
formiilii ile genlerin DNA miktarindaki artis veya azalis tespit edilmektedir. Gen
ifade degisikliklerindeki farkliliklarin anlamli olup olmadigi bu formiil sonucu elde

edilen DNA miktarlarinin istatistiksel analizleri sonucu elde edilebilmektedir.

Tablo 4.4: qRT-PCR analizlerinin Cq degerleri Tez ¢alismasinda arastirilmasi planlanan genler ve
bu genlerin farkli deney gruplarindaki Cq degerleri gosterilmektedir. NA ile ifade edilenler 6lgiilebilir
aralikta olmayan Cqdegerlerini ifade etmektedir.

Cq Values Negatif Kontrol Kontrol 0.5 pg/ml 16 pg/ml 32 pg/ml
20,5044 NA NA 2,4792 1,8113
Bax
20,2092
23,1844 NA NA 29,1155 37,1573
Bcl-2
21,7437
33,4096 NA NA NA 2,4165
Whnt5a
33,4607
21,784 1,0465 NA 31,2322 39,3573
NF-kB
21,3482
11,3661 8,1015 7,402 9,6045 10,227
18s RNA 10,266 8,6925 7,9194 9,2036 9,4225
10,1112 7,9067 8,0532 8,2798 9,0421

Bu tez calismasinda kullanilan 6rneklerin yetersiz olmasindan dolayr deneyler

tek tekrarli olarak uygulanmistir ve bazi genlerin Cq degerleri dlgiilebilir araligin
altinda oldugu i¢in kantite edilememistir. Bu nedenle normalizasyon islemi ve gen

ifade diizeylerindeki farkliliklar hesaplanamamustir.
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5. TARTISMA

Antibiyotik direnci, diinyanin bir¢ok bdlgesinde tehlikeli derecede yiiksek
seviyelere ulagmaktadir. Zararlt mikroorganizmalar antibiyotiklere karsi yeni direng
mekanizmalart gelistirmekte ve bulasict hastaliklar1 tedavi edebilme sansi giin
gectikce kisitlanmaktadir. Pnomoni, tiiberkiiloz, sepsis, gonore ve gida kaynakli
hastaliklar gibi giderek artan bir enfeksiyon listesi olugsmakta ve antibiyotiklerin daha
az etkili hale gelmesi nedeniyle bu hastaliklarin yayilmasi da bir o kadar

hizlanmaktadir (151).

Son yillarda yeni potansiyel antibiyotiklerin gelismesi ile birlikte, antibiyotik
direnci sorunlarina karst 6nemli adimlar atilmistir. Dogadan esinlenerek tasarlanan
ve sentezlenen birgok AMP’nin, miikkemmel derecede antimikrobiyal, anti-
inflamatuar ve immunomodulator aktivite gosterdigi yapilan arastirmalar sonucu

gosterilmigtir (152).

Insan katelisidin peptit antibiyotiklerinden esinlenilerek tasarlanan ve yapay olarak
sentezlenen antimikrobiyal ozellikteki peptitlerin hipokampus noronlari iizerine
etkilerini incelemek amaciyla sirasiyla sitotoksisite, antioksidan ve gen ifade
analizleri uygulanmistir. Antimikrobiyal peptitlerin hipokampal noronlar1 tizerindeki
sitotoksik etkilerini incelemek amaciyla SRB sitotoksisite testi kullanilmistir. SRB
testi, 1990°da (153) gelistirilmis bir tekniktir ve o zamandan bu yana, hiicre tabanl
caligmalarda sitotoksisiteyi aragtirmak i¢in kullanilmistir (154). Bu yontem, hafif
asidik kosullar altinda proteinlere stokiyometrik olarak baglanan ve daha sonra bazik
kosullar kullanilarak elde edilebilen SRB boyasmin 6zelligine dayanmaktadir. Bu
nedenle, proteinlere bagli boya miktari, hiicre kiitlesini yaklasik olarak
gostermektedir. Bu teknik ile hiicre kiitlesi iizerinden hiicre ¢ogalmasi tahmini olarak
oOlgiilebilmektedir. SRB testi dort ana asamadan meydana gelmektedir; (a) 6rneklerin
hazirlanmasi, (b) hiicrelerin deney kimyasali ile inkiibe edilmesi, (c) hiicre
fiksasyonu, (d) SRB boyasinin eklenmesi ve spektrofotometrik dl¢lim alinmasi. Bu
asamalarin her biri onemli olmasina ragmen hiicre fiksasyonu kisminda daha dikkatli
olunmasi gerekmektedir ¢linkii bu agsamada herhangi bir nedenden dolay1 olii

hiicrelerin debrisi veya saglikli hiicrelerin kaybi1 yasanirsa beklenilen miktardan daha
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az SRB boyas1 ortamda kalabilir, bu da deney sonucunun yanlis ¢ikmasina neden
olabilir. Hiicre fiksasyonu ile ilgili énemli bagka bir konu ise fiksasyon sirasinda
hiicrelerin i¢inde bulundugu vasatta serum bulunmamasi geregidir (184). Primer ve
sekonder hiicre kiiltiirinde normal kosullar altinda hiicre canliligini artirmak
amaciyla temel vasat icerisine %10 oraninda serum eklenmektedir fakat fiksatif
cozelti hiicre kiiltiirline eklendigi zaman serum igerisinde bulunan proteinlerin
cokelmesine neden olmaktadir. Bu durum SRB boyasimin ¢okmiis protein yapilarina
baglanmasina neden olup deney sonucunun yanlis ¢ikmasina sebebiyet verebilir. Bu
nedenle kendi calismamizda sitotoksik etkisini arastirdigimiz antimikrobiyal
ozellikteki peptitleri hipokampus noronlar1 ile inkiibe etmeden Once, hiicrelerin
icerisinde bulundugu vasat (serum ihtiva eden) petri ortamindan uzaklastirilmig ve
hiicreler fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS) ile yikanmistir. Sonrasinda serum igeremeyen
vasat ile birlikte antimikrobiyal o6zellikteki peptitler hiicre kiiltliriine eklenmis ve
inkiibe edilmistir. Boylelikle fiksasyon asamasinda ortamda fikse edilen tiim protein

yapilarinin hiicrelere ait oldugu 6ngériilebilmektedir.

Bcl-2, ventrikiiler bolgelerin ndroepitelyal hiicrelerinin yani sira kortikal plagin
post-mitotik hiicreleri, serebellum, hipokampus ve omuriligin de dahil oldugu bir¢ok
beyin bolgesinde yaygin olarak eksprese edilmektedir (155). Bel-2 geni silinmis
fareler normal embriyonik gelisim gosterirken, lenfoid apoptoz, noronal - bagirsak
lezyonlar1 ve terminal bobrek hastaliklart da birlikte goriilmiistiir (156). Gelismekte
olan sinir sisteminde yiliksek Bcl-2 mRNA ekspresyonu gozlenmektedir fakat
postnatal beyinlerde dnemli Slgiide ifadesi azalmaktadir (157). Buna ragmen baska
bir ¢alismada yetiskin bireylerde duyusal ve sempatik noronlarin yiiksek diizeyde
Bcl-2 ekspresyonuna sahip oldugu goriilmiistiir (155). Bcl-2, gelismekte olan
sempatik ndronlarin hiicre 6lim mekanizmasinda 6nemli bir diizenleyici olarak
gorev yaptigin1 fakat matiir sempatik néronlarda rol oynamadigi ortaya koymustur
(158). Bcl-2'nin asir1 ekspresyonu, Bax aracili sitokrom-c salinimini, kaspaz
aktivasyonunu ve sinir biiylime faktoriinden yoksun sempatik noronlarda hiicre
Olimiinti inhibe etmektedir (159). Literatiir bilgisindeki tiim bu veriler BCL-2'nin

ozellikle sinir sisteminin geligimi sirasinda 6dnemli bir rol oynadigini gostermektedir.
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Primer ndron kiiltiirleri ve hayvan modellerinde yapilan fonksiyonel calismalar,
Bel-2’nun  asirt ekspresyonunun  hipokampal néronlar1  glutamat  aracili
eksitotoksisiteye karst korudugunu ve NMDA kaynakli eksitotoksik hasara bagl
hipokampustaki lezyon boyutunu onemli Ol¢lide azalttigini gostermektedir (160).
Bcl-2'nin agir1 ekspresyonunun, apoptoz indiikleyici faktoriin (AIF) mitokondriden
niikleus’a translokasyonunu bloke ettigini ve fokal beyin iskemisini takiben kortikal
ndron sagkalimmin artmasina neden oldugunu ortaya koymustur (161). Bcl-2
eksikligi olan farelerin beyinlerinde oksidatif stres seviyesinin arttig1 ve antioksidan
seviyelerinin degistigi gosterilmistir (162) ve Bcl'in ifadesindeki artis oksidatif stres

sonrast DNA onarimina yardimct olabilir (163).

Bax, prototipik pro-apoptotik Bcl-2 protein ailesi liyesidir ve noron dahil ¢esitli
hiicre tiplerinde hiicre oliimiiniin diizenlenmesinde biiyiikk rol oynar (164). Bax
ekspresyonunun yaralanmaya yanit olarak ve ndrodejeneratif hastaliklarda arttigi
bilinmektedir (165). Bax mRNA ve protein seviyeleri, travmatik beyin
yaralanmalarmin ardindan korteksin i¢ kisimlarinda artar (166). Bcl-2 ifadesinin
azaldig1 ve Bax ifadesinin ise arttig1 travmatik beyin yaralanmalar1 sonrasinda hasar
meydana gelen noronlarda ve iskemi modelinde gosterilmistir (167). Buna karsin,
global iskemiden sonra CA3 hipokampal noronlar1 gibi hala hasarlar1 devam eden
ndronlarda Bcl-2 gen ifadesinin yiikseldigi bildirilmis ancak Bax gen ifadesi ile ilgili
bir bilgi verilmemistir (168). Bu gozlemler, noronal hiicre liimiiniin, anti-apoptotik
ve pro-apoptotik  Bcl-2  proteinlerinin  hiicresel oranina  bagli  olarak

gerceklesebilecegi fikrini desteklemektedir.

Beyin fonksiyonlarini siirdiirmek i¢in noronal aglarin uzun stireli yapisal bakimi
esastir. Dendrit dallanmalarinin biiyiikliigii ve kalibi, néronlarin sinaptik girdileri
alma ve entegre etme kabiliyetini ifade eder ve bu nedenle beyindeki bilgi islemenin
kritik  belirleyicileridir. Gelisim sirasinda dinamik olarak kurulan dendrit
dallanmalarinin ve iskeletinin yetiskin donemde biiyliik oranda stabil oldugu
diistintilmektedir ve bir organizmanin émrii boyunca bu yapilar korunur (169). Bu
stabilizasyonun normal beyin fonksiyonlart i¢in Onemi, dendritik simnirlarin ve

iskeletin ge¢ baslangicli hasari, sizofreni, major depresif bozukluk, anksiyete ve
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Alzheimer hastaligr gibi cesitli ndrolojik ve psikiyatrik bozukluklarin en tutarh
morfolojik korelasyonlart olduguna dair kanitlarla vurgulanmistir. (170). Bu nedenle,
yetiskin sinir sisteminde noronal morfolojinin ve sinaptik baglantinin korunmasini

saglamak i¢in spesifik molekiiler sinyaller bulunmalidir.

Beyin kaynakli norotrofik faktor (BDNF), ndronal baglantinin kurulmasi ve
stirdiiriilmesi icin yasam boyunca gerekli olan hiicre dis1 bir sinyale giizel bir
ornektir. BDNF'nin veya bunun reseptorii olan Tirozin reseptdrii kinaz1 B (TrkB)nin
gen ifadesinin durdurulmasi, yetiskin kortikal noéronlarin dendritik dallanmalarinda
azalmaya yol acar (171). Sasirtict bir sekilde, BDNF veya TrkB'nin silinmesi,
mekansal 0grenme, hafiza ve kaygi icin kritik bir beyin yapist olan hipokampusun
dendrit mimarisini etkilemez (172). Halen, yetiskin hipokampal néronlardaki dendrit
destek mekanizmalar1 hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Hipokampustaki CAl
piramidal ndronlar, Alzheimer hastaliginda 6zellikle hassastir ve biligsel gerileme
derecesi ile iliskili olan genis ¢apl dendrit dallanma kayb1 sergiler (173). Yetiskin
ndronlarda onarim mekanizmalarinin tanimlanmasi, hipokampusa bagli davraniglarin
yapisal temelinin yani sira, yogun dendritik anomalilerin yasamin ge¢ donemlerinde
tezahiir ettigi ndrodejeneratif hastaliklarin etiyolojisinin anlagilmasi ile biiylik ol¢iide

alakali olmustur.

Onceki galismalar, kiiltiire edilmis hipokampal noronlarda gelisimsel akson ve
dendrit biliylimesini ve sinaps olusumunu diizenlemede WntSa'nin roliinii
gostermektedir (174). WntSa ifadesi, dendritik mimariyi korumak ig¢in yetiskin
noronlarda her hiicre i¢in fizyolojik olarak gereklidir. WntSa ifadesinin azalmasi,
dendritik regresyonun baslamasindan ©nce hipokampal sinaptik plastisite ve
mekansal Ogrenme, hafizayr bozar, ancak davranigsal eksiklikler yapisal
anormalliklerin ~ ortaya ¢ikmasiyla daha da kotilesir.  Wnt5a, yetiskin
hipokampusunda kalsiyum ve sitoskeletal aracili sinyalleme yoluyla ve beklenmedik
bir sekilde NMDA reseptor alt {initesinin GluNl'in siklik AMP'ye cevap veren
element baglama (CREB) aracili transkripsiyonu yoluyla etki eder. WntSa'nin geg
ekspresyonunun, dnemli yapisal kayiptan sonra bile, ndronal morfolojiyi tamamen

geri kazandirdig1 ve bu yolun yetiskin beynindeki biiyltimeyi destekleme kapasitesini
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vurguladigini gostermektedir. Bu bulgular kanonik olmayan otokrin Wnt sinyalinin
eriskin hipokampal baglantiyr ve sinaptik plastisiteyi korudugunu ve patolojik
durumlarda yapisal eksikliklerle basa ¢ikmay1 hedefleyen trofik bir yol sagladigini

ortaya koymaktadir.

NF-«B ilk olarak olgun B hiicre hatlarinda kurucu bir transkripsiyon faktorii
olarak tanimlanmistir (175). Daha sonra, NF-kB 'nin bircok hiicre tipinde
indiiklenebilir bir formda bulundugu goésterilmistir (176). Indiiklenebilir formu,
hiicrelerin viral enfeksiyon, bakteriyel lipopolisakarit, enflamatuar sitokinler ve
oksidanlar da dahil olmak {iizere, ¢cok c¢esitli kosullara maruz kalmasi sonucu aktive
edilebilir. NF-kB 'nin sinir sistemindeki rolii, sinaptik siire¢lere, nérotransmisyona ve
ndroproteksiyona dahil olmasindan dolayi ilgi kazanmistir. Ayrica, uyarilabilir NF-
kB, beyinde meydana gelen inflamasyon siireclerinde ve sinir kok hiicre
cogalmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Sinaps yogunlugu 6grenme siiregleri igin
Oonemli bir parametredir. Hipokampustaki NF-kB ekspresiyonunun azalmasindan
sonra, sinapslarin yogunlugu stratum lucidum olarak adlandirilan bir hipokampal alt
dokusunda asir1 derecede diistiigii yapilan bir ¢alismada gosterilmistir. Ek olarak,
ndronal NF-kB ablasyonuna sahip farelerde, aksonal yosunlu fiber projeksiyonlarinin
olusumu bozulmustur. Bu lifler normal olarak graniil hiicrelerini CA3 piramidal

hiicrelere baglama gorevini yliriitmektedir.

Dendritik arborizasyon, periferik ve kortikal noronlarda NF-B ile diizenlenir
(177). Boylece hem sinayl alic1 yap1 (dendrit) hem de sinyal gonderici yap1 (akson)
NF-B tarafindan diizenlenmis gibi goriinmektedir. Mevcut literatiir, dendritik ve
aksonal biiylimenin, farklt noronlarda farkli sekillerde NF-«xB tarafindan
diizenlenebilecegini o6ne siirmektedir. Kortikal noronlarda dendritik dallanma
inhibitér kB (IxB) tarafindan baskilanir (177). Noronal bilgi islemenin 6nemli bir
bolgesi, akson ilk segmentidir (AIS). Bu bolge, membranda lokalize olan voltaj
kapili sodyum kanallarinda olduk¢a zengindir ve akson potansiyeli iiretici bolgedir.
Ilging bir sekilde, fosforile edilmis IxkB kinaz-1 (IKK-1), IkB kinaz-2 (IKK-2) ve
IkB-a formlart AIS iginde yogunlagsmistir (178). Ranvier diigiimii ayn1 zamanda

aksiyon potansiyeli tasiyan sodyum kanallari ile IKK-1, IKK-2 ve IkB-a'nin
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fosforlanmis formlar1 bakimindan zenginlestirilmistir (179). Fosforlanmig NF-KB
regiilatorlerinin lokalizasyonu, hiicre ici NF-KB aktivasyonunun ana bolgelerini
gosterebilir. Ozet olarak, bu veriler NF-KB'nin néronal morfolojinin énemli bir
diizenleyicisi oldugunu ve 6grenme ve hafiza i¢in 6nemli olan beyin yapilarini

sekillendirdigini gostermektedir.

18S rRNA, ribozomal RNA ailesine aittir ve 18S'deki S, Svedberg birimlerini
temsil eder. 18S rRNA, Okaryotik sitoplazmik ribozomlarin kiigiik bilesenleri igin
yapisal bir RNA’dir. Dolayistyla tiim Okaryotik hiicrelerin temel bilesenlerinden
biridir. 18S rRNA, prokaryotlarda bulunan 16S ribozomal RNA'nin Okaryotik
sitosolik homologudur. 18S rRNA'y1 kodlayan genler, 18S rRNA genleri olarak
adlandirilir. Bu genlerden gelen sekans verileri, 6zellikle omurgalilarda molekiiler
analizde organizmalarin evrimsel tarihini yeniden yapilandirmak i¢in, yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bunun en 6nemli nedeni evrimsel siirecteki sapmalarin ¢ok diisiik

olmasidir.

Hipokampus noronlari ile yapilan qRT-PCR analizlerinde 18s rRNA, GAPDH,
Tfrc, B2m ve Gusb gibi bir¢ok referans geni kullanilmaktadir. Literatiir bilgisinde
kullanilan bu referans genlerin stabilitesi karsilastirildiginda en kararl seviyede 18s

rRNA geni bulunmustur (180).
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6. SONUC VE ONERILER

6.1. Sonug¢

Bu tez calismasinda hipotez olarak belirlenen goriis, insan katelisidin peptit
antibiyotiklerinden esinlenilerek gelistirilen antimikrobiyal 6zellikteki peptitlerin
hiicre membran1 ile olan etkilesiminin artacagi yoniindeydi. Tasarlanan peptitlerin
hiicre membrani ile etkilesiminin artmasi saglikli hipokampus ndronlar iizerinde
nasil bir etkiye neden olacag: literatiir bilgisinde mevcut degildi. Bu kapsamda
yirltiilen tez ¢alismasinin sonuglarina gore; tasarlanan peptitlerden sadece TN-2
peptiti saglikli hipokampus ndronlari {izerinde sitotoksisite bakimindan istatistiksel
olarak en az zararl etkiye neden olmaktadir. TN-2 peptitinin saglikli noronlar ile
inkiibe edilmesinin ardindan néron hayatta kalimi kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak %23 artmistir. Hidrojen peroksit ile olusturulan oksidatif stres modelinde yine
TN-2 peptitinin hasar sonrasinda ndronlar ile inkiibe edilmesi, néron hayatta kalimini

kontrol grubuna gore %17.6’1ik arttirmistir.

Yapay olarak sentezlenen TN-1, TN-2, TN-3, TN-6 ve TN-7 peptitlerinin
hipokampal noronlar iizerindeki etkileri arastirilmis ve istatistiksel olarak anlamli
sonuclar bulunmustur. Fakat, bu peptitlerin hangi molekiiler mekanizma iizerinden
bu etkiyi meydana getirdikleri tam olarak agiklanamamistir. Bunun sebebi, qRT-PCR
deneylerinden elde edilen sonuglarin istatistiksel analiz yapabilecek sayida olmamasi

olarak gosterilebilir.

6.2. Oneriler

Dogadaki 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 ndronlar1 iizerinde iyilestirici etki
gosterdigi ve sitotoksik etki bakimindan istatistiksel olarak anlamli farkliligin oldugu
bulunmustur. TN-2 ve diger tasarlanan antimiktobiyal Ozellikteki peptitlerin

arasindaki temel farklilik yapilarindaki arginin ve lizin amino asitleridir (Tablo 3.2).
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Arginin amino asiti iceren peptilerin saglikli néronlar ilizerinde daha toksik etkiye
neden oldugu, buna ragmen lizin amino asiti igeren peptitin ise hi¢ sitotoksik etki
gostermedigi hatta antioksidan aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir. Bu kapsamda,
ilerleyen caligmalar da lizin amino asiti ile benzer fizikokimyasal 6zellik gdsteren
amino asitlerin insan katelisidin peptit antibiyotiklerinin aktif bolgelerindeki amino
asit dizisi ile degistirilmesi daha etkili ve daha az toksik etkiye sahip antimikrobiyal

peptitlerin kesfedilmesine olanak saglayabilir.
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