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OZET

DOGAL PEPTIT ANTiBiYOTIKLERDEN ESINLENEREK YENIi ETKIN
ANTIBAKTERIYELLERIN GELISTIRILMESI

Nihan UNUBOL

Biyomihendislik Anabilim Dal

Doktora Tezi
Tez Danismani: Prof. Dr. Adil ALLAHVERDIYEV

Boceklerden insanlara kadar genis bir organizma grubu tarafindan (retilen
antimikrobiyal peptitler, klasik antimikrobiyallere direncli organizmalarin neden oldugu
enfeksiyonlara karsi 6nemli alternatif tedavi ajanlari olan dogal antibiyotiklerdir. Bu
bilgiler dogrultusunda dogal antimikrobiyal peptitlerin korunmus motiflerinden
esinlenilerek, antibakteriyel aktivite gosteren kisa, (retilmesi kolay peptitler
tasarlamayl hedefledik. Dogal antimikrobiyal peptitlerin korunmus bdlgelerini
belirleyerek (¢ boyutlu yapilarini inceledik. Bu incelemeler bize, kisa peptit
bolgelerinin, alfa sarmal yapilari olusturan tekrarlanan hidrofobik ve pozitif yikli
amino asitlerden olustugunu ve sarmalin bir tarafinda pozitif yukli amino asitler
bulundugunu gosterdi. Bu yapilara benzer peptitler tasarlayarak bunlarl sentezletip,
farkl bakteri tirleri Gzerindeki antibakteriyel aktivitelerini belirledik. Peptitlerin etki
mekanizmalarini anlamak icin ise molekiler dinamik modelleme yontemi kullanarak,
peptitlerin bakteriyel zarlarla olan iliskilerini inceledik.

Pozitif yikli bir amino asit olan argininin peptitlere dahil edildiginde, lizine kiyasla
daha iyi antibakteriyel aktivite gosterdigini ve her iki ucta pozitif yikli amino asitlere
sahip olan peptitlerin, Staphylococcus aureus'a (MiK 16.0 pg / ml) kiyasla E. coli (MiK
2.0 pug / ml) Gzerinde daha iyi aktivite gosterdigini saptadik. Sadece bir ucta pozitif
yukli amino asit oldugunda, organizmalarin her ikisinde de esit dizeyde etki

Xii



gozlemledik (MIC 4.0 pg / ml). Pozitif yikli argininlerin molekiliin bir tarafinda zikzak
seklinde konumlandiriimasi dogrusal bir eksende konumlandirmasina kiyasla
molekilin daha yiksek aktivite gostermesini sagladi. Molekilin bir ucunda hidrofobik
amino asit sayisinin 3'ten 6'ya arttirilmasi, molekdllerin birbirlerine baglanmasina ve
peptitin antibakteriyel aktivitesinin tamamen ortadan kalkmasina neden oldu.
Molekiler dinamik simtlasyonlar, hidrofobik ve pozitif yiiklii amino asitlerin asimetrik
konumlandiriimasinin gerektigini, hidrofobik kismin zarlardaki yag ikili katmanina
gomdigunu ve pozitif yukli kisimlarin yag iki katmaninin her iki tarafindaki
fosfolipidlerin negatif ylkli fosfat gruplarina sabitledigini gosterdi. Boylece, tek bir
molekiliun hidrofilik kanal olusturarak hiicre igine su gegislerini saglayabildigi anlasildi.
Bu peptitlerle muamele edilen stafilokoklarin elektron mikroskobik incelemesi
sonucunda, aktif hlicre duvar sentezinin gergeklestigi kisimdan bakterilerin hemen
hemen iki esit parcaya ayrildig gozlendi. Bu galismaya ek olarak yapilan molekiler
birlesme yontemi ile peptitlerin, peptidoglikan sentezleyici zar proteini olan
glikoziltransferazin aktif bolgelesine kuvvetli bir sekilde baglandigindan hiicre duvari
sentezini de engelleyebildigini gdstermektedir.

Bu calismada gelistirdigimiz antimikrobiyal peptitlerin hepsinin proteinaz K'ya duyarl
olugunu saptadik. Proteazlara direngli sentetik benzer tiirevlerinin gelistiriimesi, bu
peptitlerin tedavi amagl kullaniimalarid durumunda dayanikliliklarini arttiracaktir. Bu
peptitlerin hayvan ¢alismalari ile glivenilirligi kanitlandiktan sonra diger antibiyotiklere
direncli organizmalara karsi umut verici ilag adaylari olabilirler.

Anahtar Kelimeler: Antimikrobiyal peptitler, Peptit antibiyotikler, Katelisidin,
Antimikrobiyal aktivite, Molekiiler modelleme

YILDIZ TEKNiK UNIVERSITESi FEN BiLIMLERi ENSTITUSU
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ABSTRACT

THE DEVELOPMENT OF NEW EFFECTIVE ANTIBIOTICS BY INSPIRING
FROM NATURAL PEPTIDE ANTIBIOTICS

Nihan UNUBOL

Department of Bioengineering

PhD. Thesis

Adviser: Prof. Dr. Adil ALLAHVERDIYEV

Antimicrobial peptides produced by a wide spectrum of organisms from insects to
humans, are natural antibiotics, which may be important alternative therapy agents
for infections caused by organisms resistant to classical antimicrobials. Inspired from
conserved motifs of natural antimicrobial peptides we aimed to design short, easy to
produce peptides, which show antibacterial activity. We have determined the
conserved regions of natural antimicrobial peptides and analyzed their three-
dimensional structure. This revealed that these short peptide regions consisted of
repeating hydrophobic and positively charged amino acids that form alpha-helix
structures and position positively charged amino acids on one side of the helix. We
have designed and obtained peptides similar to these structures and determined their
antibacterial activity on different species of bacteria and studied their relation to
bacterial membranes by molecular dynamics modeling, which helped us to understand
their mechanism of action. Including arginine in peptides as a positively charged amino
acid produced better antibacterial activity compared to lysine. Having positively
charged amino acids at both ends created better activity to E. coli (MIC 2.0 pg/ml)
compared to Staphylococcus aureus (MIC 16.0 pg/ml). Having positively charged
amino-acid only at one end created equal activity to both of these organisms (MIC 4.0
ug/ml). The positioning of arginines on one side of the molecule in a zig-zag form

Xiv



increased the activity prominently compared to positioning on an almost linear axis.
Increasing the number of hydrophobic amino acids from 3 to 6 at one end resulted to
self-binding and eliminated completely the antibacterial activity of the peptide.
Molecular dynamic simulations suggested that asymmetric positioning of hydrophobic
and positively charged amino acids buries the hydrophobic part into the lipid bilayer of
the membranes and positively charged parts fix it to the negatively charged phosphate
groups of phospholipids on both sides of the lipid bilayer. Thus, a single molecule is
able to create hydrophilic channel, which results the leak of water and hydrophilic
molecules. Electron microscopic examination of staphylococci treated with these
peptides revealed that the bacteria split into almost two equal halves from the middle
where active cell wall synthesis occur. Additionally, docking studies revealed that there
was strong binding of the peptides to major peptidoglycan synthesizing zare protein,
transglycosylase, indicating that they may also be inhibiting the cell wall synthesis. All
peptides were susceptible to proteinase K. Development of their synthetic similar
derivatives resistant to proteases, will increase their clinical usefulness. Once their
safety is proven, these peptides may be promising drugs against organisms resistant to
other antibiotics.

Keywords: Antimicrobial peptides, Peptide antibiotics, Cathelicidin, Antimicrobial
activity, Molecullar modelling

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

GUnumuzde artan antibiyotik kullanimi ve mikroorganizmalarin bu ilaglara
gelistirdikleri diren¢ bircok arastirmaciyr daha etkili antimikrobiyal maddelerin
bulunmasi icin c¢esitli calismalara yonlendirmistir. Son donemlerde yapilan arastirmalar
hemen hemen tim canlilarda bulunan ve antimikrobiyal etkiye sahip peptitlerin odak
noktasi haline gelmesini saglamistir. Farkli canlilardan elde edilen antimikrobiyal
peptitler (AMP) bircok mikroorganizma Uzerinde denenmis ve sonuglar olduk¢a umut
verici bulunmustur. AMP’ler boceklerden insanlara kadar genis bir canli kitlesinde
hiicre aracili bagisiklik sisteminin bir parcasi olan korunmus dogal yapida genis
spektrumlu antimikrobiyal 6zellikte maddelerdir[1]. Cogu antimikrobiyal peptid (AMP)

hayvanlarda ve insanlarda notrofillerde ve makrofaj granillerinde depolanir [2].

Antimikrobiyal peptitlerin en o©6nemli ortak 0©zelliklerinden biri, patolojik
mikroorganizmalarin zarlarina penetrasyon yapmak igin gerekli olan amfofilik 6zellige
sahip olmalaridir. Bu 6zellige ek olarak bakteri hiicre zarinda bulunan negatif yukla
gruplar AMP’lerin pozitif yikli amfipatik gruplar ile elektrostatik etkilesime de
girmektedir. AMP’lerin yapisinda bulunan hidrofilik bdlge, peptidin patojen
mikroorganizmaya ait hiicre zar igerisinde dik bir sekilde hizalanmasina yardimci
olmaktadir [3], [4]. Gram negatif bakterilerin dis zarina giren AMP'ler sirasiyla

peptidoglikan tabakasini ve i¢ zari gecerek bakteri hiicresinin sitoplazmasina girebilirler

[5].



Hemen hemen tim AMP'lerin ortak &zellikleri arasinda; imminostimilasyon,
antimikrobiyal aktivite ve endotoksin noétlrlestirme  sayilabilmektedir  [6].
Antimikrobiyal peptitlerin baslica avantajlari olarak, genis spektrumlu hizli etki ve
indiiklenen patojen direncinin disik olmasi sdylenebilmektedir. Bununla birlikte,
ylksek sentez maliyetleri ve proteazlara karsi duyarlilik ise en biylik dezavantajlari
arasindadir. AMP’ler ile ¢alisirken ya da AMP gelistirirken, proteolitik duyarlilik, pH
hassasiyeti, karmasik etki bicimleri, fizyolojik serumda azalmis aktivite ve Uretim

maliyetlerinin ylksek olmasi mutlaka g6z 6niine alinmahdir [6], [10].

Katelisidinler katyonik AMP’lerin lyesi olup amfipatik 6zellikte blylik molekillerdir.
Katelisidinler, filogenetik olarak korunan ve proteazlara karsi diren¢ gostermesini
saglayan bir katelin alanina sahiptir [2]. Amino asit diziliminde ve dolayisiyla yapi ve
biydklik bakimindan farklilik gosteren katelisidinler, ilk 6nce memeli kemik iligi
miyeloid hiicrelerinde ve daha sonra epitel hiicrelerde bulunmuslardir. Katelidisinlerin
turler arasinda farklilik sergilemesini saglayan iki islevsel alana sahiptir. Bunlar, N-
terminal katepsin L inhibitor alani ve C-terminal antimikrobiyal etkinlik gosteren bolge
olarak ikiye ayrilirlar [11], [14]. Katelisidinler, bakteri, mantar ve parazitler gibi negatif
yUkli hiicre zarlarina sahip mikroorganizmalarla elektrostatik olarak etkilesime giren ve
hiicre zarinda zar boyunca uzanan go6zenekleri olusturarak ve dogrudan
mikroorganizmalari o6ldiren, pozitif yukli peptidlerdir. Buna ek olarak, bakteriler
tarafindan olusturulan biyofilm olusumunu inhibe ederler ve antiviral ajanlar gibi
davranirlar [15], [24]. Katelisidinler, hiicre zarini parcalayarak (hasar ve delik agma gibi)

antimikrobiyal etki gostermektedirler.

insan katelisidin LL-37, fizyolojik konsantrasyonlarda saglikli insan hiicre zarlari tizerine
etki yapmamaktadir. Mikroorganizmalarin negatif yikli yag zarlan ile katyonik
peptidlerin etkilesimi, dogrudan baglanma, paralel yapisma, stabilizasyon ve zar
yikinin noétrlestirilmesinden kaynaklandigi diistinilmektedir [25]. insan katelisidin LL-
37, alfa sarmal ailesinin temsili bir Uyesidir ve bakteri zar yapisini lG¢ adimda
bozmaktadir. ilk olarak, katyonik peptid bakteri hiicresinin anyonik yiizeyini kaplar.
Ardindan, amfipatik ozellikteki sarmal yapi kendini zara gémer. Son olarak, zar hali
modelinde gosterildigi gibi zardan gecen katelisidin LL-37 zarda bulunan cift tabakali
yaglara zarar verir ve zarin i¢ ylzeyine paralel olarak baglanir [1]. AMP’ler yliksek
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konsantrasyonlarda miselizasyon olusturarak zarin yapisini bozabilir ya da alternatif

olarak, zarda gézenekler olusturmak icin dikey bir konum alabilir [26], [27].

insanlarda ve farelerde sadece HCAP18 ve Katelisidinle iliskili Antimikrobiyal Protein
(CRAMP) olarak adlandirilan peptitler tretilirken, diger tirlerde bunlardan farkl olarak
birden fazla katelisidin peptiti Gretebilmektedir [28], [29].

Bu calismada, AMP’lerin filogenetik olarak korunan amino asit dizileri ele alinarak,
katelisidin LL-37 benzeri sarmal peptitler tasarlamaya calistik. Ozellikle dogada bulunan
AMP’lere kiyasla daha iyi antimikrobiyal aktivite gosterebilecek yapilari gelistirmeye
calisarak, yaptigimiz calismalar dogrultusunda bakteriyel direng gelisimini engelleyecek

ya da geciktirecek ve tedavinin etkisini hizlandiracak umut verici molekdller tasarladik.

1.2 Tezin Amaci

Bu tez calismasinin amaci, insanlarda bulunan katelisidin LL-37 antimikrobiyal peptitine
benzer yapida, antimikrobiyal aktivitesi daha ylksek, toksisitesi daha disuk, hicre

zarini hedefleyen peptit yapida molekillerin gelistirilmesidir.

Bu amaca ulasmak icin, asagidaki alt amaglari hedefleyen c¢alismalar

gercgeklestirilmistir:

% insanlarda bulunan AMP’lerin amino asit dizileri incelenmis ve ortak bdlgeler

bulunmustur.

+* En iyi antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu bilinen katelisidin LL-37’nin tahmini Gg
boyutlu yapisi protein li¢ boyutlu yapisini 6ngéren program ile belirlenmistir.

+»+ Katelisidin LL-37'nin alfa sarmal yapisina ve amino asit dizilimine benzer peptitler

tasarlanmis ve protein ¢ boyutlu yapisini dngdéren program ile olasi i¢c boyutlu yapilari

incelenmistir.

+ Yapisal bakimdan benzerlik gosteren yedi adet molekil secilmis, molekuler

modellemeleri yapilmis ve hizmet alimi ile sentetik olarak sentezlettirilmistir.

+» Tasarlanan ve TN (kisaltmasi bu calismaya katki saglayan Tanil ve arastirmaci
Nihan’in bas harflerinden uretilmistir) olarak adlandirilan AMP’lerin antimikrobiyal

aktivite deneyleri ve sitotoksisite deneyleri yapilmistir.
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«» TN AMP’lerin bakteri hicresi Uzerine olan etkisi farkli mikroskobik yontemler

kullanilarak incelenmistir.

1.3 Hipotez

+» Daha oOnce vyapilan ¢alismalarda AMP’lerin glinimizde kullanilan birgok

antibiyotikten daha diisik konsantrasyonlarda mikroorganizmalar lizerine etkili olmasi,

+» Bircok canlida AMP’lerin bulunmasi ve amino asit dizilerinde birbirleriyle benzer

korunmus bolgelere sahip olmasi,

*» AMP’lere benzer peptit yapida tasarlanan sentetik tiirevlerin daha iyi antimikrobiyal

etki gdsterme potansiyelinin olmasi,

¢ Molekuler modelleme yéntemleri kullanarak tasarlanan AMP’lerin antimikrobiyal

etkisinin olup olmayacaginin anlasilabiliyor olmasi,

+¢ Diger antibiyotiklerde kullanim sonrasinda olusan bakteriyel dirence AMP’lerde

engel olma ya da geciktirme olasiliginin olmasi,

varsayimlarindan vyola cikarak dogal peptit antibiyotiklere benzer, antimikrobiyal
aktivitesi yuksek, insan hicresine toksisitesi diisik AMP’lerin gelistirilebilecegi hipotezi
kurulmustur. Bu hipotezin gerceklestirilmesi direncli mikroorganizmalarla ortaya c¢ikan
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilabilecek yeni ilaglarin gelistirilmesine olanak

saglayabilir.



BOLUM 2

GENEL BiLGILER

Antimikrobiyal diren¢ (AMD), bakteriler, parazitler, virlsler ve mantarlarin neden
oldugu ve giniimizde siirekli artan enfeksiyonlarin tedavisini tehdit eden énemli bir
sorundur. Antimikrobiyal direng, tiim devlet ve topluluklar arasinda kiresel halk sagligi
icin giderek onemli bir tehdit olusturmaktadir. Direncli enfeksiyonlara sahip hastalar
icin saghk bakiminin maliyeti, hastalik siiresinin ve tedavisinin uzun olmasi, ek testler
ve daha pahali ilaglarin kullanilmasi nedeniyle tedavi icin yiksek maliyet
gerektirmektedir. Gilnimizde hemen hemen her (lkede antibiyotik direnci
bulunmaktadir. ilaglara direngli bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlara sahip
hastalar, ayni bakterilerin direncli olmayan suslari ile enfekte hastalara gére daha koétu

klinik sonug ve 6lim riski altindadirlar ve daha fazla saglik bakim kaynagi tiiketirler.

Gunlmuzde bircok insanda oldukgca sik gorilen enfeksiyonlardan biri, idrar yolu
enfeksiyonlaridir. Bu enfeksiyona genellikle gram negatif bir bakteri olan E. coli
bakterisi sebep olmaktadir. Tedavisi icin en yaygin kullanilan ilaglardan olan
fluorokinolon antibiyotiklere, E. coli suslarinda direng ¢ok yaygindir ve diinyanin pek
¢ok yerinde hastalarin yarisindan ¢ogunda tedavi i¢in kullanilan bu ilacin etkisiz oldugu
bilinmektedir. Bir diger sikinti toplumda ciddi enfeksiyonlarin ortak bir nedeni olan
Staphylococcus aureus'un neden oldugu enfeksiyonlari tedavi etmek icin birinci
basamak ilaclara karsi direnci oldukca vyaygindir. MRSA (metisiline direncli
Staphylococcus aureus) ile enfekte kisiler, metisiline direncli olmayan tirle enfekte

kisilere gore %64 oraninda ciddi hayati tehlike tasimaktadirlar.



Mikroorganizmalar (bakteri, mantar, virls ve parazitler gibi) uzun sire antimikrobiyal
ilaglara maruz kaldiklarinda antimikrobiyallere (antibiyotikler, antifungallar, antiviral
ilaglar, antimalaryal ilaglar ve antihelmintikler) antimikrobiyallere karsi direng
gelistiriler. Sonug olarak, ilaglar etkisiz hale gelir ve viicutta enfeksiyonlar devam eder
ve baskalarina bulasma riski artar. Antimikrobiyallere direncli mikroorganizmalar
insanlar, hayvanlar, gida ve c¢evre (su, toprak ve hava) icinde de yaygin olarak
bulunurlar, insanlarla hayvanlar arasinda ve kisiden kisiye gegebilirler. Bununla birlikte
zayif enfeksiyon kontrolli, yetersiz saghk kosullari ve wuygunsuz gida isleme,

antimikrobiyal direncin yayilmasini arttiran etkenlerdir.

Antimikrobiyal diren¢ dogal olarak genetik degisikliklerle birlikte zamanla olusur.
Bununla birlikte, antimikrobiyallerin yanhs kullanimi ve asiri kullanimi da bu degisimi
hizlandirmaktadir. Bir¢ok durumda, antibiyotiklerin insanlara ve hayvanlara asiri
kullandiriimasi, antibiyotiklerin kotl kullanilmasi ve genellikle profesyonel gozetimi
altinda verilmemesi antibiyotiklere karsi diren¢ olusmasini etkileyen énemli unsurlar
arasinda yer almaktadir. Kétliye kullanim 6rnekleri arasinda, soguk alginligi ve grip gibi
viral enfeksiyonlara sahip insanlar tarafindan antibiyotiklerin alinmasi bulunmaktadir.
Bu gibi kullanimlar sonucunda yeni diren¢ mekanizmalari ortaya c¢ikmakta ve
yayginlasmaktadir. Bu durum antibiyotiklerin bulasici hastaliklari tedavi etme
yetenegini tehdit ederek uzun sireli hastaliklarin, sakatlik ve 6limle sonuglanmasina

neden olmaktadir.

Enfeksiyonlarin Onlenmesi ve tedavisi icin etkili antimikrobiyallere karsi direng
sonucunda, organ transplantasyonu, kanser kemoterapisi, diyabetli hasta bakimi ve
blylik cerrahi midahaleler (6rnegin, sezaryen veya kalga ekleminin degistirilmesi) gibi
tibbi uygulamalar kisiler igin ¢ok yiksek bir risk olusturmaktadir. Antimikrobiyal direng,
hastanelerde daha uzun konaklamalar ve yogun bakim gereksinimi ile saglik bakim
masraflarini arttirmaktadir. Tim bunlar degerlendirildiginde antimikrobiyal direng,

diinya kalkinma hedeflerinin kazanimlarini ve stirdirilebilirligini riske atmaktadir.

Antimikrobiyal direng, toplumun tamamini etkileyen ve birbiriyle baglantil pek cok
faktor tarafindan yonlendirilen karmasik bir sorundur. Antimikrobiyal direncin ortaya

¢ikmasini ve yayilmasini en aza indirgemek icin koordineli eylemler gereklidir. Tim



Ulkelerin AMD ile ilgili ulusal planlar yapmasi, 6zellikle bu planlar arasinda yeni
antimikrobiyal ilaglar ve asilarin gelistirilmesi icin arastirmacilara ve firmalara projeler

icin daha fazla tesvik ve yatirim yapilmasi gerekmektedir [2].

2.1 Antibiyotiklerin Etki ve Direng Mekanizmasi

Antibiyotikleri de iceren antimikrobiyaller, enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan
ilaglardir ~ [3]. Antibiyotik terimi teknik olarak 6zel mikroorganizmalarin
fermantasyonunun dogal Urlinleri icin kullanilir. Fermantasyon sirasinda organizmalar
antibiyotik Uretir, bu bir ilag olarak kullaniimak tizere saflastirilabilir. Antimikrobiyaller
sadece antibiyotik degil ayni zamanda sentetik olarak olusan bilesikleri de icerir [4].
Antibiyotikler, tibbi bakim hizmetlerinde yaygin ve tedavi edilemeyen hastaliklarda
morbidite ve mortaliteyi azaltmada 6nemli bir role sahiptir. Antibiyotikler sayesinde
sepsis ile sonucglanabilecek ameliyat ve diger tibbi midahaleler daha givenlir olarak
yapilabilmektedir [3], [5]. Bununla birlikte, klinik bakimdan o6nemli bazi bakteri
turlerinde gelisen ve yayginlasan direng mekanizmalari antibiyotiklerin etkinligini

sinirlamakta ve ciddi bir halk saghgi sorunu yaratmaktadir[3].

2.1.1 Antibiyotikler ve Segici Toksisite

Antibiyotikler, prokaryotik hiicreler olarak da bilinen bakteri hiicrelerine karsi etkilidir.
Bakteri hiicreleri yapisal olarak daha basittir ve insan 6karyotik hiicrelerinden ¢ok daha
kiicuktir [6], [7]. Antibiyotiklerin kullanilmasi prokaryotik ve o©karyotik hiicreler
arasindaki hicre yapisindaki farkhliklari ortaya ¢ikarmaktadir [5]; bu, segici toksisite
olarak bilinir [8]. Secicilik, ilacin, konak hiicrelerini ciddi bir sekilde etkilemeden

bakterilerdeki temel biyokimyasal olaylari engelleme prensibine dayanmaktadir [9].

Bakteri hicrelerinin blylk cogunlugu hiicre zari ve bunu cevreleyen ve koruyan bir
hiicre duvarina sahiptir [7]. Hlicre duvarini olusturan peptidoglikan, bircok bakteri
hiicresinin duvarlarinin temel bilesenlerinden biridir, hiicreye yapi ve dayaniklilik
saglar. Gram pozitif bakteriler, Gram negatif bakterilerden daha fazla peptidoglikan
iceren hiicre duvarlarina sahiptir [8]. Gram-negatif bakterilerin ise gram pozitif
bakterilerden farkh olarak yag tabakadan olusan dis zarlari vardir, bu zar birgok
antibiyotigin bakteri hlicresinin igine girisini zorlastirir [5], [9].
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Bakterisidal ya da bakteriostatik etki; Bakteriyel kiltirler ya oksijen varliginda veya
yoklugunda ortaya cikabilir (bakterisidal, antibiyotiklerin bakterileri dogrudan
oldirmeye yonelik etkisi; bakteriyostatik, bakterilerin Gremesini yavaslatmaya yonelik
etkisi) [5]. Bu farkliliklar tepki agisindan genellikle anlamh degildir [8]. Bununla birlikte,
bakterisidal veya bakteriostatik ajanlarin secilmesinde 6nemli olan, tedavi sirasinda

farkl bir enfeksiyonun olusma riskininde géz 6niinde bulundurulmasidir [10].

Antibakteriyal spektrum; Antibiyotikler referans araliklarina gore genellikle 'genis
spektrumlu' ve 'dar spektrumlu' antibiyotikler seklinde siniflandirilirlar. Spektrum ne
kadar genis olursa, antibiyotigin etki gosterdigi bakteri tiiri sayisi daha fazla olur.
Genel olarak, genis spektrumlu antibiyotikler, hem Gram pozitif hem de Gram negatif

organizmalara etkilidirler [8].

Bakteride cok cesitli etkilere sahip temel antibiyotik siniflari vardir. Antibakteriyel
ilaglar ve bu ilaclar tarafindan kullanilan dort temel etki mekanizmasi ve bakterideki
hedef bolgeler Cizelge 2. 1’ de Ozetlenmistir [11]. Bunlarin tamami segici toksisite

kavramina dayanmaktadir ve inhibisyon igerirler.

Gizelge 2. 1 Temel antibiyotik siniflari ve bakteri hiicresindeki hedefleri [11].

Ornek Antibiyotikler Hedef

Hiicre Duvari
-Beta-laktamlar (penisilin, karbapenem) | Transpeptidazlar

-Glikopeptitler (vankomisin) Peptidoglikan ve Yag II'deki D-ala-D-ala

terminal dipeptidi

Protein Sentezi

-Makrolidler (eritromisin) Ribozomal peptidil transferaz
-Tetrasiklinler (tetrasiklin) 30S alt Gnite
-Aminoglikozidler (gentamisin, | 30S alt tnite

amikasin)




Gizelge 2. 1 Temel antibiyotik siniflari ve bakteri hiicresindeki hedefleri [11]

(devami)

-Oksazolidinonlar (linezolid) Baslangi¢ kompleksi olusumu
Niikleik asit Replikasyonu/Tamiri

-Kinolonlar, florokinolonlar DNA giraz

-Rifampin RNA polimeraz
Diger

-Peptit antibiyotikler (polimiksin) Hiicre zar

-Lipoglikopeptit (daptomisin) Hicre zan

-Sulfonamidler Folik asit sentezi

-Trimetoprim Folik asit sentezi

2.1.1.1 Bakteri Hiicre Duvar Sentezi inhibisyonu

Prokaryotik hicrelerin aksine, insan hicreleri hiicre duvari icermezler. Tedavi insan
hicresini hedeflemediginden, bu sebeple bakteri hiicre duvari antibiyotik tedavisi icin

ideal bir hedef olusturur [8].

Penisilinler ve sefalosporinler (beta-laktam antibiyotik) peptidoglikan sentezini inhibe
eden antibiyotik Ornekleridir. Bu antibiyotikler bakteri hiicresine girer ve penisilin
baglayici proteinler olarak bilinen enzimlere baglanir. Sonugta sisen ve patlayan zayif
veya deforme bir hiicre duvari olusur [12]. Bu sekilde hiicreleri yok eden ilaglar,

bakterisidal bir etkiye sahiptir [13].

2.1.1.2 Bakteri DNA Sentez inhibisyonu

DNA replikasyonu ve hiicre bolinmesi, yeni bakteri hiicrelerinin tretimi icin gereklidir
ve bazi antibiyotikler, DNA sentezini inhibe ederek calisirlar. Bu antibiyotikler genelde
bakterisidal etki gosterirler. Kinolonlar (6rnegin siprofloksasin) bu etki mekanizmasina
sahip ilaglardir. Tim canli hiicrelerde oldugu gibi insan hiicreleride DNA sentezlemeye

gereksinim duymaktadir. Bu nedenle DNA sentezini inhibe eden ilaglarin secici toksisite
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gostermesi gerekmektedir [8]. Kinolonlar bakterilerde DNA replikasyonu igin gerekli
olan DNA giraz ve topoizomeraz IV'ln etkisini inhibe ederek etki ederler. Bu enzimlere

afinitesi insan topoizomerazlarina kiyasla ¢ok daha yuksektir [12].

2.1.1.3 Bakteri Protein Sentez inhibisyonu

Bilindigi gibi hem insan hem de bakteri hiicrelerinde protein sentezi ribozomda
gerceklesir [5]. Bakteriyel ribozomlar insanlarda bulunan ribozomlara goére daha
kiiciktir her nekadar islevleri ayni olsa da yapilarinda farkliliklar vardir. Protein
sentezini inhibe eden antibiyotikler bakteriyel ribozomlara insan ribozomlarindan ¢ok
daha buylk bir afinite gosterirler. Bu da protein sentezini inhibe eden antibiyotikler
icin secicilik yaratir [9]. Protein sentezini inhibe eden antibiyotikler, aminoglikozitleri,

tetrasiklinleri ve makrolidleri icerir [8].

Aminoglikozitler (gentamisin gibi) bakterisidal olup, mesajci RNA Uzerinde kodun yanhs
okunmasina neden olur. Bu da, proteinlerin islevinin bozulmasina yol agar.
Tetrasiklinler (tetrasiklin gibi), amino asitleri tasiyan, tasiyict RNA olarak bilinen
molekiliin ribozoma baglanmasini bloke ederek protein sentezini engeller. Makrolidler
(eritromisin gibi) ribozomal alt birimlerin birine baglanir ve ribozomlarin islev gérmesini

engelleyerek etki ederler [14].

2.1.1.4 Folat sentez inhibisyonu

Folat, DNA sentezi icin cok 6nemlidir [8]. Besinlerden folat elde eden memelilerin
aksine, bakteriler folati kendileri Gretir. Folat sentezini inhibe eden o6nemli
antibiyotikler silfonamidleri (sllfadiazin gibi) icerir [5], [8]. Sulfonamidler

bakteriostatik etki géstermektedirler [14].

2.1.2 Antibiyotik Direnci

Bakteriler, antibiyotiklere diren¢ kazanma ve gelistirme 6zelliklerine sahiptir. Bazilar
antibiyotiklere dogal olarak direnclidir, duyarli olanlar ise mutasyon yoluyla direng
gelistirebilir ya da farkli suslardan diren¢ kodlayan genetik madde alarak direng
gelistirirler [14]. Bakteriler, yeni bir antibiyotikle ilk kez karsilastiginda genelde biytk
bir cogunlugu antibiyotige duyarlidir ve milyarlarca hiicreden sadece birkagi canh
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kalabilir. Canli kalanlarin direnci rasgele mutasyonlardan kaynaklanir. Bu genetik
degisiklik bakteriler arasinda hem yayilabilir hem de gelecek nesillere aktarilabilir.
Bakteriler ¢ok hizli ¢ogaldiklarindan bakteri toplulugunun antibiyotige direngli hale
gelmesi de kisa siirer [7]. ilaca karsi direng plazmitler veya DNA'nin kiiciik parcalari
tarafindan da tasinabilir. Bakterilerin birkag farkh siniftaki antibiyotige dayanikli olmasi
potansiyel ¢oklu ilag direncinin gelismesi ve yayillmasi icin endise kaynagi
olusturmaktadir. Gram pozitif bir bakteri olan MRSA ve gram negatif bir bir bakteri olan

ve vankomisine direncli E. coli bakterileri buna birer 6rnektir [14].

2.1.2.1 Antibiyotik diren¢ mekanizmasi

Bakterilerin antibiyotiklere karsi direng gelistirebilecekleri baslica mekanizmalar

sunlardir:

e Antibiyotik bakteri tarafindan bir enzimin Uretilmesi ile yok edilebilir veya inaktive
edilebilir. Bu direng mekanizmasi 0zellikle penisilinleri ve sefalosporiler igin

gecerlidir [7].

e Antibiyotiklerin taniyip baglanabildigi hedef molekiiller mutasyonla degisiklige
ugratilabilir, boylece antibiyotik hedef bdlgeyi taniyamadigl icin aktivite
gdsteremez. Ornegin, beta-laktam antibiyotikleri icin reseptdr bélge olan penisilin
baglayici proteinlerin degismesi veya yoklugu ila¢ direncine neden olabilmektedir

(5], [10].

e Bakteriyel hiicre duvari modifiye edilerek antibiyotigin hedef bélgeye baglanmasi
engellenebilir, bu da ilacin antimikrobiyal etkisini &nler. Ornegin, bazi enterokoklar

bu sekilde vankomisine direng gelistirmistir [5].

e Hiicrenin duvarindaki proteinlerin antibiyotigi disari pompalamasi sonucunda
antibiyotik, yeterli hiicre i¢i konsantrasyona ulasamaz ve antimikrobiyal etkinlik
gosteremez. Kinolonlara karsi direncin bir kisminin disari pompalama ile baglantili

oldugu bildirilmistir [5].
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2.2 Antimikrobiyal Peptidler

Bakterilerden insanlara kadar dogada bulunan tim canlilarda, mikrorganizmalarin
kendi ortamlarinda cogalmasini engellemek veya zararl aktivitelerini inhibe etmek icin,
dogal bagisiklik sisteminde rol oynayan ve antimikrobiyal aktiviteye sahip peptitler
bulunmaktadir [15]. ilging olan antimikrobiyal peptitlerin yapisal acidan basit, fakat

islevsel agidan oldukga karmasik molekdiller olmalaridir [16].

Antimikrobiyal peptitlerin ¢ogunlugu net bir katyonik ylke sahiptir. Katyonik peptitler
genellikle yapilarina baglh olarak dort gruba ayrilir; 1. grup, peptit zincirinin B-tabakal
yapilar icermesi ile karakterize edilir, 2. grup, uygun ortamda amfipatik alfa-sarmal
olusturabilen uzantili yapilar igerir, 3. grup uzamis peptit zincirleri igerir ve 4. grup ise

halkasal yapinin tek bir distlfit bagi [17] olusturmasiyla meydana gelir.

Antimikrobiyal peptitlerdeki bu yapisal gesitlilik igin dort olasi neden 6ne strtlmugstar:
(a) peptitlerin, bulunduklari tiirlerin karsilasabilecegi tim patojenleri kapsayan bir
antimikrobiyal spektruma sahip olmamalari; (b) farkli yapidaki peptitlerin, patojen
mikroorganizmalari 6nlemek veya oldiirmek icin birbirleri ile sinerji olusturma olasiligi;
(c) antimikrobiyal olmayan fonksiyonlarin bir peptitten diger peptite degisiklik
gosteriyor olmasi (memelilerde gosterilen kemotaktik ve proinflamatuvar aktiviteler
gibi birbirlerinin tamamlayicisi olabilirler); (d) Metazoanlarda bulunan farkli dokular,
belirli bir tiire sahip olan toplam birikimin bir alt kiimesini ifade etme egilimindedir;
bunun da dokunun patojen istilasina duyarliligi veya peptitlerin antimikrobiyal olmayan
islevleri igin  dokular arasindaki farklhh  gereksinimlere bagl olmasindan

kaynaklanabilirligidir [18].

Gecmisten ginliimize kadar incelenen tim organizmalarda antimikrobiyal peptitler,
genomdaki proteine donlisen bdlge tarafindan kodlanan daha uzun o6nciil peptit
dizilerinden olusmustur. Onciil diziler, aktif peptit yapisini olusturmak {zere N-
terminal bolgeden proteolitik olarak ayrilmaktadirlar. Biyolojik sistemlerin ¢ogunda,
oncil peptit N-terminal bolge 6ncesinde bir sinyal dizisine sahiptir. Sinyal dizisi, hem
hiicre zarini hedeflemeyi saglar hem de antimikrobiyal peptiti olusturmak icin
postranslasyonel modifikasyonlardan sorumludur. Memelilerde, antimikrobiyal

peptitler lokalize kromozomal bolgelerde homolog gen aileleri olarak ortaya ¢ikan
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genler tarafindan ifade edilirler [19]. AMP'lerin evrenselligi, oldukca fazla
organizmalarda tanimlanmasi ve glinimize kadar korunmus olmasi ile
kanitlanmaktadir. Antimikrobiyal Peptit Veritabani'na (APD) gore 2,300'den fazla peptit
izole edilmis ve karakterize edilmistir [20]. Nisan 2014 itibariyle, bakterilerden (yani
bakteriyosinler) 6’si, mantardan 12'si, bitkilerden 306'si ve hayvanlardan gelen 1.801
tane konak savunma peptitinden 233 tanesi AMP’tir. AMP'ler, genler tarafindan
kodlanir, isgalci patojenlere karsi hlicreyi savunmak igin Uretilirler. AMP'lerin gogu
katyonik 6zelliktedir, bu durum, negatif ylkli bakteri ylizeyini hedeflemek icin olduk¢a

idealdir [21].

Ayrica antimikrobiyal peptitler, canlilarda bazi 6zel bolgelerde daha yiiksek derisimde
bulunurular. Ornegin bazi amfibilerin epitel tabakalarinda, antimikrobiyal peptitlerin
bolgesel sentezi ve salinmasi igin 6zel yapilar vardir. Amfibi derisindeki bu yapilar
granller bezler olarak adlandirilir ve hem dissal hem de sistemik uyaranlara yanit
verirler. Ozellikle derinin yaralanmasi gibi durumlarda, o bélgeye yakin yerdeki salg
bezleri, icerdikleri bagisikhk sistemi hiicrelerinden antimikrobiyal peptitler salgilanir.
Graniler bezlere benzer yapilar amfibilerin sindirim kanallarinda da gorilmektedir.
Epitel hicreleri, peptitlerini hicre disi luminal bosluga gonderirken, fagositik hicreler
patojenlere karsi savasir ve antimikrobiyal maddeleri iceren graniilleri fago-lizozoma

ulastirirlar [22].

2.2.1 Antimikrobiyal Peptitlerin Etkisi

Peptitlerin patojenlere zarar verme mekanizmalari hala kesin olarak bilinmemektedir.
Antimikrobiyal peptitler genellikle katyoniktir ve amfipatik a-sarmal yapilari sayesinde
hiicre zarinin ¢ift yag tabakasina etki ederler. Bununla birlikte, antimikrobiyal etki icin
peptitin amfipatik 6zellikte ve a-sarmal yapida olmasi sart degildir. Cok sayida glgli
antimikrobiyal etkiye sahip B-tabakali peptitler de bulunmaktadir. Yapisal olarak
benzer olan bazi peptitlerin yapay ve biyolojik zarlar lzerine etkisi ¢alisiimis ve
bakterileri 6ldirmek i¢cin minimal inhibitér konsantrasyonu ile zar depolarizasyonu

arasinda bir ilinti bulunmadigi belirtilmistir [23].

Genel olarak, AMP'ler icin iki fiziksel 6zellik bulunur: Katyonik bir ylk ve hidrofobik bir

kissm. Bu durum negatif yikli mikrobiyal zarlar icin seciciligi arttirirken, yag acil
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zincirleri ile etkilesimleri de kolaylastirir [24]. Katyonik antimikrobiyal peptitlerin yani
sira, dermisidin gibi anyonik yapida AMP’lerde vardir [25]. AMP’ler genelde bakteriyel
sitoplazmik zarin bitlnliglni bircok yonden bozarak antimikrobiyal etki gosterirler
(Sekil 2. 1); bunlar, DNA ve protein sentezi, protein katlanmasi, enzimatik aktivite ve
hiicre duvari sentezi gibi hicresel islevleri hedefleyen diger antimikrobiyal
mekanizmalar ile karakterize edilmistir [24] [26]. AMP'ler tarafindan kullanilan etki
mekanizmalarinin kapsamli bir listesi Cizelge 2. 2'de sunulmaktadir. Bu mekanizmlar
disinda AMP'lerin katyonik 6zelligi, dis zar yaglari, nikleik asitler ve fosforile proteinler
gibi diger biyomolekillerde ki negatif yikll parcalar ile olan etkilesimleri de tetikledigi

duslinilmektedir [27].

Cizelge 2. 2 AMP’lerin tanimlanan farkli etki sekilleri

ANA HEDEF OZELLESMIi$ HEDEF ve ETKIi ORNEK PEPTITLER
Dis Proteinler Otolizin aktivasyonu Pep5, Nisin
Fosfolipaz A2 aktivasyonu Magainin 2, indolisidin
Dis Yiizey Yagleri LPS gecirgenliginde artis (Gram Sesropin P1
negatif)
Yag Il (peptidoglikan onciill) Defensin, Nisin ve Diger

Lantibiyotikler

Dis Zar Proteinleri Dis zar proteini | (Opri) SMAP-29, CAP-18
(Gram-Negatif)

LPS ekli protein D inhibisyonu Protegrin |

Peptidomimetik Analog

Dis zar protein F (OmpF) HP(2-20) analog
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Cizelge 2. 2 AMP’lerin tanimlanan farkli etki sekilleri (devami)

i¢ Zar Fici model deligi Alametisin
Deterjan miselizasyonu Dermaseptin, sesropin
Cembersel delik Magainin 2, melittin
protegrin |
Diizensiz gembersel delik Magainin Analog,
melittin
Zar incelmesini saglayan model PGLa, LL-37
Ykl yag molekilli gruplasmasi Magainin Analoglari,
Arg’den Zengin
Proteinler
Cift tabakal olmayan gegis Gramisidin S
Okside olacak yag hedefi Temporin L, indolisidin
Anyon taslyici indolisidin
Hiicre zarini eritmeyen Sigir laktoferrisin ve
depolarizasyon Daptomisin
Elektroporasyon NK-lizin
integral Zar Proton translokasyonuyla iliskili Klavanin A
Proteinleri protein
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Cizelge 2. 2 AMP’lerin tanimlanan farkli etki sekilleri (devami)

Nukleik Asitler DNA (Genel) Buforin 2, takiplesin,
indolisidin
DNA (Kovalent Etkilesimler) indolisidin
Yapisi bozulmus DNA WRWYCR
RNA (Genel) Buforin 2

intraseller DnaK inhibasyonu Pirrhosorisin, drososin,
Proteinler apidaesin
20S proteazom, SH-3 Bulunduran PR-39

Proteinler
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Sekil 2. 1 Antimikrobiyal peptit (AMP) adsorpsiyonundan sonra bakteri sitoplazmik
zarinda meydana gelen olaylar.

2.2.2 Antimikrobiyal Peptitlerin Modifikasyonu

Modifikasyon, peptit yapisini olusturan amino asitler lizerinde ortaya cikan kimyasal

degisiklikleri tanimlamak icin kullanilmaktadir.

Okaryotik hiicre peptitlerinin primer amino asit dizisinde biyiik 6lcide disiilfit
baglarindan olusan basit modifikasyonlarin oldugu bilinmektedir. Memeli
defensinlerinin a ve B-gruplarina siniflandirmasini sistein baglarindaki modifikasyonlar

belirler [28].

Eklembacaklilarda modifikasyon disiilfit baglarindan olusan antimikrobiyal peptitleri
dort sinifa ayirir: C terminal yaninda (a) bir distlfit koprisia bulunan (b) iki disdlfit
koprisia bulunan (akrepten elde edilen bir peptit olan androctonin); (c) lg¢ disulfit
koprisi bulunan (bocek defensinleri); (d) dort disilfit kdprisi bulunan antimikrobaiyal

peptitler (Drosophila peptiti olan drosomisin) [29].
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Amfibilerde, bir distlfit kdprisiine sahip olan tek gesit antimikrobiyal peptit bulunur.
Bazi dogrusal yapidaki amfibik peptitler, postranslasyonal modifikasyon {irlini olan D-

amino asitlere sahiptirler [22].

Prokaryotlarda ise antimikrobiyal peptitlerin bazi siniflarinda ¢cok daha genis kapsaml
modifikasyonlar oldugu belirtilmektedir. Bakterilerde bulunan antimikrobiyal
peptitlerden sinif | bakteriyosinler, sadece intramolekiler tiyoeter baglari degil, ayni
zamanda proteinlerde bulunmayan bir dizi modifiye amino asitte icermektedirler [30].
Sinif 1l bakteriyosinler ise modifiye amino asitler yerine disulfit koprileri (6rnegin

pediosin grubu) icermektedirler [31].

Antimikrobiyal peptitlerin gogunda oncul peptit yapisi, zar sistemini hedefleyen N-

terminal lider dizisi ile sentezlenmektedir [16].

2.2.3 Hiicrelerin Antimikrobiyal Peptitlerin Etkisinden Kendisini Korumasi

Antimikrobiyal peptit Greten 6karyotik hiicrelerin hiicre zarlari, bakteri hlicre zarindan
farkli yag bilesimine sahip oldugundan hiicre zarini hedef alan antimikrobiyal
peptitlerden bu farkhlik sayesinde korunmus olur. Bakteri hiicre zarlarinin dis tarafinda
anyonik gruplar bulunurken o6karyotik hiicre zarinda ise anyonik gruplar sitoplazma
tarafinda bulunur. AMP’lerin, katyonik yapilari sayesinde, duyarli mikrobiyal hiicre
zarinin anyonik ylzine pozitif yikli amino asitlerin tutunmasi yoluyla etkinlik

gosterdikleri bilinmektedir.

Peptitlerin 6karyotik hiicre zarini hedef alamamasindaki bir diger neden ise peptitin
islenmemis oncll formunun, proteolitik olarak kaldirilana kadar, peptitin katyonik
gruplarinin  kapatilmis olmasidir. Peptitlerin, inaktif o6ncil formlarda nétrofil
granillerinde depolanmasinin da korunma igin ek bir mekanizma oldugu

distnilmektedir [15] [18] [19].

Antimikrobiyal peptit lireten bakteriler kendi peptitlerine direncli sitoplazmik zarlara
sahip olduklarindan, okaryotlardaki gibi korunma mekanizmalarina gereksinimleri
yoktur [30] [31]. Bakterilerdeki bu mekanizma, tamamen farkli islev géren bir ya da iki
bilesene sahiptir. Bunlardan birincisi, peptitin normal zar yapisini ve iilevini bozma

yetenegine miidahale ederek islev gordiigl diistintlen fakat mekanizmasi tam olarak
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kesin olmasa da bir yag modifikasyonu ile hiicre zarina baglanarak peptitin etkisini
inhibe eden bir bagisiklik proteinidir. ikinci bagisikhk bileseni ise disa dogru
yonlendirilmis bir ABC tasiyici sistemidir ve ortamdan baglanma sonrasinda sitoplazmik
zardan peptiti hizli bir sekilde disariya gikarir ve bdylece peptitin zar iginde birikmesini

Onlemis olur [16].

2.2.4 Antimikrobiyal Peptitlerin Tip ve Halk Saghgi i¢in Onemi

Peptit antibiyotikler ile mikrobiyal kokenli hastaliklara karsi tedavi gelistirmek igin, tek
tek antimikrobiyal peptitlerin bagisiklik sisteminde ki islevleri hakkinda bilgi elde etmek
oldukg¢a 6nemlidir. Bunu yapmak igcin, hem akut hem de kronik inflamatuvar siireglerde
bu molekillerin islevleri hakkinda daha fazla bilgi edinmek gerekmektedir. Zor da olsa
tedavi olasiliklarindan biri, bagisikhk sisteminde bulunan peptitleri veya peptit
gruplarinin salinimini uyaracak ilaclari gelistirmek olabilir [19]. Genel bir problem olan
antibiyotik direnciyle bas etmeye yonelik yaklasimlar sonucunda elde edilen bilgiler,
yeni antimikrobiyal peptitlerin antibiyotik olarak kullanima sokulmasinin 6nemli
oldugunu gostermektedir [32]. Bununla birlikte arastirmacilar, bazi peptitlere karsi
bakteri direncinin kronik enfeksiyonlu hastalarda (6rnegin, kistik fibroz) ortaya
cikabilecegi konusunda da uyarida bulunmaktadirlar. Antimikrobiyal peptitler, omurgali
ve omurgasiz tirlerdeki bagisik yanitin dogal kolunun biylk bir bolimini olustururlar.
insanlarda, bu peptitler, antimikrobiyal proteinler, kompleman yolaklari ve hidrojen
peroksit gibi kiicik bakterisidal molekiller ile birlikte patojenlere karsi ilk savunma

hattini olusturmaktadir [16].

Arastirmalar sonucunda lokalize enfeksiyonlarin tedavisinde deri ve mukoza ylizeyinde
AMP’lerin kullanilmasi olasi bir baslangi¢ olarak gorilmektedir. Genomik ¢alismalarin,
ozellikle enfeksiyona karsi kronik duyarliigin gorildigl antimikrobiyal peptitlerin
islevsel diizeylerini belirleme yetenegini artirabilecegi disiiniilmektedir. ilgili genlerin
incelenmesi ile peptit liretme yeteneginin kaybedildigi degisiklikler belirlenebilir ve bu
genler disaridan saglanabilir. Ozellikle vektdr kaynakli hastaliklar, gelismekte olan
tlkelerin gecmisten giinimize dnemli bir saghk sorunu olmustur. Ozellikle ekonomik

acidan gelismis toplumlarda insan ve hayvan saghgl icin dnemli bir tehdit olarak

19



tanimlanan vektor kaynakli hastaliklarin tedavisi icin de AMP’ler umut vermektedir [22]

[16].

2.3 Canhilarda Bulunan Peptit Antibiyotiklerin Gruplandirilmasi

Dogada bulunduklari canlilar ele alindiginda peptit antibiyotikler, bdcek peptit
antibiyotikleri, amfibi peptit antibiyotikleri, bitki peptit antibiyotikleri, memeli peptit
antibiyotikleri ve bakteri peptit antibiyotikleri olmak {zere bes grup altinda

toplanmaktadir.

2.3.1 Bakterilerde Bulunan Peptit Antibiyotikler

Bakteriler tarafindan uretilen AMP’ler pozitif yiike sahip amfipatik molekillerdir [33].
Bu ozellik diger AMP’ler gibi bakteri AMP’lerinin negatif ylkli fosfolipidlere baglanip
zarda delikler olusturarak sitoplazmaya ge¢cmelerini saglar ve bu da hiicre 6limiine yol
acar. Cok hicreli organizmalarda Uretilen AMP'ler genis bir spektruma sahiptir, fakat
bakterilerde lretilen AMP’ler Uretim yapan bakteri grubuna degil bu grup disindaki
bakterilere etkilidir. Bu secici toksisite, bakteri AMP’lerinin bulasici hastaliklarin
tedavisinde, Ozellikle de antibiyotiklere karsi direngli bakterilerle olusan
enfeksiyonlarin tedavisinde bir secenek olabilecegi konusunda umut vermektedir [34]
[35]. Bakteriler tarafindan uretilen AMP’ler “bakteriyosin’ olarak adlandiriimaktadir.
Bakteriyosinlerin 177 farkli diziye sahip tlrd bulunmaktadir. Bunlar Gram pozitif
bakteriler, laktik asit bakterileri, Gram negatif bakteriler ve halofil arkeler tarafindan
uretilmektedirler. Ozellikle laktik asit bakterileri tarafindan iretilen AMP’lerin gida
drdnlerinin raf 6mrind uzatmada katki saglayan fermente gidalarin ana kaynagini

olusturdugu bilinmektedir [36].

Bakteriyosinler iki ana gruba ayrilir; Sinif I, post-translasyonel degisiklikleri sunan kiguk
molekillerden (5 kDa'dan az) olusur; Sinif Il, modifiye edilmemis amino asitli
peptitlerden olusur [33]. Molekillerin yapisal farkhliklari AMP sayisini, aktif etki
gosteren antimikrobiyal maddeyi ve hatta duyarl bakterilere karsi spektrumu
belirlerler. Bakteri AMP’leri genler tarafindan kodlanir ve posttranslasyonal

modifikasyonlar tamamlandiktan sonra AMP olarak salinirlar. Cogu protein
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hidrofobiktir, bu nedenle bakteriyosin sentezinin zara bagh oldugunu ileri

sirulmektedir [37].

Bakteriyosinler son derece glicli bakterisidal etkenlerdir. Bakteriyosin direnci
antibiyotik direncinden bagimsizdir ve simdiye kadar ¢apraz direng kaydedilmemistir.
Yapilan bircok arastirmada da bakteriyosinlerin sadece gézenek olusturarak degil ayni
zamanda hiicrede bulunan reseptorler ile etkilesebildigi de gozlemlenmistir. Bakteri
AMP’lerinin katyonik Ozelliklerine dayanarak gézenek olusumu, peptit ile negatif yikla
bakteri ylzeyi arasindaki elektrostatik etkilesimlerle baslar [36]. Zarda gbzenek
olusumu, C-terminaldeki hidrofobik alaninin sitoplazmik zar igine sokulmasiyla elde
edilir [38]. Zar gecirgenliginin degismesi, toplam veya kismi bir dagilima yol acar, bu da
enerji tikenmesine ve hiicre 6limiine neden olur. Bazi bakteriyosinler ise zarda
gozenek olusturmak yerine hiicre duvar biyosentezini inhibe ederek antimikrobiyal

aktivite gosterirler [39].

Bakteriyosin direnci, 6zgil olmayan ve 6zglil mekanizmalarla gerceklesmektedir. Bu
mekanizmalarin olusumunda antimikrobiyallerin hicre zariyla etkilesimi ve hicre
zarinin Ozellikleri oldukga etkilidir. Bakterilerin, bakteriyosinlere karsi diren¢ kazanmak
icin gelistirdikleri stratejilerden biri, hiicre zarinin negatif ytkini azaltmak icin D-
alaninlerin bir kismini teikoik asite ¢evirmek seklinde olur. Bu sekilde elektrostatik
etkilesimler zayiflar ve pozitif yiukli bakteriyosinlerin hiicre zarina olan ilgisi azalir daha
az etki eder [36]. Hicre zarindaki bu degisiklikler bakteriyosinin neden oldugu stres ve
ilgili genlerin ekspresyonu ile koordine edilir [40]. in vitro ortamlarda bakteriyosinler,
dislik toksisiteye sahiptirler ve hicbir capraz diren¢ gostermez. Bakteriyosinlerin,
midede (ilsere neden olan Helicobacter pylori'ye karsi in vitro olarak etkinligi
belirlenmis ve kolonizasyonunun yok edilmesi seklinde gelistirilen tedavi yontemi
“Applied Microbiology Inc” tarafindan patentli Girlin haline getirilmistir. Glinimizde
bakteriyosinleri iceren yenilebilir bir dis macunu (www.neonisin.com) ve deri
enfeksiyonlarinin tedavisinde yiizeyel krem (Biosynexus Inc, MA, ABD) gibi birka¢ saghk
Urinid daha ticari olarak gelistirilmistir. Bununla birlikte bakteriyosinler, distk
¢Ozlinlrluk, ylksek pH'da duslik aktivite, bagirsaklar tarafindan hizli emilim, enzimler

ve kan bilesenleri ile etkilesim gibi Ozelliklere sahip olduklarindan tedavi amach
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kullanimlari veya yeni molekillerin tasarimi konusunda oldukga blyik 6neme sahiptir

[33].

Biyoteknolojik olarak, bakteriyosin biyosentezinde yer alan genler plazmitler ile farkh

bakteri tirlerine aktarilarak bu tiirlerde bakteriosin sentezlenmesi olanakhdir [36].

2.3.2 Boceklerde Bulunan Peptit Antibiyotikler

Boceklerin, bilinen tiim hayvan tirlerinin dortte Gglini temsil ettikleri bilinmektedir.
Bocekler, oldukca fazla sayida patojen bakteri, virlis, mantar, protozoan ve helmint
parazitleri ile karsilastiklarindan bunlara karsi etkili savunma mekanizmalarida oldukca
gelistirmistir [29]. Bocekler ve bocekler gibi omurgasiz hayvanlarda edinilmis bagisiklik
sistemi olmadigindan dogustan gelen savunma sistemleri ve savunma sisteminde yer
alan peptit antibiyotikler koruyucu olarak gérev alir [21]. Drosophila [41] ve glivenin,
patojenlere karsi yaptigl (Hyalophora cecropia) savunma tepkimeleri {(izerindeki
arastirmalarda, glive pulpasinin icine bakterilerin enjekte edilmesi sonucunda pulpa
icinde bagisiklik proteinlerinin sentezlendigi goézlemlenmistir. Bu ve bunun gibi
calismalardan yola cikarak cesitli bocek tiirlerinde bagisikhgl saglayan cok cesitli

antimikrobiyal peptit izole edilmistir [42].

Bocek antimikrobiyal peptitleri dort sinifa ayrilir: (a) amfipatik alfa-sarmal olusturan
peptitler; (b) intramolekuler disilfit koprileri olan B-tabakali peptitler; (c) prolinden

zengin antimikrobiyal peptitler; (d) glisinden zengin polipeptitler [29].

Cogu bocek antimikrobiyal peptitin, diger peptitler gibi birincil hedeflerinin sitoplazmik
zar lzerine oldugu bilinmektedir [43]. Genellikle, hali modeli olarakta adlandirilan, zar
ylzeyini kaplaylp yag konformasyonunu degistirerek antimikrobiyal etki
gostermektedirler. Bir diger mekanizma ise kanal proteinlerinin iletkenliklerinde

artislara neden olup, zarda delikler acarak antimikrobiyal etkinlik gostermeleridir [44].

2.3.3 Amfibilerde Bulunan Peptit Antibiyotikler

Son yillarda amfibilerin bir¢cok tiriinden 6zellikle derilerinden AMP’ler elde edilmistir.
Amfibilerde AMP cesitliligi oldukca fazladir, ¢ok farkh peptit dizilerine sahip AMP’ler

bulunmaktadir. Bu nedenle antimikrobiyal peptitleri siniflandirmak icin Ranagenus
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[45] ve Littoriafamilies turleri arasinda peptit dizileri taksonomik bir ara¢ olarak
kullanilmistir [46]. Yapisal benzerliklere dayah olarak iki grup peptit tanimlanmistir:
cizgisel katyonik peptitler ve karboksil ucunda bir disilfit bagl bulunan katyonik
peptitler. Cizgisel katyonik amfipatik peptiti, Xenopus laevis'den izole edilen magainin

temsil etmektedir (6).

Amfibilerde bir kag¢ ¢izgisel antimikrobiyal peptitte D-amino asitlerin varligi oldukca
dikkat ceken bir ozelliktir [47]. Antimikrobiyal peptitlerde, posttranslasyonel olarak
gerceklestigi duslintilen bu modifikasyonun, peptitin antimikrobiyal etkisinden daha
cok proteazlara karsi direng gostermesini arttirdigi gortlmektedir [48]. Amfibi
antimikrobiyal peptitin diger blyilk sinifini, Japon kurbagasi Rana brevipoda'dan [49]
izole edilen Brevinin | temsil etmektedir. Bu siniftaki antimikrobiyal peptit, farkli
uzunluklarda amino terminal dizisi ile karakterize edilir, C-terminal ugta ise karboksi-
terminal sistein yaninda aralarinda disulfit bagi ile olusturulmus siklik bir motif daha
izlenir [22]. Amfibi peptitlerinin birgogu bakteri, mantar ve protozoaya karsi genis
spektrumlu antimikrobiyal aktivite gosterir ve etkili antimikrobiyal konsantrasyonlarda

hemolitik aktivite gostermeyen cesitleride vardir [50].

Tek bir tiire ait AMP’ler icinde ve hatta cesitli tlrlerden farkli peptitlerin bazi siniflar
arasinda, molekillerin 6ncul bolgesindeki amino asit diziliminin énemli bir sekilde
korunmasi, bu kismin molekilin salgilanmada ve Uretilen organizmanin kendisinin
korunmasindaki 6nemini gostermektedir [51]. Amfibilerde peptitler granil bez
olarakta adlandirilan noéroendokrin yapilar iginde sentezlenir ve depolanirlar. Bu
yapilar, yaralanma veya adrenerjik uyarim ile icerigini deri ylizeyine salgilar. Amfibilerin
epitel bariyerindeki bu antimikrobiyal sistem sayesinde yasadigl ortamdaki patojen

mikroorganizmalardan korundugu distinilmektedir [52].

Amfibi gizgisel antimikrobiyal peptitleri net katyonik yiiklerinden dolayi, zarlarin negatif
yukli fosfolipid gruplari ile elektrostatik olarak etkilesmektedir. Cizgisel peptit
dizilerinde, zarla etkilesimlerine gore, a-sarmal ikincil yapi tasirlar. Mekanizmayi
anlatan modellerden biri zar icinde, peptitin pozitif ylkli hidrofilik ylzeyi, sulu sinir ile
temas halindedir, hidrofobik yiz ise ylizeye paralel olarak zardaki yag katmani igine

gomuli halde durur [53]. Peptitlerin yag katmani icine girmesi zar vyizeyinin
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genislemesine ve zar kanallarinin gegirgenliginin artmasina neden olmaktadir [54]. Bazi
durumlarda peptitler deterjan gibi davrandiklari gibi bazen de dort ila yedi peptitin gift
katmanli yag tabakada toroidal delikler meydana getirerek etki ettigi dislinilmektedir
[55]. Zar ile misel benzeri yapilar olusturarak zarin parcalanmasina ve ¢ok miktarda
peptitin hiicre icine girerek antimikrobiyal aktivite gostermesine neden olurlar [56].
Kolestrol iceren zarlar, magainin [57] gibi peptitlerin etkisine karsi daha az duyarhdir,
kolestrol molekilinin peptitlerle etkilesime girdiginden, ikili katmandaki normal
davranislarini  engellemektedir [58]. Hesaplamali bilgisayar tabanli molekiiler
similasyon yontemleri kullanilarakta antimikrobiyal peptit ile yag etkilesim

mekanizmalari simile edilmektedir [59].

Mikroorganizmlarin antimikrobiyal maddelere karsi gelistirdikleri direng arastirmacilari
ve ilag sektorind antimikrobiyal etkili yeni maddeleri gelistirmeye yonlendirmistir.
Mikroorganizmalarin bazi antimikrobiyal peptitlere karsi direng kazanmaya basladigi da

bilinmektedir [22].

Gunlmuzde diyabetli yasl insanlarda siklikla gorilen ayak Ulserlerinin tedavisi icin
gelistirilmis Pexiganan, amfibi kdkenli ilk terapatik antimikrobiyal peptittir. Tedavide,

genis spektrumlu antibiyotik ve lokal yara bakimi i¢in kullaniimaktadir [22].

2.3.4 Bitkilerde Bulunan Peptit Antibiyotikler

Bitki AMP'leri, genellikle hizli 6ldirme ve genis spektrumlu antimikrobiyal etkinlikler
gosteren amino asit bilesimi ve vyapisinda farkhlik gosteren bir c¢ok peptidden
olusmaktadir. Bitkilerde bulunan AMP'ler zar gecirgenligini etkileyerek patojenleri
oldiren molekillerdir. Bazi bitkisel AMP’ler zardaki fosfolipidler ile etkilesime giren
penetrasyon peptitlerini (CPP'ler) icerirler. Savunma sisteminin bir parcasi olan bu
peptitler farkli mikroorganizmalara karsi etkilidirler [60] [61]. AMP'lerin, hiicre disi,
plazma zarinda ve / veya hicre ici [62] bazi temel veya metabolik islemleri
hedefleyerek prokaryotik hiicreleri inaktive ettigi gosterilmistir. Elektrik ylklerine gore,
bitki AMP'leri anyonik (AAMPler) ve katyonik peptitler (CAMP'ler) olarak iki gruba
ayrilabilir [63]. Bitki antimikrobiyal peptitleri, cok cesitli tiirden kdk, tohum, cicek, sap
ve yapraklarin neoplastik hiicrelerinden izole edilmis ve fitopatojenlere karsi insan,

viris, bakteri, mantar, protozoa, blylik parazitler ve insanlara patojen olan
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organizmalara karsi aktiviteler gosterdigi bilinmektedir [64]. AMP'ler, amino asit dizisi
benzerligine gore defensinler, tiyoninler, yag tasiyici proteinleri, siklotidler, snakinler ve
hevein benzeri proteinleri icerir. Bitki AMP'lerinin amino asit dizileri arasindaki énemli
farkhliklara ragmen, tglincil yapilarinda énemli benzerlikler goriilmektedir. AMP'lerin
yapisal temel 6zellikleri arasinda sistein ve / veya glisin igeriginin yiiksekligi ve disulfit
képrilerinin varligi yer almaktadir. Ozellikle bitki AMP'lerindeki yiiklii amino asitlerin
patojen bakterilere karsi antimikrobiyal aktivite acgisindan 6nemli rol oynadigi
bilinmektedir. Bitkilerde bulunan antimikrobiyal peptitlerin etki mekanizmasi bilindigi
gibi Gi¢ temel modelden olusmaktadir; hali modeli, zarda delik agma ve zara gémilme
modeli [63]. Bitki AMP'lerinin 6zgllligu acisindan patojen etkilesimleri hala ¢ok acik
olmasa da bitki AMP’lerinde bulunan ve aspartik kalintilar iceren tiyonin aktivitesi ile

baglantili oldugu disiintilmektedir [65].

Hicreye sizan peptitler (CPP), disiik mikromolar konsantrasyonlarda in vitro ve in vivo
olarak herhangi bir reseptor kullanmadan ve herhangi bir belirgin zar zedelenmesi
neden olmadan hiicre zarinin icine isleyebilir [66] ve bu 6zellikleri sayesinde ilag verme
uygulamalarinda potansiyel yararli maddeler olabilecekleri bilinmektedir [65]. CPP'ler,
U¢ ana sinifa aynlirlar: Katyonik, amfipatik ve hidrofobik [67]. Bu peptitler,
transkripsiyon faktoérlerinden, bakteriyel veya viral ylizey proteinlerinden, toksinler,
amfipatik sarmal olusturan peptidlerden ve zara bagh reseptorlerin veya yapisma
proteinlerinin ligandlarindan kismi diziler olarak tilretilmektedir. CPP'ler, yiksek
molekil agirlikh ilaglarin hiicrelere verilmesi ve asi gelistirme ¢alismalarinda basariyla
kullanilmaktadirlar. Bitkisel AMP'ler, korunmus dizilere sahip klglik genler tarafindan
kodlanir; boylece, gen amplifikasyonu ve transgenezis, secilen peptitlerin iretimini ve
Ozgul aktivitesini arttirmak icin uygulanabilir yollardan biridir. Bu nedenle biyoteknoloji
ve ilag sektori igin bitkisel AMP'ler tedavide yaygin kullanim agisindan potansiyel
olarak gorilmektedirler. Bir¢cok calismada, bitki defensinlerinin transgenik
ekspresyonunun vejetatif dokularin patojen saldirilarina karsi korunmasina yol actigida
gosterilmistir. Bitkisel AMP'ler genis spektrumlu aktivite ve etkinliklerinden dolayi
enfeksiyonlarin tedavisi icin iyi bir alternatif sunsalar da heniz klinik olarak onaylanmis

bir ilag statlisline erisememistir [65].
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2.3.5 Memelilerde Bulunan Peptit Antibiyotikler

Memeli canlilarin edinilmis ve dogustan gelen bagisiklik sistemleri ve c¢esitli
mikroorganizmalara kargi olaganisti savunma sistemleri sayesinde enfekte olmalari
oldukga zordur. Kazanilmis bagisiklik sisteminde, antijene 6zel yonlendirilen sivisal ve
hiicresel yanitlara aracilik etmek icin, cogunlukla lenfositik hicreler kullanir. Bu
yanitlar, ayni mikroorganizma tarafindan olusturulabilecek ikinci enfeksiyona karsi
etkin bir savunma saglayan immiinolojik hafizaya neden olmaktadir. Dogal bagisiklik,
hem yerel hem de dolasimdaki efektor hicrelerin aracilik ettigi karmasik bir dizi
savunma sistemini kapsayan birinci dereceden temel savunma sistemidir. Dogal
bagisiklik sistemi, mikroorganizmalarin taninmasi igin algaglari, patojenlerin etkisiz
kalmasi ve yok edilmesi icin efektor molekilleri ve kazanilan bagisiklik yaniti ile iletisimi
koordine eden sinyal molekdllerini igerir. Dogal bagisikhgin efektdér molekdlleri, reaktif
oksidanlari, besin maddelerini sinirlayan proteinleri, hiicre duvarlarini ve zarlar
parcalayan enzimleri ve mikrobiyal zarlarda gézenek olusturabilen peptitleri igerir.
Antimikrobiyal peptitler olarak adlandirilan son grup evrimsel olarak dogal bagisikligin

cok eski bir unsuru olarak kabul edilmektedir [19].

Memeli antimikrobiyal peptitleri, diger canhlarda bulunan antimikrobiyal peptitler ile
oldukca benzer 6zelliklere sahiptir [68]. N-terminalde sinyal dizisi, buna komsu 6ncil
bir dizi ve C-terminalde 6ncul peptit olarak sentezlenirler ve diger proteinler gibi genler
tarafindan kodlanirlar. Bakteriler, mantarlar ve bazi parazitler de dahil olmak Uzere
genis bir dizi mikrorganizmaya karsi etkiye sahip olgunlasmis aktif peptit, prekiirsérden
proteolitik bolinme yoluyla serbest birakilir ve savunma sistemine dahil olur. Yapisal
olarak, peptitler genellikle amfipatik ve katyoniktir 6zelliktedir, ancak son zamanlarda
antimikrobiyal anyonik peptitlerin de varligi gosterilmistir. Peptitlerin ¢ogu yasamsal
aktiviteye sahiptir ve hedef o&ldirmenin islevlerinin bozulmasi ve zar yapisinin

parcalanmasinin bir sonucu oldugu dislintlmektedir [69] [70] [71].

Memeli antimikrobiyal peptitleri, genellikle yapisal 6zelliklerine, ekspresyon bdlgesine
veya kodlandigi gen ailesine gore gruplandirilmaktadir. Karakterizasyonlari mesajci
RNA tarafindan kodlanan memeli antimikrobiyal peptitleri, N-terminalden endoplazmik

retikulum sinyal (hedefleme) dizisi iceren 6ncii molekdller olarak sentezlenmektedir.
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Bu sinyal peptitine ek olarak, hiicre igi isleme, yiikle nétrlestirme ve / veya katyonik C-
terminal peptitin katlanmasi igin bir énparca (prosegment) bolgesi daha vardir. Bazi
peptitler ekstraselliler olarak olusan posttranslasyonel bolinme ile birlikte propeptitler
olarak depolanirken digerleri hiicreler arasi bolliniir ve lizozomal graniillerde saklanir.
Bazi durumlarda, posttranslasyonel islem basamaklari, intramolekiiler disilfit baginin
olusumunu, C-terminal amidasyonunu ve N-terminalde piroglutamat olusumunu igerir

[19].

Gogu memeli AMP’leri katyonik ve amfifiliktir. Dogada bulunan AMP’ler, ilk olarak
Boman [72] tarafindan yapisal olarak siniflandirilmistir. Birgok memeli AMP’i, disdilfit
baglarina sahiptir. Ornegin en iyi bilinen memeli peptitlerinden defensinlerin yapisinda
Ug disilfit bagl bulunmaktadir. Memeli defensin peptitlerinin alt gruplar a-, B- ve 6-
olarak adlandirilir, yapilarinda alti sistein bulunur, sisteinler, arasindaki baglarin farkl
eslesmesi ile alt gruplara ayrilirlar [73]. Katelisidin LL-37 en ¢ok bilinen alfa-sarmal
yapidaki peptitlerdendir, insan nétrofilleri ve epitel hiicrelerinde depo edilirler [74].
Son zamanlarda yapilan arastirmalar sonrasinda anyonik yapiya sahip AMP’ler de bu
gruba eklenmistir [75]. Bu siniflandirma semasina gére, memeli peptitlerinin blyuk

cogunlugu defensinler ve katelisidinler olmak tzere iki grupta incelenmektedir.

Memeli defensinleri temel olarak molekil iginde Ug¢ disilfit baginin varligr ile
karakterize edilir [76]. Defensinler, (a) sisteinlerin disilfit koprilerindeki farkl
eslesmelerine gore, (b) onparcanin uzunlugundaki degisime goére, (c) gen yapisi ve
kromozomlardaki genlerin konumuna bagh olarak a-defensinler [77] ve B-defensinler
[78] olarak iki genel sinifa ayrilabilir [79]. Dislilfit baglari farkl olmasina ragmen, her iki
peptit grubunun (¢ boyutlu yapisi cok benzerdir ve her iki defensin de benzer
antimikrobiyal aktiviteye sahiptir. Defensinlerin yapisal konformasyonu (¢ B-iplikten

olusur ve esasen a-sarmal icerigine sahip degildir [80].

Memeli katelisidinleri, kimyasal yapilari bakimindan oldukga farkh molekil grubudur.
Korunmus N-terminaldeki oncll peptitlerden tiiretilmektedirler [81]. Yapisinda yaklasik
100 adet korunmus amino asit dizisi ve N-terminalde proteaz inhibitéri olan katelin
proteininden olusmaktadirlar. Katelisidinler Prolin ve Argininden zengin a-sarmal

yapida peptitlerdir ve C - terminalde 12 ila 100 amino asit arasinda degisen ve aktif
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antimikrobiyal aktivite gOsteren amino asit dizisi bulunmaktadir [82] [83]. Notrofil
elastaz enzimi ile endoproteolitik bélinme sonrasi C terminalden hiicre disi bosluga
salinan antimikrobiyal peptitler, antimikrobiyal etki gostermeyen propeptit olarak

notrofil granillerinde depolanmaktadir [84] [85].

Memeli antimikrobiyal peptitlerinin ¢cogu, gram negatif ve gram pozitif bakteriler,
mantarlar, zarfli virlisler ve protozoonlar da dahil olmak Uzere tirler arasinda bile
oldukca genis antimikrobiyal aktiviteye sahiptir [86] [87]. Peptit yapisindaki kiiclk
degisiklikler antimikrobiyal aktivitede dikkate deger degisikliklerle sonuglanabilir, ancak
yapi ile fonksiyon arasindaki iliskilerin daha net anlasiimasi icin 6zellikle molekiler
modelleme kullanan arastirmalar yapilmalidir [88]. Antimikrobiyal peptitlerin aktivitesi,
bakterisidal gecirgenlik, indukleyici protein gibi diger antimikrobiyal faktoérlerin
aktivitesi ile sinerji olusturabilir [89]. Memeli antimikrobiyal peptitlerinin,
mikroorganizmalarin hiicre zar bitlinliglinin bozulmasini saglayarak etkinlik gésterdigi
duslinilmektedir [90]. AMP’ler, katyonik ve amfipatik 6zellikte olup, biyolojik zarlarla
etkilesimleri destekleyen oOzellikterdirler. Bu etkilesim, zardaki elektrokimyasal
dagihimlarin degismesi ya da kaybolmasini saglayarak antimikrobiyal aktiviteyide
desteklemektedir. Ayni gruptaki antimikrobiyal peptitler arasindaki yapisal farkhliklar,
peptitlerin, zara olan etki ve aktivitelerini degistirebilmektedir. Her bir peptitin N ve C
terminali, dimer kutbundaki, hidrofobik vyizeyin karsisinda kimelenir, yapidaki
arjininler ise, hidrofobik ylizey boyunca ekvatoryal olarak uzanir [91]. Arjininlerin bu
dizilimi sayesinde peptitler, yag katmanli zar tabakasinda multimerik gézeneklerin

olusumu ile antimikrobiyal etkinlik gostermektedirler [92].

AMP’lerin, mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal etkinliklerine ek olarak, bazi
antimikrobiyal peptitler yara onarimi, iltihaplanma ve edinilmis bagisiklikta da rol
oynarlar. Bununla birlikte, yiiksek derisimlerde AMP’ler konak hiicreler igin sitotoksik
olabilir [1]. Bazi defensinler ve katelisidinlerin kemoatraktan aktivitesine sahip olduklari
da gosterilmistir [93]. Ornegin, insan nétrofil a-defensin-1 ve -2, lenfositleri cekici
aktiviteye sahiptir (88), ayni zamanda insan noétrofil a-defensinlerin sistemik 1gG
antikor yanitini da gelistirdigi bilinmektedir [94]. insan beta-defensin (hBD) -2, kemokin
reseptorii CCR-6 [95] ile etkileserek dendritik hiicreler icin kemoatraktan aktivitesini
saglamaktadir. Defensinler icin bildirilen diger aktiviteler arasinda plazmin aracil
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fibrinoliz inhibisyonu ve baglanma plazminojen ve lipoprotein a'nin endotel hiicrelerine
[96], bazi iyon akilarinin epitel hiicrelerinde [97], epitelial hiicrelerin ve fibroblastlarin
mitojenik aktivitesinin arttiriimasi [98], mast hlicrelerinden histamin salinmasi [98] ve
adrenal bezden adrenokortikotropin hormon aracili kortizol saliniminin inhibisyonu

sayilabilmektedir [99].

2.4 insan Peptit Antibiyotikleri

Antimikrobiyal peptitler (AMP'ler) hem omurgasizlar hem de omurgalilarda bagisiklik
sisteminin kilit bilesenleri arasinda yer alan molekiillerdir. insanlarda, dogal bagisikhk
sistemi, firsatgl mikroorganizmalari dogrudan 6ldirmektedir. AMP'ler, dogal bagisiklik
sisteminden farkh olarak, enfeksiyonlarin istesinden gelmek igin, bagisikhk sistemini
uyararak etkisini arttirmaya yardimci olur. Dolayisiyla, konak hiicre savunmasinda
peptitlerin ikili rol(i olabilir: hizh mikrobiyal 6ldiirme ve bagisiklik diizenleme. insan
antibakteriyel peptitleri bes biylk {yeye sahiptir: Defensinler, histatinler,

katelisidinler, dermisidinler ve hepsidinler [21].

AMP’ler deri, goz, kulak, agiz, solunum yolu, akciger, bagirsak ve lriner sistem gibi
bircok doku veya yiizeylerde saptanmistir. insan peptit antibiyotiklerinden katelisidin
LL-37, yeni dogan bebeklerin derisinde [100], insan beta-defensin 2 (hBD-2) yash
bireylerde daha sik bulunmaktadir. insan AMP’lerinden defensinler, katelisidinler ve
histaminler agiz boslugunun dnemli peptit antibiyotiklerindendir [101]. insan AMP’leri
antimikrobiyal aktivite disinda, bagisiklik diizenleme, apoptozis ve yara iyilesmesi gibi
baska islevlere de sahiptirler [102]. Antimikrobiyal Peptit Kitiphanesinde 103 tane
insan antimikrobiyal peptiti bulunmaktadir [103]. Bu peptitlerin bazilari Cizelge 1'de
verilmektedir. Genellikle insan antimikrobiyal peptitlerinin uzunluklari, 10 ila 149
amino asit arasindadir. Net ylkleri ise -3 ila +20 arasinda degismektedir. Bu yuk
degiskenligine ek olarak, insan AMP'lerinin sekans cesitliligi, yapisal ve islevsel

ozelliklerini belirlemektedir (Cizelge 2. 3) [21].
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Cizelge 2. 3 insan antimikrobiyal peptit ve proteinleri [21].

(G; Gram bakteri, M; Mantar, V; Virls, P; Parazit, K;Kanser hiicresi)

YIL isim KAYNAK ETKI
1922 Lizozim Tuklrik, Gozyasi, Bagirsak G M
1985 a-Defensin Notrofil, Kemik iligi G, V,M,P, K
HNP-1

1985 a-Defensin Notrofil, Kemik iligi G, V,M,K
HNP-2

1985 a-Defensin Notrofil, Kemik iligi G, V,M,K
HNP-3

1988 Histatin 1 Tukuruk M

1988 Histatin 3 Takurik G, M

1989 a-Defensin HNP-4 Notrofil G, V,M

1990 RNase 2 Eozinofil V,P

1990 | RNase 3 (Eosinofil katyonik Notrofil G VP

protein, ECP)

1992 a-Defensin Bagirsak, Disi lreme sistemi G, V,M
HD-5

1993 a-Defensin Bagirsak VvV, M
HD-6

1995 B-Defensin Bobrek, Deri, Tukrik bezi G, M, K
hBD-1

1995 Katelisidin Notrofil; Deri G, V,M,P, K
LL-37
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Cizelge 2. 3 insan antimikrobiyal peptit ve proteinleri [21] (devami)

1997 B-Defensin hBD-2 Deri, Akciger, Deri, Uterus, G V,M
Takrik bezi

1998 Grandlisin Sitolitik T and NK hiicreleri G, M,P, K

1999 Ubiquicidin Makrofaj G

2000 Thrombocidin-1 (TC-1) insan kan pihtisi G, M

2000 Hepcidin 25 (LEAP-1) Plazma, Uriner, Karaciger G M

2000 Neuropeptide a-MSH Beyin G+ V, M

2001 B-Defensin hBD-3 Deri, Tukrik bezi G, V,M

2001 B-Defensin hBD-4 Testis, Akciger, Bobrek, Notrofil G

2001 Dermcidin Deri G, M

2002 RNase 7 Uriner sistem; Solunum yolu; G, M

Deri

2003 RNase 5 (angiogenin) Karaciger, Deri, Bagirsak G+ M

2003 Chemokine Deri G, M,P
CCL20

2003 Chemokine Kan G,P
CXCL9

2005 Psoriasin (S100A7) Deri, Tukrik bezi, Gogls G-

2006 Regllla Bagirsak G+

2008 Substance P Sinir sistemi G, M

2008 Drosomycin-like defensin Agiz epitel hiicresi, Deri M
(DLD)

2009 Elafin T hicresi G, M,V

2010 B-amyloid peptide 1-42 Beyin G, M
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Cizelge 2. 3 insan antimikrobiyal peptit ve proteinleri [21] (devami)

2011 Chemerin Deri G, M
2012 Amylin Pankreatik B hicresi G
2012 KDAMP Goz G-
2013 DEFB114 Epididimis G M

insan AMP'lerinin cogu bakterilerin cogalmasini engelleyebilir 6zelliktedir. Cesitli Gram-
pozitif ve Gram-negatif bakterilere karsi genis spektrumlu bir etkinlik sergilerler.
Dolayisiyla, bu peptitler istenilen antibakteriyel aktivite spektrumuna sahip yeni

antimikrobiyal maddelerin gelistirilmesi icin temel olusturabilmektedir [21].

Defensinler, katelisidinler ve histatinler gibi antimikrobiyal peptitler, Gram-pozitif ve
Gram-negatif bakterilere, mayalara, mantarlara ve zarfli virlslere karsi genis
spektrumlu aktiviteye sahiptir. Katyonik o6zellikteki defensinler ve katelisidinler,
patojenin dis yiuzeyine elektrostatik etkilesimler ile baglanmasi sonrasinda peptitin
sitoplazmik zar icine girmesi ile hiicre igeriginin hiicre disi ortama ge¢mesini saglar.

Hicre iceriginin kaybi mikroorganizmanin pargalanmasina da yol agabilir.

Histatin 5’in Ozellikle mayalardan hiicre disina ATP salinimina neden oldugu
bilinmektedir. Histatin 5'in mayalara etki gosterebilmesi icin hlicrede aktif
mitokondrinin bulunmasi gerekir. Histatin 5 mayalarda oksidatif fosforilasyonu
gerceklestiren mitokondri ve buradaki solunum birimlerini hedef almaktadir.
Mitokondrial DNA'daki mutasyonlar nedeniyle solunum yetersizligi olan ve histatin 5 ile

indliklenen maya hiicrelerinde dlimler meydana gelir [104].

Antibiyotiklerin yaygin klinik kullanimi, bu ilaglara direngli bakteri ve mantar tiirlerinin
atmasina yol agmistir. Bu nedenle, yeni bir antibiyotik sinifinin gelistiriimesi oldukca
onemli hale gelmistir. Antimikrobiyal peptitlerin veya bunlarin sentetik tlrevlerinin
tedavi amacli kullanilabilmesi icin yapilan bircok arastirma mevcuttur. Arastirmalarda
bazi peptitlerin tedavi edici potansiyele sahip olmasi bircok hastaligin tedavisi icin

umut vericidir.
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insan antimikrobiyal peptitlerinin antimikrobiyal etkilerinin yani sira antiviral
etkinlikleri de bilinmektedir. Bu peptitlerden 16'si antiviral aktiviteye sahiptir. Bunlar
arasinda, iyi tanimlanmis alti adet insan a-defensini (HNP-1, HNP-2, HNP-3, HNP-4, HD-
5 ve HD-6), ¢ B-defensin (hBD-1, hBD-2, ve hDB-3), katelisidin LL-37 ve histatin 5 en
¢cok bilinen insan antimikrobiyal peptitleri icinde yer almaktadir [105]. Antiviral etki
mekanizmalari ¢ogunlukla konak hiicre icine girmis olan viriislerin genetik materyalinin

replikasyonunu engellemek seklinde gerceklesmektedir [106].

AMP’lerden antikanser peptit gelistirmeye giderek artan bir ilgi s6z konusudur.
Ozellikle magainin, sesropin ve defensinlerin antikanser etkiye de sahip olduklari
yapilan birgok ¢alismada gosterilmistir [21]. Antikanser 6zellikteki AMP'lerin listesi APD
veritabaninda (http://aps.unmc.edu/AP/main.php) bulunmaktadir. Hayvanlar, bitkiler,
bakteriler, mantarlar ve sentetik peptitlerde dahil olmak Uzere birgok kaynaktan 166
adet antikanser peptit elde edilmistir [103]. insan katelisidin LL-37’nin meme,
yumurtalik ve akciger kanser hiicrelerinde eksprese edildigi, ancak gastrik kanser
proliferasyonunu baskiladig1 bilinmektedir [21] [107]. Antimikrobiyal peptitler ile ilgili
mevcut bilgi, avantaja donlstirilir ise insan katelisidin LL-37'nin veya defensinlerin
asiri Uretimi, kanser tanisi icin yararli biyolojik belirte¢ olarak gorev yapabilir. Bazi
AMP'lerin kanser hicrelerinde apoptozu indiikleyerek dolayl olarak bu hicreleri

oldirmesinin de mimkin oldugu distnidlmektedir [21].

Bircok AMP'nin bakteri hiicre zarlarini hedef aldigi bilinmektedir. Fosfatidilgliseroller
(PG) ve kardiyolipin (CL) [108] gibi anyonik yaglar bakteri hiicre zarinda bol bulunurken,
insan hiicre zarinda zwitterionik fosfokolinler (PC) ve kolesterol bulunmaktadir.
Katyonik yapidaki antimikrobiyal peptitlerin hiicreler arasindaki seciciligi bu farkhliklar
sayesinde olmaktadir. insan antimikrobiyal peptitlerinin disiik sitotoksisiteye sahip
olamalarinda memebran farklliklarina ek olarak hiicrelerde toksik etkiyi azaltmak igin
farkli mekanizmalar rol oynamaktadir [21]. insan endotel hiicre yiizeyinde bulunan ve
algac ylizey proteini olan p33’Gn katelisidin LL-37'nin toksik etkilerini maskeledigi
dusltinilmektedir [109]. Yapay AMP iceren lipozomlar ile insan hiicrelerine karsi

sitotoksisitenin azaltilabilecegi de arastirmacilar tarafindan distiniimektedir [21].
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insan AMP’lerinin antimikrobiyal ve anti kanser aktivitelerine ek olarak, kemotaksis,

apoptoz ve yara iyilesmesi gibi baska islevlere de sahip olduklari bilinmektedir.

Kemokinler ve AMPler arasinda derisim ve molekiler hedef etki agisindan dnemli
farklara neden olmaktadir [110]. AMP'ler genellikle isgalci bakteri zarlarini hedeflerken,
kemotaktik etkiler, hiicre algaglarini barindirmak igin peptitlerin birlesmesini gerektirir.
GUnumuzde insan katelisidin LL-37'ye reseptor benzeri bir (FPRL-1) yapi baglayarak
monositlere, makrofajlara, noétrofillere ve T hiicrelerine kemotaksi yetenegi

kazandirma ¢alismalari devam etmektedir [21].

Apoptoz, programlanmis hiicre 6liumu sirecidir. Farkli etmenler hiicre apoptozunu
tetikleyebilir ve AMP'ler bu etmenlerden biridir. ilgingtir ki apoptozu ayni peptit hem
indiikleyebilir hem de baskilayabilir. insan LL-37’nin fare modelleri kullanilarak farkl
bolgelerdeki hicrelerde, apoptozu indikledigi gibi interstisyel sistit (IC) gelisimini

engelledigi de gosterilmistir [111].

insan antimikrobiyal peptitlerinin yara iyilesmesinde de aktif role sahip olduklari
bilinmektedir. Ornegin, tikiiriik histatin 2, fibroblast hiicre géciinii arttirirken, insan LL-
37, hicre gocinl indiklemekte ve cogalmayi hizlandirmaktadir [112]. Bu peptitlerin
hizli yara kapanmasinda aktif rol oynadigl yapilan g¢alismalarla gosterilmistir.
Antimikrobiyal aktivite, insan AMP'lerinin ortak bir 6zelligidir. insan AMP'leri peptit
konsantrasyonu, proteazlar ve metabolik duruma bagh olarak baska islevler de
gerceklestirebilirler. Hastalik durumunda, AMP'lerin hastaligi ilerletme gibi ters bir etki

gosterebilme olasiligi da arastirmacilar tarafindan degerlendirilmektedir [21].

insan antimikrobiyal peptitlerinin (i¢ boyutlu yapilari niikleer manyetik rezonans (NMR)
spektroskopisi ve X isini kristalografisi gibi yontemlerle belirlenmektedir. Bu
yontremler sonucunda genellikle benzer yapilar elde edilmektedir [113]. Genellikle
bircok kisa ve dogrusal vyapidaki antimikrobiyal peptitler c¢o6zeltide serbest
katlanamazken vyapisinda disilfit bag bulunan AMP’ler yapisal olarak stabilize
edilemediklerinden sulu ¢ozeltide katlanmis yapida bulunurlar. AMP’lerin ve algaglarin
zar ile nasil etkilesime gectigini anlamak icin zari taklit eden modeller kullaniimaktadir.
Bu modeller genellikle organik ¢ozlcller, deterjan ve yag ylzeyleri icermektedirler

[102] [114].

34



1922'de Alexander Fleming tarafindan tikirikte kesfedilen insan lizozimi ilk
antimikrobiyal protein olarak kabul edilmektedir. Arastirmalarda AMP’lerin
tanimlamasi igin iki ana yontem kullanilmistir; (a) yeni peptitleri izole etmek ve
karakterize etmek igin kromatografik yontemler kullaniimistir; (b) genomik diizeyde
antimikrobiyal peptitleri tanimlamak igin biyoinformatik yaklasimlar geligtirilmistir.
insan antibakteriyel peptitleri bes biiyiik lyeye sahiptir; defensinler, histatinler,

katelisidinler, dermisidinler ve hepsidinler [21].

2.4.1 Defensinler

ilk olarak 1985'de Lehrer grubu tarafindan insan kanindan a-defensinler izole
edilmistir. Kaynaga, Ozellige ve boyuta dayanarak, bu peptitlere insan notrofil
peptidleri (HNP-1, HNP-2 ve HNP-3) adi verilmistir. U¢ defensin de, neredeyse ayni
amino asit dizisine sahiptir. Hem HNP-1 hem de HNP-3, HNP-2'ye kiyasla, N-ucunda
HNP-1 i¢in alanin, HNP-3 icin aspartat olamak Ulizere sadece bir ek amino asit molekili
icerirler. 1989'da dordiinci bir insan noétrofil defensini olan HNP-4 kesfedilmis ve
kromatografik yontemlerle saflastirilmistir. Bu defensinler kemik iligi, periferik kan
I6kositleri, dalak, timus ve insan epitel hiicrelerinde olduk¢a fazla miktarda
bulunmaktadirlar [21] [115]. insan Paneth hiicrelerinde de HD-5 ve HD-6 olarak
adlandirilan dokuya 6zgiil defensinler saptanmistir [21]. Bu alti adet insan a-defensini,
ayni bigcimde disilfit bagina sahiptir [116]. 1990'li yillarda insan B-defensinleri
kesfedilmistir, a-defensinlerden farkh olarak, B-defensinlerde ¢ disllfit bagi
bulunmaktadir ve biraz daha uzun amino asit dizisine sahiptir. ilk insan B defensin
(hBD-1), 1995'te Bensch ve arkadaslari tarafindan insan plazmasindan elde edilmistir
ve daha sonra bobrektede de saptanmistir. Ardindan hBD-2, deri lezyonundan
kromatografik yontemler ile tanimlanmistir [21]. HBD-1 gibi, HBD-2'nin aktivitesi de
tuza duyarhdir [117]. hBD-3 ve hBD-4 ise 2001 yilinda kesfedilmistir. HBD-1 ve hBD-
2'nin aksine, hBD-3, fizyolojik tuz konsantrasyonlarina direnclidir [21]. ilk olarak
memeli |0kositlerinde (29-31) kesfedilen a-defensinler daha sonra bagirsak (32,33) ve
Uireme mukozasindanda (34) izole edilmistir. B —defensinler ise c¢esitli memeli ve kus
tirlerinde tespit edilmistir [118] [119] [120] ve a-defensinlere kiyasla daha cesitli hiicre

tipleri tarafindan dretildigi bilinmektedir [121].
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2.4.2 Histatinler

Histatinler, histidinlerden zengin antimikrobiyal peptit ailesidir. Bu histidin bakimindan
zengin peptitler ilk olarak 1970'lerin basinda mikroorganizmalarin glikolitik aktivitesini
arttiran peptitler olarak tanimlanmistir. Daha sonraki ¢alismalar, bu peptitlerin gicli
bakterisidal ve fungusidal 6zellige sahip oldugunu gdstermistir. ilk olarak histatinler
1988'de, HPLC ile insan tukrigilinden izole edilmis, 34 kDa'lik kiiglk, katyonik 6zellikte
peptitlerdir. Bu peptitler dogustan gelen bagisiklik sisteminin bir parcasini olusturur ve
agiz boslugundaki enfeksiyonlari sinirlandirarak agiz saghiginin korunmasinda 6nemli bir
rol oynarlar. Histatin ailesinde histatin 1, 3 ve 5 en 6nemlileri olmakla birlikte birkag
Uyeden olusmaktadir [104]. Gliinimiizde bulunan insan histatinlerinden sadece histatin
1 ve 3 genler tarafindan kodlanmistir, diger histatinler bu iki peptitin amino asit

dizilerinin belirli bélgelerinden bolinmdis Grlinlerini olusturmaktadir [21].

Tum histatinler arasinda histatin 5 en glgli antimikrobiyal aktiviteye sahiptir, 6zellikle

guclu antifungal etkisi yapilan birgok ¢alismada belirlenmistir.

Histatin 5'in 12 amino asitlik bir pargasi olan P-113, tim amino asit dizisine kiyasla
daha gliclii antikandidal etkiye sahiptir. Bu peptitin, plak olusumu ve dis eti iltihabina
karsi gliclu etkinligi sayesinde jel formulasyonlarinda faz | / Il klinik ¢alismalar ile
glvenilirligi degerlendirilmis, her iki ¢alisma sonucunda bu formilasyonun insanlar
tarafindan glivenli bir sekilde kullanilabilecegi bildirilmistir. Buna ek olarak yapilan
calismalarda, insan dis eti iltihabi modelinde diseti kanamasi, gingivitis ve plak

gelisimini azalttig1 da bildirilmistir [104].

2.4.3 Katelisidinler

Katelisidinler, ilk olarak 1989'da izole edilmistir [21]. Peptit dizisinin N-terminalinde
proteazlara karsi diren¢ saglayan katelin bolgesi bulunur. Katelisidinler Prolin ve
Argininden zengin sarmal yapida peptitlerdir ve C- terminalde antimikrobiyal aktivite
gdsteren oldukga farkli amino asit dizilerine sahiptirler [83]. insan katelisidin peptiti
izole edilip detayli olarak incelendiginde, 37 amino asitten olustugu, sistein
icermediginden dogrusal bir yapiya sahip oldugu gorilmustir. Amino asit dizisinin bir

¢ift 16sin ile baslamasi nedeniyle LL-37 olarak adlandiriimistir [21]. Katelisidinler diger

36



antimikrobiyal peptitler gibi insan lGreme sisteminde de savunma roliine sahiptirler

[122].

insanlarda saptanan tek bir katelisidin geni (CAMP) vardir ve dolayisiyla bugiine kadar
LL-37 olarak adlandirilan sadece bir katelisidin karakterize edilmistir [123]. Bu peptit,
insan CAP18 proteininin (hCAP18) C terminal ucundan proteoliz yoluyla Uretilir [104],
I6kositler, notrofiller, miyeloid kemik iligi hiicreleri ve epitel hiicreleri gibi cesitli
hiicrelerde ve dokularda eksprese edilir [123]. Hem Gram-pozitif hem de Gram-negatif
bakterilere karsi antimikrobiyal etkinlige sahiptir. Ayrica noétrofiller, monositler, mast
hiicreleri ve T hiicreleri igin kemotaktiktir. Mast hicrelerinin degranilasyonunu
indlikler, makrofajlarda transkripsiyonel tepkileri degistirir, iyilesme sirasinda yaranin
bulundugu bolgede damarlanmayi saglar ve derinin yeniden epitelyalizasyonunu

uyarir. Ayrica antitimor aktiviteye de sahip oldugu bilinmektedir [104].

Makrofajlardaki LL-37 Gretimi, glines 15181 altinda birakilan D vitamini tarafindan deri
boyunca uyariimaktadir. Bu durum muhtemelen LL-37'nin hiicre igi bir¢ok bakteriyi

oldirme yetenegini arttirmaktadir [123].

2.4.4 Dermisidinler

insan Katelisidin LL-37 [124] yaninda, bir savunma peptiti olan anyonik yapidaki
dermisidin, ilk olarak insan terinde bulunmustur [125]. inflamatuvar ve hasar gérmiis
kosullar altinda indiiklenen insan defensinleri ve katelisidinlerden farkli olarak
dermsidin, insan teriyle salgilanir [126]. Saglkli insanlarla enfekte insanlar arasinda

dermisidin diizeyinin degismedigi de bilinmektedir [127].

2.4.5 Hepsidinler

ilk olarak 2000 yilinda insan kanindan elde edilmistir [128]. Bu peptit, ozellikle
sisteinlerden (% 32) zengin olup, dort disilfit bagl icermektedir. Ayrica hepsidinlerin
demir kullaniminda da 6nemli bir rol oynadigl [129] ve genetik bir hastalik olan agir

juvenil hemokromatoz ile iliskisi oldugu dislintilmektedir [130].
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2.5 insan Peptit Antibiyotiklerinin Etki Mekanizmasi

Genellikle katyonik AMP'lerin anyonik bakteri zarlarini hedef aldigi bilinmektedir. insan
AMP'leri ya hiicre yuzeyi (zarlar dahil) ya da hiicreler iginde gesitli molekileri hedef

alarak bunlarla etkilesebilir ve antimikrobiyal aktivite gosterebilirler [21].

AMP'lerin molekiiler hedefleri, bakteri zarlari ile sinirh degildir. Bircok arastirmaci
tarafindan insan antimikrobiyal peptitlerinin hiicre duvar sentezini inhibe ettigi
gosterilmistir. Bu etki antimikrobiyal peptitlerin yaygin gorilen mekanizmasindan
biridir [21]. Bunun disinda sik goérilmese de hiicre zarinda 06zel yaglari ya da

karbonhidratlari taniyan proteinlere sahip antimikrobiyal peptitler de vardir [131].

insan katelisidin LL-37’nin bakteri zarlarini bozdugu bilinmektedir. Zar parcalanmasi ii¢
asamada gercgeklesir. Birinci asamada katyonik peptit, bakterilerin anyonik ylzeyini
tanir ve kaplar. Amfipatik sarmal yapili katyonik peptit, anyonik bakteri zarlarini
hedefler. ikinci asamada, LL-37 dis zara baglanarak dis zari gecer. Son asamada ise ig
zara ulasarak buraya baglanir [21]. Yiksek derisimlerde, peptit, miselleserek zarlar
bozabilir ya da dikey bir konum alarak gézenek olusturabilir [132]. Bakteri hiicre zarinin
yapisinda notr pH’ya gore asidik pH'da daha belirgin bozulma meydana gelmektedir

[133].

DNA baglayici histon 2A’dan Uretilen bazi peptitlerin DNA’y1 baglayarak niikleik asit
sentezini inhibe ettigi ve bu sekilde antimikrobiyal etki gosterdikleri bilinmektedir
[108]. Yine, elastaz ve katepsin L'yi inhibe eden proteinlerin de nikleik asitleri
baglayarak antibakteriyel aktivite gosterdigi bilinmektedir [21]. AMP'lerin
antibakteriyel etki mekanizmasi ¢cok farkli mekanizmalar ile gerceklesebilir. Ornegin,
insan LL-37’si ilk olarak bakteri hiicre zarina zarar veriyor ve ardindan DNA’ya
baglanarak bakterilerin Gremesine engel oluyor olabilir [108]. Bazi peptitlerin bakteride
ATP'nin akisini indikleyerek kiigiik molekillere karsi hiicre gegirgenligini arttirdigl ve
iyon dengesizligine yol acarak antibakteriyel aktivite gosterdigi bircok model ile
gosterilmistir. Yine bakteriyel enfeksiyonla miicadele igin, bazi AMP'lerin bagisikhk
hiicrelerine etki edip bagisiklik sisteminin enfeksiyonla miicadelesini arttirmak icin

uyardigr bildirilmistir [21]. Fakat hala daha bagisiklik sistemi molekdlleri ile
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antimikrobiyal peptitlerin bakteri 6ldirmede birlikte nasil calistiklari tam olarak

acitklanamamistir [134].

2.6 Bakterilerin Antimikrobiyal Peptitlere Gosterdigi Diren¢ Mekanizmalari

Antimikrobiyal bilesiklere karsi direng gelisimi, enfeksiyon hastaliklarinin tedavisini
zorlastiran en 6nemli sorunlardan biri oldugu igin, AMP'lere direng mekanizmasinin
ayrintili bir sekilde anlasiimasi yasamsal 6nem tasimaktadir. AMP diren¢ mekanizmalari
arasinda proteolitik bozunma veya salgilanan proteinlerin sekestrasyonu (ayri bir
kisimda tutulmasi), ekzopolimer ve biofilm matris molekillerinin empedansi, hiicre
yuzeyi ile zar degisiminin engellenmesi ve pompalar tarafindan AMP’lerin hiicre

zarindan uzaklastiriimasi bulunmaktadir.

Proteazlar, AMP'lerin bakterilerle etkilesime girerken karsilastiklari ilk savunma
mekanizmalaridir. AMP'lerin hiicre disi enzimler tarafindan proteolitik olarak
parcalanmasi, mikroorganizmalarin AMP’lere direng saglamanin basit, ancak etkili bir
yoludur [135]. Konak hiicre proteini olan proteazlar makroglobiilin ile AMP’lere etki
gosterirler ya da AMP’leri etkisizlestiren dermatan silfat salgilarlar [136]. En etkili
proteaz gruplarindan biride Gram negatif bakterilerin dis zarinda bulunan aspartat
proteaz olan omptin ailesidir ve birgok AMP Uyesini pargaladigl gosterilmistir [137].
Proteazlarin  opmtin  ailesiyle  birlikte  metalloproteazlar da  AMP’lerin
etkisizlestirilmesini saglarlar ve gram negatif bakterilerin AMP'lere karsi korunmasinda
onemli bir rol oynarlar. AMP'lerin proteazlar tarafindan inaktivasyonunun, hedef
peptitin yapisina oldukc¢a bagh oldugu vurgulanmatadir [138]. Proteoliz ile birlikte,
hiicre disi proteinin aracilik ettigi AMP'lere direncte sekestrasyon 6nemli bir role
sahiptir. Stafilokinaz, en belirgin hiicre disi AMP sekestrasyon molekillerinden biridir.
Staphylococcus aureus ve alfa-defensinleri (HNP-1 ve 2) birbirine baglar [139]. Dahasi,
LL-37'ye baglanma, stafilokinaza bagiml plazminojen aktivasyonunu arttirir ki bu da

patogenezde stafilokinazin dnemli bir rol oynadigini gosterir [138].

Bakteri biyofilmi, ekstraselliiler proteinler, ekstraselller DNA ve ekzopolisakkaritlerden
(EPS) olusan bir matrise gomiilmus, ylzeye bagl bakteri hiicrelerinden olusan bir
bilesimdir [140]. Biyofilm olusturan bakteriler antibiyotiklere ve AMP'lere daha yliksek

diren¢ gostermektedirler [138]. Bu gl¢li direncin, AMP'lerin biyofilme sizmasindaki
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azalmasina bagli oldugu distntlmektedir [141]. EPS ve kapsiler polisakkaritler (CPS),
AMP'leri yakalayarak veya iterek aktivite gostermelerini engellemektedir [142]. Bazi
bakterilerde bulunan kapsiller de AMP'lerin sekestrasyonunda dnemli bir role sahiptir.
Ozellikle hiyaliironik asit kapsiilii ve M proteini, AMP’lerin antibakteriyel aktivitelerini
ortadan kaldirmaktadir [143]. Biyofilmlerde AMP direncinde gulikronik asit ve
mannironik asit gibi anyonik sekerler igeren agillenmis polisakkaritlerin genetik olarak
asiri ekspresyonu rol oynamaktadir [138]. Bazi gram negatif bakteriler AMP’lerin
etkisinden, ylizey baglanmasini dnleyen bir glutamik asit homopolimeri olan poli-gama-
glutamik asit (PGA) iceren ve bakterileri fagositozdan koruyan bir hiicre disi kapsilin
varligl sayesinde korunurlar [144]. Fakat bu kapsile sahip bakterilerin biyofilm
olusturmasi da diger bakterilere gore daha zordur [145]. Tim bunlara karsin, biyofilm
ile iliskili enfeksiyonun tedavisinde AMP'lerin geleneksel antibiyotiklere alternatif
olabilecegini belirtmek gerekir. AMP'lerin etki tarzi genellikle bakterisidaldir, oysa
bircok geleneksel antibiyotik genellikle bakteriyostatik olarak etkinlik gosterir ve hizli
cogalan bakterileri hedef alir. Bu nedenle biyofilmlere karsi etkinlikleri yok denecek
kadar azdir [145] [146]. Bununla birlikte, biyofilm ic gerilimi, AMP’lere karsi bir direng
olusturdugundan dogal veya sentetik AMP'ler ile biyofilm kontroll veya biyofilm varhg
olan enfeksiyonlarinin tedavisinde AMP'lerin kullanimi zorlasmaktadir [147]. Yapilan
yeni bir arastirmada, cesitli gram pozitif bakteriler tarafindan yaygin olarak kullanilan
D-alanilasyonun hiicre duvar yogunlugunu arttirdigi ve bu durumun da elektrostatik
itme ve ylizey gecirgenliginin azaltilmasina neden oldugunu ve AMP’lerin etkinligini

azalttigini gbstermistir [148].

insan AMP'leri hiicre duvari biyosentezini bloke etmek icin bakteriyel peptidoglikan
oncill olan yag II'yi hedef alir. Bakteri AMP’leri de genelde zarda gozenek olusturmak
icin yag II'yi kullanirlar. Gram negatif bakterilerde AMP’ye direng gelistiren bir diger
yolu, yag A'ya fazladan agcil zincirler ekleyerek dis zarin sertligini arttirmaktir (Sekil 2. 2)

[138].
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Sekil 2. 2 Gram-negatif ve Gram-pozitif bakterilerde antimikrobiyal peptid direng
mekanizmasinin 6zeti. Bakterilerde gecici yiksek seviyeli AMP direncine yol acan
baslica yollar zar modifikasyonlari, artan akis ve proteolitik degradasyondur [149].

2.7 Antimikrobiyal Peptitlerin Potansiyel Stratejileri

Yapilan bir¢ok arastirmada, insan AMP’lerinin, insan konak savunmasi ve dogustan
gelen bagisikligin 6nemli bir parcasi oldugu saptanmistir [102] [21]. 1922'de bulunan
antimikrobiyal protein lizozim harig, kisa katyonik peptitlerin ¢ogu 1980'den sonra
kesfedilmistir. GUnlimizde 100'den fazla insan AMP'si tanimlanmis ve karakterize
edilmistir. Bu tanimlama ya da karakterizasyon peptitlerin insan dokularindan izole
edilmesi ya da biyoinformatik olarak insan genomunun incelenmesi ile 6ngérilmustdr.
Peptitler cesitli amino asit dizilerine ve fiziksel Ozelliklere sahiptirler ve bu durum
onlara degisik aktiviteler kazandirmaktadir. Ornegin histatinler ve defensinlerin
mantarlara karsi etkisi oldukca yliksektir. LL-37 ve defensinler bircok patojene karsi
genis spektrumlu peptitlerdir. insan AMP'leri, yiizey molekiillerinden (6rnegin hiicre
duvarlan), ic zarlardan hiicre ici molekillere kadar degisen farkh hedeflerle etkilesime
gecerek bakterileri 6ldlrebilir. Bazi AMP'ler iki veya daha fazla molekiil ile etkilesime
girebilir. Ornegin, ilk olarak antimikrobiyal peptit peptidoglikanlara baglanarak
bakteriyi tanir ikinci asamada bakteri hiicre zarinda gézenek olusturarak bakteriyi
oldirir [150]. Tum bu 6zellikler dikkate alindiginda, insan AMP'leri amino asit dizisi, lg

boyutlu yapi, aktivite ve etki mekanizmasi bakimindan farkliliklar gosterirler. Bu
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farkhliklar sayesinde birgok insan AMP'si insan hastaliklarinin saptanmasi ve teshisinde

biyolojik belirteg¢ olarak kullanilabilir [151].

AMP'lerin milyonlarca yildir korunmus dizilere sahip olmasi mikrobiyal direncin bunlara
karsi gelismesinin ¢ok zor ya da olanaksiz oldugunu gostermektedir. Bu nedenle insan
AMP'leri kullanilarak yeni antimikrobiyaller gelistirilebilir [21]. Ozellikle, farkli yapisal
iskelete sahip peptitler, ayni bakteriyi farkli mekanizmalarla éldirebilir. Ayrica, ayni
peptit dizisi, Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilere veya virlsler gibi patojenlere
secicilik gosteren cesitli peptitlere gore uyarlanabilir [108]. Bu segicilik, mikrobiyal
florayl yok etmeden bakterilerin elimine edilmesi icin olduk¢a 6nemli gorilmektedir.
AMPIlerin antimikrobiyal ilag olarak gelistirilmesi, hedef patojenlere karsi etkili olmasi,
in vivo sartlarda, insan hicrelerine disik toksisite gostermesi, proteazlara karsi
dayanikli olmasi ve ayni zamanda uygun maliyetli Gretiminin saglanip saglanmamasina
baghdir [152]. Son olarak immin modilasyon peptitleri mikroplara dogrudan etki
etmediklerinden antimikrobiyal direncin gelismesine yol agmazlar ve bu nedenle de

AMP’in enfeksiyon tedavisinde kullanimi uygun bir secenek olabilir [21].

Tim bu bilgiler ve stratejiler degerlendirildiginde, antibiyotiklere direncli
mikroorganizmalarla olusan tedavi edilmesi zor enfeksiyonlara ve kanserlere karsi yeni
antimikrobiyal ve antikanser peptitlerin gelistiriimesi dnliimuizdeki yillarda 6ne gikacak

bir konu olacaktir [152].

2.8 Antimikrobiyal Peptitlerin Rekombinant Sentezi

Gunlmuzde ila¢ olarak ticari amacla Uretilen antimikrobiyal peptitlerin yiksek
maaliyeti firma ve arastirmacilari rekombinant Uretim ile maliyet distrme
calismalarina yonlendirmistir. Kimyasal yontemlerle peptit sentezinin basarili bir
sekilde gerceklesmesi ve peptitlerin ticari gelisimine sagladigi katki nedeniyle
rekombinant yontemlerle Uretim kimyasal yontemlerle sentezin gerisinde kalmistir.
Fakat rekombinant yontemlerin, maliyet diisiirme potansiyeli ve kimyasal yontemlerle
sentez asamasinda blylk miktarlarda malzeme gereksinimi peptitlerin rekombinant

Uretimini hala c¢ekici hale getirmektedir [22].
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Peptitlerin rekombinant Uretimi igin yapilan bircok c¢alismada o6zellikle flizyon
proteinleri kullaniimaktadir. Bu sayede hiicresel Urin olarak salinan polikatyonik
peptitin, bakteri hiicresine olan toksisiteside dislik olmaktadir. Hiicresel (iretim ile elde
edilen rekombinant Griiniin % 30'undan fazlasi basit bir santrifiijleme ve suyla yilkama
yoluyla elde edilebilmektedir [153]. Yine hiicresel Urin olarak salinan aktif peptitler
yuksek katyonik o6zelliklerinden ve distik molekil agirliklarindan dolay diisiik basingh
kromatografik yontemlerle de kolayca saflastirilabilmektedir. Tim bu yontemler ve
maliyet degerlendirildiginde peptit antimikrobiyallerin ticari olarak Gretiminin

rekombinant yontemler ile saglanmasi kazangl bir islem haline gelebilir [154].

Antimikrobiyel aktivite gosteren ve ilag olma potansiyeli yliksek peptitler rekombinant
yontemler kullanilarak bakteriyel sistemlerinde Uretilmektedirler. AMP’lerin bakteriyel
sistemlerde Uretilmelerinde karsilasilan en bliylk sorun, bu peptitlerin bakterilere karsi
toksik ozellik gostermesidir [155]. Bununla birlikte AMP’ler oldukga kicik molekiiller
oldugu icin saflastirma islemi sirasinda da Griinin tamaminin elde edilmesi olanakh
olmamaktadir. Bu zorluklarin asilabilmesi flizyon proteinlerinin rekombinant olarak
peptit dizilerine baglanmasi ile mimkin olmaktadir. Boylelikle peptitlerin Uretim
esnasinda konak hiicreye olan toksik etkileri ortadan kalkmakta, saflagtirma islemleri
kolaylasmakta ve elde edilen Uriin miktarinda da artis olmaktadir. Peptit ekspresyonu
icin kullanilan birgok farkli tirde flizyon proteini bulunmaktadir [156]. Bu flizyon
proteinleri hem buyuklikleri agisindan hem de protein ekspresyonu agisindan farkhlik
gostermektedir. Rekombinant yontemlerde kullanilan blyiik flizyon proteinleri kiguk
olanlara gore daha fazla miktarda protein lGretmesine karsin proteolitik yikima karsi
daha duyarh olduklari bilinmektedir. Kimi flizyon proteinleri ¢ézlinilr fraksiyonda Urin
verirken bazilari ise ¢dzlinmeyen inkliizyon cisimlerinde protein lretilmesine neden
olurlar. Genellikle ¢ozlinir fraksiyonda protein Uretimini saglayan ve ayni zamanda
peptitleri proteaz aktivitilerinden koruyan, saflastirma asamasi igin gelistirilmis sisteme
sahip olan flizyon proteinlerini kullanmak rekombinant sentez icin daha avantajlidir
[157]. Ornek olarak, histidin tekrarlari, peptiti kodlayan gen dizisinin N- ya da C-
terminaline eklendiginde, peptit, nikel ya da kobalt afinite kolonlariyla daha verimli
saflastirilabilmektedir. Bunun vyaninda, glutatyon S-transferaz (GST) gibi flizyon

proteinleri dogrudan glutatyon afinite kromatografisiyle saflastirilabilmektedir [158].
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Saflastirilan flzyon protein/peptit kompleksi fliizyon proteininden ya enzimatik ya da
kimyasal olarak iki farkli sistem kullanilarak ayristirilabilir. iki sistemde de
protein/peptit kompleksini kodlayan gen lizerine, flizyon proteini ve peptit arasina
enzimin ya da kimyasalin tanima bolgesi yerlestiriimektedir [159]. Saflastirma sonrasi
en son asama olan enzimatik ya da kimyasal ayristirma sonrasinda, peptit dizisi

Uzerinde fazladan bir ya da iki amino asit kalmaktadir [160].

2.9 Antimikrobiyal Peptitlerin Gelecegi

Son zamanlarda yapilan ¢alismalar, dogustan gelen bagisiklik mekanizmalarinin memeli
hicre savunmasindaki katkilarini ortaya cikarmistir. Memelilerde dogustan gelen
bagisiklik mekanizmalari arasinda g¢esitli antimikrobiyal peptitlerin rol aldig
bilinmektedir [161]. Transgenik farelerle yapilan calismalar da yine antimikrobiyal
peptitlerin savunmadaki rollerini kanitlamigtir. Genetik yetersizlikler, gelisimsel
bozukluk, kronik iltihaplanma, gevresel toksinler veya es zamanli sistemik hastaliklarin
antimikrobiyal peptitlerin sentezinde nasil degisiklikler yaratacagi ve hiicre
savunmasina olan etkisini arastirmak, yeni tedaviler gelistirmek icin olduk¢ca onemli
fikirler saglayacaktir. Huttner ve Bevins, antimikrobiyal peptitlerin ekspresyonu
sirasinda yasanabilecek sorunlarin cesitli hastaliklara yatkinlik olusmasi olasiligini
vurgulamiglardir [162]. Ornegin, antimikrobiyal peptit diizeyinde veya aktivitesindeki
eksiklik, yenidogan sepsisi, orta kulak iltihabi, periodontal hastaliklara, idrar yolu
enfeksiyonlari vb. gibi rahatsizliklarin olusmasindaki etkisi olduk¢a biyiik olabilir [163].
Hicre savunma mekanizmalarinin daha iyi anlasilmasi, hiicre savunmasinin etkinligini
arttiran terapotik stratejilere isik tutabilir. Antimikrobiyal peptitler, enfeksiyonlarin
tedavisinde topikal veya sistemik ajanlar olarak kullanilabilirler [164]. Peptitler
konvansiyonel genler tarafindan kodlandigi icin, gen tedavisi ile somatik hicrelerde
secilen bolgelere bu peptitlerin genlerinintransferi ile indiklemeler yapilabilir. Yapilan
fare deneylerinde, LL-37 / CAP-18'in hiicrede asiri sentezlenmesi, farelerde solunum

yolunun antimikrobiyal etkinligini arttirdigi kanitlanmistir [165].

Antimikrobiyal peptitler ile yapilan c¢alismalar sonucunda oldukca yiliksek
antimikrobiyal etkinlik gosterecek bir peptitin katyonik ve amfifilik 6zellikte ve

cogunlukta hidrofobik amino asitlerden olusmasi gerektigi belirtilmistir [166]. N veya C
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terminalde D-amino asitlerin bulunmasi proteolitik etkiler karsisinda molekdllerin
dayaniklihgini arttirmaktadir [167]. Tim dizisi D-amino asitlerden olusan sentetik
peptitlerin, enzimatik proteolize karsi beklenenden daha iyi direng sergiledigi
bilinmektedir [168]. Kisa amfifilik peptitlere D-lizin ve D-I6sin amino asitlerin sistematik
olarak eklenmesi, peptite ¢gesitli segicilik, antimikrobiyal aktivitede artis ve proteazlara
karsi direng gibi kazanimlar saglamistir [169]. D-amino asit iceren peptitlerin ticari
anlamda sentetik olarak gelistiriimesindeki en bilylk engelin toksisite ya da

antimikrobiyal etkinlikten daha ¢ok maliyet oldugu belirtiimektedir.

Peptitlerin proteaz aktivitesine direng gosterebilmeleri icin son zamanlarda B-amino
asitlerden olusan antimikrobiyal peptitler Gzerinde c¢alismalar yapiimistir [170]. a-
amino asitler gibi, bunlarin da ikincil yapilari a-sarmaldir. Dogal peptitlerin aksine, bu
peptitler proteolitik enzimlerin etkisine direnclidir [171]. Bu Proteazlara karsi sahip
olduklari bu direng, peptitin farmakolojik 6mrin sinirlayan durumlardan etkilenmesini
Onleyecegi gibi tedavi amagli oral yolla verilebilecek ticari bir tGriine donlisme olanagi
da sunmaktadir. Fakat B-amino asitlerden olusan antimikrobiyal peptitlerin diger
formdaki peptitler gibi mikrobiyal hiicreler ile insan kirmizi kan hiicreleri lzerinde

secicilik gostermedigi bilinmektedir [170].

2.10 Antimikrobiyal Peptitlerin Etkinliginin Belirlenmesinde Molekiiler Modelleme

Yontemleri

Molekller modelleme, teorik veya bilgisayar ortaminda hesaplamali olarak
molekillerin gergekteki yapilarini ve davranislarini 6ngoérmek (taklit etmek) igin
kullanilan yontemlerin tlimine verilen genel isimdir [172]. Sinirh sayida atom igeren
molekillerin minimum enerjiye sahip olduklari 3 boyutlu yapilarin belirlenmesi icin ab
initio (kuantum) modellemesi kullanilirken, ¢ok daha fazla atom ve birden fazla
molekilin yer aldigi sistemlerdeki mikroskopik etkilesimlerin modellenmesi igin

“molekiler dinamik” veya “docking” gibi yontemler kullanilabilinmektedir.

Kuantum modellemesinde atomlarin icerisinde yer alan elektronlarin ¢ekirdegin
merkezine olan uzakhga bagli bulunma olasilik fonksiyonlari kullanilarak molekdllerin
yapilari, elektronik yik dagihimlari, atomlar arasindaki acilar ve bunun gibi

parametreler hesaplanabilir. Molekiler dinamikte ise Born-Oppenheimer yaklasimi
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gecerlidir, yani atom cekirdeklerinin hareketleri elektron hareketlerinden bagimsiz
olarak disundlebilinir ve bu da klasik fizik kurallarinin kullanilabilinmesine olanak

saglar.

Molekiler dinamik; molekdllerin su veya zar igi gibi gercekte bulunduklari ortamlarda
nasil davrandiklarini belirli algoritmalarla hesaplayarak hareketini 6n géren modelleme
cesididir [173]. Newton’un F=m.a hareket denkleminin ¢6ziimu, yani kitlesi olan bir
cismin kuvvet uygulandiginda ivmelendigi prensibine dayanir. Buradaki kuvvet,
molekiller igindeki ve/veya arasindaki atomlar arasindaki etkilesim sonucu
olusmaktadir. Her bir atom Uzerine etki eden kuvvet genellikle her bir pargacigin
pozisyon vektoriine bagh olan potansiyel enerjiden tiretilir. Bu potansiyel ener;ji,
Lennard-Jones potansiyel fonksiyonu gibi ampirik olarak tanimlanan bag
yapmayanlarin potansiyel enerjisi ile bag yapanlarin potansiyel enerjileri toplamindan
olusmaktadir. Bag yapanlarin potansiyel enerjisi, bagli atom ikililerinin arasindaki bag
enerjisi, ¢ atomun yaptigi baglanma acilarinin enerjileri ve bagh doért atomun
torsiyonel enerjilerinden olusmaktadir. Bunlara bagh olarak molekiler dinamikte her
bir zaman adimi sonrasi her bir atomun kartezyen koordinat bilgisi Verlet

algoritmasinin degisik versiyonlari ile hesaplanmaktadir [174], [175].

Docking modelleme yéntemi ise algag¢ adi verilen buylk bir molekil Gzerinde genel
olarak baglag adi verilen daha kiiglik molekillerin en disiik enerji ile baglandigl bolgeyi
ve bu enerjinin miktarini sayisal olarak hesaplamak icin kullanilan baska bir molekiler
modelleme yontemidir. Docking modelleme ydnteminde genetik veya Lamarckian
genetik algoritmalari  kullanilir. Monte Carlo, Multiscale modelleme, Network

Modelleme gibi daha farkli molekiiler modelleme yontemleride kullanilmaktadir.

Bilgisayarli modelleme yontemleri mikroskopik zaman ve uzaklik olgekleri ile
laboratuvardaki makroskopik deneyler arasindaki bir kopri gibidir. Deneylerde elde
edilen bazi sonuclarin arkasindaki detaylar hesaplamali modelleme yontemleri ile
actklanabilir. Bir modelleme sonucunu deneysel sonuglarla karsilastirabildiginiz gibi
laboratuvar ortaminda cok zor olan veya olanakli olmayan ortamlari similasyon

yontemleri ile incelemek olanakldir.
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Antimikrobiyal peptitlerin etki mekanizmlarini anlayabilmek igin biyoinformatik
yontemler yardimiyla peptitlerin aminoasit dizileri kullanilarak 3-boyutlu yapilarn
tahmin sunucusu ile elde edilir ve bu da molekiler dinamikte girdi olarak kullanilir.
Antimikrobiyal peptitler aminoasitlerden olustugu icin ve aminoasitlere ait
parametreler 6nceden yapilmis olan literatlrdeki ¢alismalarla oldukga iyi tanimlanmis
oldugu icin bu  bilgileri iceren kuvvet alani parametre kitlphaneleri
kullanilabilmektedir. Bu kltlphaneler sayesinde molekiler dinamik 6ncesi tekrardan
kuantum modellemesi yapmaya gereksinim duyulmamistir. Bu parametrelerin
kitliphanelerde var olmadigi durumlarda kuantum modelleme yontemine basvurmak

gerekmektedir.

Ozellikle antimikrobiyal peptitler genelde hiicre zari iizerine etki ederek antimikrobiyal
aktivite gosterdikleri icin genelde molekiller modellemeleri zarda, zar Gzerindeki sulu
ortam icinde ve araylzlerinde gerceklestirilmektedir. Zar modellemesi yine literatirde
iyi tanimlanmis yag molekdllerin gift katmanli yapilarinin olusturulmasi ile olanakhdir.
Bunun icin gerekli parametreler kuvvet alani kitiphanelerinde gelistirilmistir [176].
Modellemenin dogru yapilabilinmesi icin buradaki 6énemli noktalardan biri zarin
biyolojik olarak gercege en yakin sekilde ait oldugu organizmaya Ozgll zar
kompozisyonunun olusturulmasidir ve bu VMD gibi gorsellestirme igin kullanilan paket
programlarla vyapilabildigi gibi literatlirde bu konu hakkinda 6zel calismalar da
bulunmaktadir [177]. Antimikrobiyal peptitlerin, antimikrobiyal etkisinin, metabolik
oneme sahip bazi proteinlerin islevini bozarakta olabilecegi distintldiginden 6nemli
gorilen bazi proteinlere AMP’lerin nasil baglandiklari, molekiler modelleme yontemi
olan docking yontemi ile incelenmektedir. Baglanma enerjisi hesaplamalari sonucunda
iyi baglanma goésteren molekillerin inhibisyon mekanizmalarinin ne sekilde oldugu

gorsellestirilerek incelenebilmektedir.
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BOLUM 3

3.1 Materyal

DENEYSEL CALISMALAR

Cizelge 3. 1 Deneysel Calismalarda Kullanilan Aygit ve Sarf Malzemeleri

EKIPMAN VE SARF MELZEME

MARKA

Saf su aygiti

Advantage Milli-Q

Karbondioksitli inkiibator

Thermo Scientific - 371

invert 151k mikroskobu

Zies Primo Vert

Isik mikroskobu

Leica DM500

Floresan mikroskop

Zeis

Elektron mikroskop

Jeol, JEM-1011

Biyogtivenlik kabinleri

Thermo Scientific Safe2020

Hassas terazi

Shimadzu Uni bloc

pH metre Hanna pH211
Otoklav Nive — OT 90L
Su banyosu Nive —ST30
Derin dondurucular Kirsch

inkiibator

Thermo Scientific Hera Therm
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Cizelge 3. 1 Deneysel Calismalarda Kullanilan Aygit ve Sarf Malzemeleri (devami)

Santrifijler

Thermo Scientific Labofuge 400 / SL 16R

Vortex

VWR -VV3

ELISA ¢oklu plaka okuyucu

Thermo Scientific

10, 20, 100, 200, 1000 ul'lik pipet uclari

Axigen

10, 20, 100, 200, 1000 ul'lik mikropipetler

Thermo Scientific

1, 2, 15, 50 ml’lik santriftij tapleri

Isolab

ELISA 96 kuyulu plakalar

CytoOne - F
Orange Scientific - U

Hucre kaltita flasklari

CytoOne

Pipet tabancasi

Thermo Scientific

1, 5, 10 ml’lik serolojik pipetler

SPL Life Science

Lam Isolab

Lamel Isolab

50-1000 ml’lik otoklavlanabilir cam siseler Isolab
2,5 ml’lik enjektor Set Medikal

0,22 um ve 0,45 um’lik siringa filtreleri

Sartorius Stedim Biotech Minisart

Manyetik karistirici

Thermo Scientific

Tup stantlar

Isolab

Spinfij Biosan FVL 2400N
Ultramikrotom Leica EM UC7
Grit Sigma
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Cizelge 3. 2 Deneysel Calismalarda Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Besiyerleri

MADDE ADI MARKA
Miller Hinton Agar besiyeri Salubris
Luria-Bertani (LB) sivi besiyeri Merck

SYBR Green floresan boya

TiBO, Tibo gold

Tris Base Sigma
Sodyum klorir, NaCl Merck
Hidroklorik asit, HCI Merck

Sodyum hidroksit, NaOH Merck
Triton X 100 Sigma
DMSO Sigma

Sitotoksisite deney kiti

CytoScan™ SRB Cell Cytotoxicity Assay kit

DMEM BioShop

FBS BioShop
Tripan mauvisi Sigma
Tris EDTA Sigma
PBS Merck
Gluteraldehit Merck
Ozmiyum tetroksit Merck
Etanol Sigma
Propilen Sigma
Epon Sigma
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3.1.1 Gozeltilerin Hazirlanmasi

3.1.1.1 Luria-Bertani (LB) Sivi Besiyerinin Hazirlanmasi

Toz haldeki Luria-Bertani besiyerinden 25 g tartilir, hacim deiyonize su ile 1 litreye

tamamlandi. Otaklavla steril hale getirldi, +4°C’de saklandi.

3.1.1.2 Tris — Salin Hazirlanmasi

10mM Tris, 150mM NaCl hazirlandi, cam bir sisede karistirildi pH7.2 olacak sekilde

ayarlandi, 0.22 um por ¢apina sahip filtreden gegirilip steril edildi, +4°C’de saklandi.

3.1.1.3 DMEM Medyumun Hazirlanmasi

500 ml DMEM igerisine 2,5 ml penisilin — streptomisin (10 mg/ml) eklenerek stok
besiyeri hazirlandi. Hiicre kultirli ve sitotoksisite testinde kullaniimak igin stok
besiyerinden 45 ml alinip tizerine 5 ml FBS eklenerek %10 FBS igeren besiyeri hazirlandi

ve +4°C’de steril bir sekilde saklandi.

3.2 Yontem

2011 yilinin Aralik ayinda baslayan deneysel galismalar 2017 yilinin Temmuz ayinda
tamamlanmistir. Alti yil sliren bu tez calismasinda uygulanan yontemler asagida

belirtilen baslklar ile siralanmigtir.

3.2.1 TN Antimikrobiyal Peptitlerin Molekiiler Modelleme ile incelenmesi

Bu calismada gelistirilen katelisidin benzeri peptidlerin genel yapisi, dogada birgok
farkl canlida bulunan katelisidinler ile benzer, korunmus amino asit dizilerine sahip ve
insan katelisidin LL-37’nin yapisindan esinlenerek tasarlanmistir. AMP’lerin amino asit
dizilerine NCBI incelenerek ulasilmistir. Hesaplamali modellemede, Intel Xeon g¢ok
cekirdekli is istasyonunda paralel calisan “NAMD 2.11” yazilim [178] programi
kullanilarak molekiiler dinamik (MD) simulasyonlar, “CHARMMZ27 all-atom force” alani
[179] ile yapilmistir. Peptitlerin ¢ boyutlu yapilari, PEP-FOLD3 sunucusu [180]
kullanilarak, molekillerin olasi yapisiyla ilgili %99 oraninda dogru sonug¢ vererek

belirlenmistir (Sekil 3. 1). Bu peptidlerden deneysel olarak en iyi antimikrobiyal aktivite
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gosterenler, “VMD zar plug-in versiyon 1.1 [181] kullanilarak zar lzerine yerlestirildi.
Deneylerle tutarli olmasi igin, bakteri zariyla uyumlu ve bakteri zarinin buylk
boliminli olusturan 1-Palmitoil-2-oleoil-sn-glisero-3-fosfoetanolamin  (POPE) yag
molekilleri ile zar modeli olusturuldu. Kibik similasyon kutusu icindeki zar yapisina su
molekdlleri ve sistemin nétralizasyonu igin klorir iyonlari eklendi [182]. Bu islemlerin
herbiri VMD de bulunan Tcl komutlari ile yapildi [181]. ilk similasyonda yag kuyruklari
disindaki her sey dizeltilmis ve su molekillerinin hareketi baglatiimistir. Ardindan
protein molekdlleri sisteme eklenmis ve denge c¢alismasi yapilmistir. Enerji
minimizasyonu ve protein ile dengeleme sonrasi, harmonik kisitlamalar ile tim sistem

2 ns igin dengelendi. Dengeleme sonrasi 2 ns (nanosaniye) daha simiilasyon yapiimistir.

Tim yoringeler analiz icin her 2 ps'de (pikosaniye) saklandi. Similasyonlar boyunca,
uzun menzilli elektrostatik etkilesimler Parcacik Mesh Ewald yontemi (PME) [183] ile
islem gordii ve periyodik sinir kosullari altinda van der Waals etkilesimleri icin 12 A
kesme mesafesinde kesilme ve 10 A'da déniisiim uygulandi. Tim bu NPT topluluk
similasyonlari, 310K sicaklik ve 1 atm'lik normal basing altinda fizyolojik kosullarin
siliko karsihiginda yapildi ve her ikisi de Langevin dinamikleri tarafindan kontrol edildi.
Analiz boyunca, goriintiler icin Discovery Studio Gorsellestirici versiyonu 16.1 [178]

kullanildi.

Tasarlanmis peptitlerin su ve / veya zar ortamindaki bireysel veya kendi kendine
kiimelenmis dinamik davranisinin yani sira, dinamik etkilesim davranislari, 6zellikle
mikroorganizmalar igin yasamsal islevleri olan belirli bir zar proteini ile de ilgilendik. Bu
amacla secilen protein, Protein Data Bank'tan alinan bilinen li¢ boyutlu kristal yapiya
(PDB kodu 3VMT) sahip S. aureus zara bagli glikoziltransferaz molekili idi. Bu davranisi
arastirmak icin zarin Ust ylzeyine yapisan bu zar proteini ile komplekslesmis bu iyi
performans gosteren peptidlerden birinin molekiler dinamikler (MD) similasyonunu
yaptik. Molekiler dinamik similasyonundan o6nce, girdi yapilarinin hazirlanmasi
sirasinda molekiler yerlestirme, proteinin serbestce mevcut olan ylizeyi (izerindeki
peptitlerin en iyi baglanma konumlarini, yani zar ile temas halinde bulunmadigini
bulmak icin gerceklestirildi. Bu yerlestirme simiilasyonlari, hesaplama yoluyla bu tir
kompleksler arasindaki etkilesimi 6ngoérmek icin yaygin kabul gérmis bir rijit-vicut
proteini-protein yerlestirme sunucusu olan GRAMM-X [184] internet tabanli bir hizmet
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kullanilarak gergeklestirildi. Peptid TN3'lUn peptidoglikan glikoziltransferaz yapisinin
zara nilfuz etmeyen kismina vyerlestirme similasyonu gergeklestirildi ve bu
yerlestirilmelerden ortismeyen en iyi baglanma enerjisine sahip 4 pozisyon secildi.
Proteinin ylzeyindeki bu 4 farkh sekilde konumlandiriimis TN3 peptidi ile birlikte,
molekiler dinamik simlasyonu igin girdi yapisini olusturmak igin proteinin yizeyini
algilayabilecek yeterince yakin ama rastgele konumlandiriimis TN3 peptitleri
peptidoglikan glikoziltransferaz ile bir araya getirildi. POPE zar modeline bagl olan bu 9
peptit-protein kompleksi, 6nceki MD similasyonlari icin ayni yontem izlenerek agik su
molekilleri igerisinde toplam 4 ns icin simile edildi. Bu ¢alismaya Acibadem Mehmet
Ali Aydinlar Universitesi Tip Miihendisligi 6gretim tiyesi Yrd. Dog. Dr. Tugba Arzu Ozal

ildeniz katki saglamistir.

TN1 RLLRLLLLRLLR TN5  RLLLRLLLRLLLR TN6 RLLRLLLRLLR TN3  RLLRLLRLLL

Sekil 3. 1 TN AMP’lerin PEP-Fold programi ile belirlenmis olasi li¢ boyutlu yapisi a:
Arg’lerin arti yikli yan gruplarinin dogrusal bir eksen lizerinde sarmal omurga boyunca
yerlesimi; b: hidrofobik ucta Arg’nin olmayan (g kollu tirbuson benzeri yapi

3.2.2 Antimikrobiyal Peptitlerin Sentezi

Tasarlanan peptitler, hizmet alimi karsiliginda Fmoc peptid sentezleme yontemine goére
Metabion firmasi (Almanya) tarafindan sentezlenmis ve liyofilize olarak hizmet alimi
karsiiginda tarafimiza gonderilmistir [185]. Tasarlanmis ve sentetik olarak

sentezlettirilmis olan TN 1 — 7 AMP’lerin 6zellikleri Cizelge 3. 3’de bulunmaktadir.
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Cizelge 3. 3 Tasarlanmis ve sentetik olarak sentezlettirilmis olan TN 1 —7 AMP’lerin

ozellikleri
Peptid Dizi Molekiiler agirhk pH7 net izoelektrik | % Hidrofobisite
(g/mol) yukleri nokta
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
TN4 | RLLRLLRLLLLLL 1618,15 3 pH 12,4 %77
TN5 | RLLLRLLLRLLLR 1661,18 4 pH 12,58 %70
TN6 RLLRLLLRLLR 1434,86 4 pH 12,58 %64
TN7 RLLRLLRLL 1165,52 3 pH 12,4 %67

3.2.3 Kullanilan Bakteri Kékenleri

Toplum saghgini en c¢ok tehdit eden ve hastane enfeksiyonlarinin blylk bir
¢ogunlugunu olusturan, ozellikle son zamanlarda antibiyotiklere karsi gelistirdikleri
direncten dolayr 6n plana ¢ikan Gram pozitif kok olan S. aureus'u ATCC 29213,
fermentatif gram negatif basiller icin E. coli ATCC 25922 ve Klebsiella pneumonia ATCC
10031 (K. pneumonia) ve fermentatif olmayan gram negatif basiller icin Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 (P. aeruginosa) 'yi peptitlerin antimikrobiyal etkinliklerini
belirlemek icin minimal inhibitdér konsantrasyon testinde kullanmayi tercih ettik.
Bakteri kokenleri Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi arastirma

laboratuvarlarindan temin edilmistir.

3.2.4 Antimikrobiyal Aktivite

Minimal inhibitér konsantrasyonu, mikroorganizmanin U(remesini engellendigi en
dislik ilag konsantrasyonunu saptamak icin yapilan standart bir testtir. Peptit
antibiyotik minimal inhibitér konsantrasyon (MiK) deneylerinde standart olarak

kullanilan Gram negatif ve Gram pozitif bakteri suslari kullaniimistir (Cizelge 4. 1).
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Kullanilacak bakteri suslari hazir olarak alinan Miller Hinton agara ekilip bir gece
37°C'de inkibe edilmistir. Ertesi glin tiremesi olan bakterilerden 1x10°CFU/ml olacak
sekilde LB sivi besiyerinde bakteri stispansiyonu hazirlanmistir. 96 kuyucuklu plakada
LB besiyeri icinde peptit antibiyotiklerin 512 pug/ml’den baslayarak 0.5 pg/ml’ye kadar
seri seyreltimleri yapilmistir ve Uzerlerine hazirlanan bakteri slispansiyonlarindan
eklenmistir. 37°C’'de bir gece inklibasyona birakilmis ve ertesi gin sonuglar
degerlendirilmistir [186]. Bu calisma Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi

arastirma laboratuvarlari kullanilarak yapiimistir.

3.2.5 Hemolitik Aktivite ve Sitotoksisite

Kanla etkilesim deneyleri, tasarlanan molekillerin kan, doku veya organlar Uzerine
olabilecek olasi toksik etkilerini incelemek amaciyla yapilmaktadir. Bu deneyler
kapsamindaki hemolitik etki testi, hemolitik maddenin kanla temasinin eritrosit kaybi /
hasari yapmasi sonucu serbest plazma hemoglobin seviyesinde meydana getirdigi
artisin Olglimidir. Bu amacla, test ve kontrol maddelerinin ya da ekstrelerinin insan
kirmizi kan hicreleri ile temasi sonucunda saldiklari hemoglobin diizeylerinin
spektrofotometrik olarak ol¢limi yapilir ve buna gore asagidaki formdil ile maddelerin

% hemolitik aktiviteleri hesaplanir.
% liziz = OD414 — OD414(blank) / OD4i4(total liziz — blank) x 100

Bu calismada hemolitik aktivite deneyini yapmaktaki ama¢ AMP’lerin hemolitik
aktivitesini karsilastirabilmek ve hangi derisimlerde HCsq ve Uzeri etki yaptigini anlamak
icindir. % hemoliz degerlerini belirlemek igin %100 hemoliz yapan Triton-X 100 pozitif
kontrol olarak kullanilmistir. Taze insan kanindan 30 pL alip, 10 mL TRIS Salin (Steril, 10
mM TRIS, 150 mM NaCl, pH 7.2) ile slispanse ettik. 3 kez ard arda, slispansiyonu 5
dakika 1500 rpm’ de santrifiij ettik, sipernatanti attik ve peleti TRIS Salin ile tekrar
restispanse ettik. TRIS Salin igerisinde seri seyreltme ile antimikrobiyal aktivite testinde
kullandigimiz peptit dozlarinin miktarlarini bu test icinde hazirladik ve 0,22 pum por
capll filtreden gecirerek steril ettik. insan kirmizi kan hiicreleri ile hazirlanan
siispansiyondan 96 kuyucuklu plakanin her bir kuyucuguna 100 pL dagittik, Gzerine her
bir peptit dozundan ayri kuyucuklara 100 pL ekledik (ilaclarin her bir dozu icin 3 tekrarli
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calisma yaptik ve kontrol olarak % 100 hemolitik aktivite gosteren Triton X 100
maddesini DMSO icinde %20 oraninda seyrelterek kullandik). Hemolitik aktivite igin
hazirlanan 96 kuyucuklu plakayr 37°C de 30 dakika inkiibasyona biraktik. inkiibasyon
sonrasl 96 kuyucuklu plakayr 10 dakika 1500 rpm de santrifiij ettik. Spektrofotometrik
degerlendirme icin her kuyucugun Ust sivisini yeni 96 kuyucuklu plakaya aktardik. 414
nm’de plaka okuyucu spektrofotometre cihazi ile her bir kuyucugu okutarak hemolitik

aktivitelerini analiz ettik [186].

Yapisal olarak farklilik gosteren bircok madde ya da fiziksel etkenler, hicreleri farkh
derecelerde etkileyerek sitotoksisiteye neden olabilirler. ilag olarak kullanimi
hedeflenen bir maddenin biyolojik davranisinin anlasilabilmesi i¢in hayvan
deneylerinden 6nce hiicreler Gzerindeki toksik ya da non-toksik etkisinin belirlenmesi
gerekmektedir. ilag niteligi tasiyan veya toksik profili arastirilan maddelerin sitotoksik
Ozellige sahip olup olmadiklarini degerlendirmek igin in vitro olarak hiicre kiltirlerinde
gerceklesen yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemlerle kisa slirede maddelerin
incelenmesi olanakli olmakta ve bir sonraki basamak olan hayvan deneyleri icin temel
veriler elde edilmesini saglamaktadir. Farkli mekanizmalara ve duyarhliklara sahip gok

sayida sitotoksisite testi bulunmaktadir [187].

Biz bu c¢alismada peptitlerin Okaryotik hiicrelerde olusturabilecegi hasarin
degerlendirilmesi icin Sulforodamin B ile kantitatif hiicresel proteinleri boyamaya
dayali CytoScan™ SRB Cell Cytotoxicity Assay kitini kullandik. ilk olarak HeLa (ATCC CCL-
2) hiicre hattini uygun kiltlr kosullarinda ¢6zerek deneye hazir hale getirdik. Hiicreleri
% 10 fetal bovine serum (FBS), 100 U/ml penisillin ve 100 pg/ml streptomisin ile
desteklenmis Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM) besiyerinde 37°C'de %5
CO;’li etiivde inkiibe ederek biyumelerini sagladik. Buyime gergeklestikten sonra %
80-85 oraninda hiicre kultlr flasklarinin alt ylizeyine yapismis olan Hela (ATCC CCL-2)
hiicrelerinin  bulundugu besiyerini hiicreler kaldirilmadan pipetle c¢ekip attik.
Besiyerinin ortamdan iyice uzaklasmasi icin 1x fosfat tamponu ile hicreleri
kaldirmadan bir kez yikadik ve pipet ile cekip ¢ozeltiyi uzaklastirdik. Daha sonra lizerine
%0.25 Trypsin-EDTA ekledik 10 dakika 37°C'de %5 CO;’li inkibatorde beklettik.
inkiibasyon sonrasi  hiicreleri  %0.25 Trypsin-EDTA icinde siispanse ettik.
Hemositometride hiicre sayimi yapabilmek icin bir miktar hicreyi Tripan mavisi ile
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boyadik. Hiicre sayimindan sonra her bir kuyuda 200 ul besiyeri icerisinde 10.000 hiicre
olacak sekilde 96 kuyucuklu plakalara hicreleri ektik. 24 saat 37°C'de %5 CO-’li
inkibatorde beklettik.

Ertesi glin hiicrelerin izerine eklenecek peptitlerin dozlarini seri seyreltme yontemi ile
200 pl besiyeri icerisinde 128 pug/ml, 64 pg/ml, 32 ug/ml,16 pg/mil, 8 ug/ml, 4 ug/mil, 2
pug/ml, 1 pug/ml, 0.5 pug/ml derisimde olacak sekilde hazirladik. 24 saatlik inklibasyon
suresi sonunda kuyulardan besiyerleri nazikce cekildikten sonra her bir kuyuyu PBS ile
bir kere yikadik. Uygun peptit antibiyotik dozlari ile hazirlanmis besiyerlerini
kuyucuklara ekledik ve 37°C'de %5 CO,’li etiivde 18-24 saat arasinda inkibasyona
biraktik. Maddelerin sitotoksik etkisini anlamak igin kullandigimiz SRB boyasinin
hicreler ile etkilesimini degerlendirmek icin ise sadece Hela (ATCC CCL-2) hiicreleri
bulunan kuyulari kontrol olarak kullandik. inkiibasyon sonrasi kuyucuklari SRB
sitotoksisite kitinin protokolinl izleyerek boyadik ve uygun dalga boylarinda 96
kuyucuklu plaka okuyucu ile okutularak sonuglarin analizlerini yaptik. Ornekleri her
konsantrasyon igin 3 tekrarl olarak calistik. Ayni sartlarda ilagsiz inkiibe ettigimiz
hiicreleri kontrol olarak kullandik [188] [189]. Bu calisma Acibadem Mehmet Ali

Aydinlar Universitesi arastirma laboratuvarlari kullanilarak yapilmistir.

3.2.6 Transmisyon Elektron Mikroskobu

Bakterilerde antimikrobiyal peptitlerin (AMP’ler) neden oldugu ince yapisal
degisiklikleri incelemek icin transmisyon elektron mikroskopisi (TEM) kullaniimaktadir.
TN1 peptidimizin bakteri hiicresindeki hedefini anlamak igin TEM kullaniimistir. S.
aureus hicreleri, 15 dakika boyunca 64ug/ml derisimde TN1 ile 37 °C’de inkibe edildi.
Bakteri orneklerinin %2,5’luk 0.1 M fosfat tamponlu (pH 7.2) gluteraldehit fiksatifi
icerisinde +4°C’de 4 saat fiksasyon ve daha sonra, %1’lik ozmiyum tetroksitle 1 saat
postfiksasyon vyaptik. Fiksasyon asamalarindan sonra bakteri oOrneklerini fosfat
tamponuyla yikayip agar icerisine gomdiik.  Ornekleri derisimi yiikselen alkol
serilerinden (%50, %70, %90, %96, %100) gecirerek dehidrate ettikten sonra propilen
oksitten gecirerek epon 812'ye gomdiik ve 60°C'de 1 gece boyunca polimerizasyon icin
inklbe ettik. Ultramikrotomda (Leica EM UC7) gridler (izerine aldigimiz yaklasik 60 nm

kalinligindaki ince kesitleri uranil asetat ve kursun sitrat ile kontrastladik. ince kesitleri,
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transmisyon elektron mikroskobu (Jeol, JEM-1011) ile gorintiledikten sonra detayli
inceleme icin dijital kamera ile gorintilerin fotograflarini aldik [190]. Bu calismaya
Acitbadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi Histoloji ve Embriyoloji bélimi doktora

ogrencisi Merve Acikel ElImas katki saglamistir.

3.2.7 Floresan Mikroskobu

Tasarladigimiz  peptitlerin antimikrobiyal etkisini, bakteri zarina gosterdigini
dislindigiimiiz icin SYBR Green boyasi kullanarak peptitin etkisini daha iyi
anlayabilmek igin bir deney tasarladik. Bilindigi gibi SYBR Green boyasi DNA boyamak
ve gorlntilemek icin kullanilan floresan bir boyadir ve canh hiicrelerde hiicre

zarlarindan ¢ok yavas gecebilmektedir [191].

Bu bilgiye dayanarak, peptitin icine isledigi zardan, zarar gormemis hiicre zarina goére
SYBR Green boyasinin hiicre icine daha hizli bir sekilde gececegini diisiindiik. Hicre
icine gecen SYBR Green boyasi sitoplazmada bulunan DNA’ya baglanarak isima
vereceginden bu gorintlyl uygun dalga boyunda floresan mikroskobu kullanarak
gorintileyebilecegimizi ve hatta minimal inhibitér konsantrasyonunu saptamak igin

gelistirilebilecek bir yontem olarak da degerlendirilebilecegini 6ngordik.

Deneyde kullandigimiz SYBR Green boyasini stok ¢ozeltisinden (Invitrogen, ABD), 1/500
oraninda seyrelttik. Peptitlerimizi 1/512 pg/ml’den baslayarak 0,5 pg/ml’ye kadar LB
besiyeri icinde seyrelttik. Mikroskopta daha iyi gortintl alabilmek icin bakterilerimizi LB
besiyeri icinde 1x10°CFU/mI olacak sekilde slspanse ettik. Tasarlanan peptitler ile
bakterileri bire bir oraninda karistirarak 15 dakika 37°C’de inkiibe ettik. inkiibasyon
sonrasl lam lamel arasinda seyrelttigimiz SYBR Green ile her bir bakteriyi ayri ayri 1’e 4
oraninda karistirip floresan mikroskopta (Zeiss, Almanya) gorintiledik ve daha detayl
yorumlamak icin goriintilerin fotograflarini ¢cektik. Bu ¢alisma Acibadem Mehmet Ali

Aydinlar Universitesi arastirma laboratuvarlari kullanilarak yapilmistir.
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BOLUM 4

SONUCLAR

4.1 Antimikrobiyal Peptidlerin Tasarimi ve Olasi Yapisi

Peptitler, katelisidin LL-37'nin antimikrobiyal aktiviteden sorumlu oldugu bilinen C-
terminal bolgesindeki homolog dizilerin yapisal o©zellikleri gbéz ©nline alinarak
tasarlanan TN peptitlerin yapisinda, omurganin bir tarafinda bakteri hiicre zarinin
fosfolipidlerini hedefleyen hidrofobik amino asitler, omurganin diger tarafininda pozitif

ylkli amino asitleri iceren alfa sarmal bulunmaktadir.

Bu yapida, bir pozitif yikli amino asit ve iki ila dort arasinda degisen hidrofobik
Ozellikte amino asit bulunmaktadir. Peptitlerin yapisinda, katelisidin LL-37’den daha
etkili olabilmesi icin zara daha siki tutunmasi saglayacak , en uzun ve en blylk pozitif
yukll yan zincire sahip arginin (Arg) ile en uzun hidroforofobik yan zincire sahip olan
[6sin (Leu) amino asitleri bulunmaktadir. Pozitif ylikli amino asitlerin, fosfolipid zarinin
negatif yukli fosfat gruplariyla etkilesime girecegini, hidrofobik boliimin ise zar icine
gomilecegini 6ngordik. Butin bunlar dikkate alarak, Leu ve Arg zengin farkli peptitler
tasarladik. Tasarimimiz olan peptitlerde en buyik pozitif ylkli yan zincire sahip arginin
kullandigimizdan antimikrobiyal etkinligi agisindan arginiden daha kiiguk pozitif yukli
yan zicire sahip olan lizin ile arasinda nasil bir fark olacagini anlayabilmek igin TN3 ile
benzer olan fakat arginin yerine lizin kullandigimiz TN2'de tasarimimiz olan peptitler

arasindadir.
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Peptitleri tasarlanirken molekillerin Gg¢ boyutlu olasi yapilarini gormek ve g¢ikan
sonuglara bu yapilarin etkisini anlamak igin PEP-FOLD programini [180] kullandik.
Tasarladigimiz peptitler TN1-7 Cizelge 4. 1’de yer almaktadir.

4.2 TN Antimikrobiyal Peptidlerinin Antimikrobiyal Etkinlik Sonuglari

TN AMP’lerin, S. aureus'u ATCC 29213, E. coli ATCC 25922 ve K. pneumonia ATCC
10031 ve P. aeruginosa ATCC 27853 lzerinde yapilan minimal inhibitér konsantrasyonu
(MIK) Cizelge 4. 1'de gosterilmektedir. TN peptitlerin bir kismi, EUCAST tarafindan
raporlanan verilere gore, bakteriyel enfeksiyonun tedavisi igin kullanilan pek gok
antibiyotikten daha diisiik derisimlerde aktivite gdstermistir. Ornegin, penisilin tirevi
olan ampisilinin E. coli ATCC 25922 icin MIK degeri 8 pg/ml iken, TN1 olarak
adlandirdigimiz peptitimizin ayni susa antimikrobiyal aktivite gésterdigi MiK degeri 2
ug/ml’dir. Her ugta arginin iceren TN1, E. coli'ye karsi en etkili AMP'dir ve diger tim
test edilen organizmalara karsi daha disik derisimde antimikrobiyal aktivite
gostermislerdir (Cizelge 4. 1). TN1'in amino asit dizisinin ortasinda bulunan |6sin
sayisindan bir eksik |6sin iceren TN6, S. aureus'a karsi 4 kat ve K. pneumonia’ya 2 kat

daha ylksek antimikrobiyal aktivite gostermistir.

Sadece bir ucunda arginin iceren TN3’lUn bakteriler arasinda en distk derisimde E.
coli'ye etki géstermistir, fakat S. aureus’a TN6 disindaki diger peptitlerden daha distk
derisimde antimikrobiyal aktivite gostermektedir. Karboksi terminalinde diger
peptitlerden 3 fazla [6sin bulunan TN4’iin test edilen bakterilerden higbirine
saptanabilir bir aktiviteye sahip olmadigi gorilmistir. TN6'ya kiyasla her ucunda bir
tane daha Leu bulunan TN5 de 6nemli bir antimikrobiyal aktivite gdostermemistir.
TN2’de pozitif yukli amino asit olarak lizinin kullanilmasi, arginin iceren TN3’ten daha

dislik antimikrobiyal aktivite géstermesine neden olmustur.

60



Cizelge 4. 1 TN AMP’lerin minimal inhibitor konsantrasyon (ug/ml) sonuglari

S. aureus E. coli K. pneumoniae | P. aeruginosa
Antimicrobial ATCC 29213 ATCC 25922 ATCC 10031 ATCC 27853

Peptides
TN1: 16 2 16 16
RLLRLLLLRLLR
TN2: KLLKLLKLLL 64 16 512 >512
TN3: RLLRLLRLLL 8 4 16 16
TN4: >512 >512 512 256
RLLRLLRLLLLLL
TNS: >512 >512 >512 >512
RLLLRLLLRLLLR
TNe6: 4 4 8 32
RLLRLLLRLLR
TN7: RLLRLLRLL 256 64 256 64

4.3 TN Antimikrobiyal Peptidlerinin Hemolitik ve Sitotoksik Etkisi

TN AMP'lerin insan kirmizi kan hicreleri Gizerindeki etkileri ve Hela hicrelerine karsi
sitotoksisiteleri Sekil 4. 1'de gdsterilmektedir. Peptitlerin hemoliz orani Triton-X 100'ln
hemoliz oranini karsilastirip degerlendirdigimizde, E. coli Gizerinde en iyi antibakteriyel
etkiye sahip olan TN1'in (MiK 2 pg/ml), insan kirmizi kan hiicrelerinin %50'sinde (HCso)
16 pg/ml 'de hemoliz olusturdugunu gozlemledik. Antimikrobiyal etkinlik
denemelerinde tiim bakteri tirleri icin oldukca distk derisimde etkinlik gdsteren TN3
ve TN6’nin, 64 pug/ml HCso'ye sahip oldugu belirlenmistir. LL-37'ye kiyasla, TN1'in MiK
degeri yaklasik 10 kat daha distik iken, HCso ‘nin 10 kat daha yliksek oldugu sonucuna
varilmistir. Ayni sekilde TN3 ve TN6 icin MiK degeri yaklasik olarak 5 kat daha disiik
iken, HCso yaklasik 40 kat daha yliksektir ve bu da TN AMP’lerin giivenilirlik indeksinin
daha iyi oldugunu gostermektedir [192]. TN1, TN2, TN3 ve TN4'Un hemolitik
aktivitesinde 64 pug/ml’den sonra dusis gorilmistir. Genel olarak hemolitik aktivite ve
sitotoksisite sonugclari karsilastirildiginda, sitotoksisite sonuglarinin hemolitik aktivite
sonuclarindan daha disik oldugu gorilmektedir. Sonuglarimizda da goruldugi gibi

TN1 igin 1Csg, 128ug/ml iken HCsq, 4pg/ml’dir (Sekil 4. 1).
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Sekil 4. 1 AMP’lerin hemolitik aktivite ve sitotoksisite sonuglari. Hemolitik aktivite
deneyi insan kan hiicreleri kullanilarak 414 nm'de absorbansi dlgilerek
gerceklestirilmistir. AMP'lerin sitotoksisitesi, sulforo-deamin B ile Hela hiicreleri
kullanilarak 560-580 nm arasinda absorbans olcllerek degerlendirilmistir (SRB testi G-
Biosciences).

4.4 TN Antimikrobiyal Peptidlerinin Bakteriler Uzerine Etkisinin TEM Sonucu

TEM ile yapilan incelemeler sonucunda S. aureus’un ortadan iki esit parcaya bolindug

gorilmustir. Bolinmenin oldugu yer, yeni duvar sentezinin en aktif olarak yarGtildigi

bolgeye karsilik gelmektedir (Sekil 4. 2).
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Sekil 4. 2 TN1 AMP’nin S. aureus Uzerindeki etkisinin TEM ile incelenmesi. TEM ile elde
edilen goriintulerde S. aureus, TN1 ile muamele edildiginde hiicrelerin ikiye bolindugu
ve ve ayrica zara zarar verdigi gértlmustir.

%
|

4.5 TN Antimikrobiyal Peptidlerinin Bakteri Hiicre Zarina Etkisi (Floresan Mikroskop

ile Degerlendirme)

Floresan mikroskop ile yapilan incelemeler sonucunda, sadece SYBR green ile muamele
edilen bakteriler ile hazirlanan preparatin herhangi bir 1sima yapmadig gorilda.
Bununla birlikte, TN1 ile muamele edilen bakterilerde hiicre zarinin gegirgenligi
degistiginden SYBR green boyasinin hiicre igine girerek DNA'ya baglandigi ve derisim

arttikca U.V altindaki isimanin da artis gosterdigi gorilmustiar (Sekil 4. 3).

Sekil 4. 3 Farkh konsantrasyonlarda TN1'nin S. aureus hiicreleri Gzerindeki etkisi sonucu
SYBR Green boyasinin hiicre icine penetrasyonu. (a) S.aureus ve SYBR green boyasi; (b)
0,5 pug/ml TN1, S.aureus ve SYBR green boyasi (c) 2.0 ug/ml TN1 S.aureus ve SYBR
green boyasi; peptit konsantrasyonu arttik¢a hicrelerin gérinrligi artmaktadir (d)
4.0 ug/ml TN1 S.aureus ve SYBR green boyasi; bulaniklik seklinde 1sima goriilmustur.
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4.6 TN Antimikrobiyal Peptidlerin Molekiiler Dinamik Simiilasyon Sonuglari

Antimikrobiyal etkinlik sonuglarina gore en aktif olan TN1 ve TN3 AMP'lerinin, zar
yaglariyla olan iliskisini ve ayrica TN3’Uin, zara bagh glikoziltransferaz proteini ile olan
etkilesimlerini molekiler dinamik similasyon yontemleri kullanarak arastirdik. TN1 ve
TN3’Un pozitif yikli argininleri, bakteri zarinin i¢ ve disindaki yaglarin negatif yuklu
fosfat gruplarini ¢ekerek zar yaglarina entegre olurduklari ve sonrasinda zarin
blzustigu ve orijinal kalinhginin azaldig gértlmustir. Zardaki bu incelme ve peptitin
zar igine girmesi sonucu olusan hidrofilik bir kanal ile hiicre disindan hiicre igine su
gecislerinin meydana geldigi gozlenmistir (Sekil 4. 4). Bu sonuca goére AMP’lerin
antimikrobiyal etkisinin nasil meydana gelidigide bu similasyonlar sayesinde
anlasilmistir. Zardaki bu degisiklik SYBR green ile yapilan deneyin sonuglarini da

desteklemektedir.

Sekil 4. 4 TN1 (solda) ve TN3 (sagda) AMP’lerin bakteri zari ile etkilesimleri. Zar yaglari
actk gri renkte gosterilmistir; su molekilleri kirmizi ve beyaz; fosfatlar yesil; peptitin
hidrofobik kisimi koyu gri, argininler ise mavi renkte gosterilmistir.

TN3'Un, S. aureus bakterisinin hiicre duvarinin ana maddesi olan peptidoglikanin
sentezlenmesinden sorumlu olan glikoziltransferazin aktif bdlgeside dahil bircok
bolgesine baglandigi molekiler dinamik yontemler kullanilarak gosterilmistir (Sekil 4.
5). Bu sonuca gore TN3’Un hiicre duvar sentezini de inhibe ettigi anlasilmaktadir. Bu

durum TEM goriintilerinide desteklemektedir.
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Sekil 4. 5 TN3 molekiillerinin S. aureus'un hiicre duvar sentezinden sorumlu
glikoziltransferaza baglanmasi. Mavi renkte olan glikoziltransferaz; TN3 molekiilleri
yesil; fosfatlar ise kirmizidir.
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BOLUM 5

TARTISMA VE ONERILER

Son yillarda, kiresel bir problem haline gelen antimikrobiyallere karsi direng, bir¢ok
ciddi enfeksiyonun antimikrobiyaller tarafindan tedavisini olanaksiz hale getirmistir.
GUnumuizde antimikrobiyal maddeler, ¢cogu kez enfeksiyonun neden kaynaklandigl tam
arastirilmadan her hastaligin tedavisi icin bilingsizce kullanilmaktadir ve bu durum
mikroorganizmalarin antimikrobiyal maddelere ¢ok ¢abuk diren¢ kazanmasina neden
olmaktadir. Bu nedenle ila¢ firmalari da yeni antimikrobiyal ilaglarin gelistiriimesine
olan ilgilerini yitirmislerdir. Mikroorganizmalarin direng gésteremedigi veya en azindan
antimikrobiyal maddeye diren¢ kazanmasinin c¢ok uzun slirdGgl antimikrobiyaller
gelistirmek glinimuizde olduk¢a 6nemli bir gereksinimdir. Dogada hemen hemen tim
canlilarda bulunan antimikrobiyal peptitler tamda bu o6nemli gereksinimi
karsilayabilecek nitelikte maddelerdir. Antimikrobiyal peptitler dogada milyonlarca
yildir bulunmalarina ragmen mikroorganizmalar hala bunlara karsi tam anlamiyla bir
diren¢c gelistiremedigi icin bircok mikroorganizma tirine karsi oldukca iyi
antimikrobiyal etkinlik gostermektedirler. Ginlimuizde yapilan bir¢cok arastirmada
mikroorganizmlarin antimikrobiyal peptitlere karsi direng gelistirmekte zorlanmasinin
nedenini peptit antibiyotiklerin genellikle hicre zarlarini hedef almalarindan
kaynaklandigini belirtmektedirler. Enzimleri hedef alan antimikrobiyal maddelere karsi
mikroorganizmalarin direng gelistirmesi genellikle ila¢ baglanma yerini degistiren tek
bir mutasyon sonucunda meydana gelmektedir. Bu mutasyon mikroorganizmanin
antimikrobiyal maddeye karsi diren¢ kazanmasi icin yeterli oldugundan, bu yapidaki
antimikrobiyallere karsi diren¢ oldukca hizli gelismektedir. Bunun aksine,

mikroorganizmalarin hiicre zarlarini hedefleyen antimikrobiyal maddelere karsi direng
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gelistirmek igin zarlarin yapisinda bulunan yaglari degistirmek gerekmektedir. Bu da
mikroorganizma tarafindan zar yaglarinin sentez yolaginin 6énemli bir boéliminin
degistirilmesini gerekmektedir. Boyle bir degisiklik icin mikroorganizma tarafindan
basarilsa bile, genellikle organizma igin zararlidir. Blylk bir olasilikla bu tir zar
degisiklikleri gosteren bakteriler sonucunda olusan mutantlar yapilarinda meydana
gelen bu 6nemli degisikliklerden kurtulamiyor ya da patojen oOzelliklerini kaybediyor
olabilirler. Tum bu bilgiler sonucunda, yeni AMP'lerin gelistirilmesi antimikrobiyal

direncle micadele icin oldukca 6nemli bir olanak sunmaktadir.

Bu calismada alfa sarmal yapiya sahip olmalari ve antimikrobiyal etkinliklerinin oldukga
genis olmasi nedeni ile katelisidinler model olarak secilmis ve yapisal olarak benzerlik
gosteren AMP'ler tasarlanip gelistirilmistir. Katelisidinlerin genel yapisinda alfa sarmal
omurganin bir tarafinda hidrofobik amino asitleri ve aralarinda birkag amino asitte bir
tekrarlayan pozitif ylkli amino asitleri bulunur. Bu yapidan yola cikarak tek grup
hidrofobik ve pozitif yikli amino asit iceren daha basit ama benzer yapida alfa sarmal

AMP'ler tasarlamaya calistik.

Park ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada sesropin A ile magainin peptit
antibiyotiklerinin birlesiminden elde ettikleri antimikrobiyal etkinlik gosteren dizinin
amino asit dizisine benzer yapida, fakat kendi iclerinde farkli amino asit dizilerine sahip
bes farkll peptit tasarlamislardir. Bu bes peptit arasinda pozitif yikli amino asit olan
lizin ve hidrofobik amino ait olan l6sinden zengin P5 peptitinin, 6rnek aldiklari dogal
peptide ve diger tasarladiklari peptitlere gore en iyi aktivite gosterdigi belirtilmistir
[193]. Bu ¢alismanin sonuglari, tasarladigimiz arginin ve l6sinden zengin AMP’lerimizin
sonuglarini desteklemektedir. Park ve arkadaglari pozitif amino asit olarak lizin
kullanarak AMP’ler tasarlamislardir. Biz ise lizin yerine, daha buiytk bir molekil yapisina
sahip ve pozitif yiki daha fazla oldugu icin hiicre zarina daha siki tutunup daha iyi
delebilecegini dusindigimuizden, tasarimlarimizda pozitif yikli amino asit olan
arginini tercih ettik. AMP’lerimizin tasariminda Lys veya Arg kullanmanin antimikrobiyal
etkiyi nasil degistirecegini anlamak icin, TN2'de bulunan Lys’lerin TN3'deki Arg’ler ile
degistirilmesi disinda baska bir farklilik icermeyen TN2 ve TN3 (Cizelge 4. 1) AMP’lerini
tasarladik. Tasarladigimiz TN3 AMP’sinde lizin yerine arginin kullanilmasinin farkl
bakteri tlrlerinde antibakteriyel aktiviteyi 4 ile 32 kat arttiriken hemolitik aktiviteyi bir
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kat arttirdigi, sitotoksisitede ise TN3’Un 32ug/ml sonrasinda ICso ‘nin lzerine ¢iktig
gorulmustir. AMP’lerin hemolitik aktivitesinin genellikle 64ug/ml'den daha yliksek
derisimlerde azaldigi gérilmustiir. Bunun nedeninin, AMP'lerin kritik misel derigimini
astigl icin, AMP’lerin, hicreler yerine kendileri ile etkilesime gecerek, hiicre zarina
baglanmalarinin engellenmesinden kaynaklandigini duslinmekteyiz. Tasarladigimiz
AMP’lerin Hela hicreleri uzerindeki sitotoksik aktivitesinin insan kirmizi kan hicresi

Uzerine olan hemolitik etkilerinden daha distk oldugu gorilmustir.

Bakteriler Uzerinde belirgin aktivite gosteren TN1 ve TN3'Un ICso'si (hlicrelerin %
50'sinin blylUmesini inhibe eden konsantrasyon) sirasiyla 126 ve 64ug/ml’dir, buna
karsilik HCsq'si sirasiyla 4 ve 8ug/ml'dir. Hemolitik aktivite ve sitotoksisite sonuclarina
bakildiginda farkli hiicre tiplerinin TN AMP’lerine karsi farkh hiicre tiplerine karsi farkli
duyarhliklara sahip olduklari gorilmektedir. Bu AMP’ler gelecekte tedavi amacl
kullanim icin umut verici olsalar da, viicudun farkli bolgelerindeki hiicrelere olabilecek

toksik etkileri mutlaka dikkate alinmalidir.

Benzer sekilde, Wang ve arkadaslari , katelisidin LL-37'nin antimikrobiyal aktivite
gosteren amino asit dizisinden 12 amino asitlik kliglik bir bolimin antibakteriyel
etkisini karsilastirmis ve daha iyi antibakteriyel etkiye sahip oldugu sonucuna
ulasmistir. Bununla birlikte bu diziden farkh peptitler tasarlamis ve tasarladig
peptitlerin dizisinde Arg'in Lys ile yer degistirmesinin antibakteriyel aktiviteyi
azalttigini, peptit dizisininde hidrofobik amino asitlerin fazla olmasinin da toksisiteyi
arttirdigini belirtmislerdir [194]. Bu arastirmada da bahsedildigi gibi antimikrobiyal
aktivite gosteren peptitin kiiclik bir b6lim{ de antimikrobiyal aktivite géstermektedir
ve hatta peptitin tamaminda daha iyi antimikrobiyal etkinlige sahiptir. TN AMP’ler de 9
ile 13 amino asit buylkliginde olup ginlimuzdeki bircok antimikrobiyal maddeden

daha iyi antimikrobiyal etkinlige sahiptirler.

Calismamizda, pozitif yukli bir amino asitten digerine gecis acisini degistiren Leu
sayisini degistirerek, pozitif yikli amino asitin heliks Uzerindeki konumunu ve bu
konumun antimikrobiyal aktiviteyi nasil degistirdigini de arastirdik. TN5’te, her iki ucta
bir Arg ve Arg’ler arasinda 3 Leu bulunmaktadir. AMP’lerin PEP-Fold ile {i¢ boyutlu

yapilarinin incelenmesi sonucunda Arg’lerin dogrusal bir eksene yerlestigi gorilmustir
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(Sekil 3. 1). TN5 disindaki diger AMP’lerde oldugu gibi Arg’ler arasindaki Leu sayisi 2'ye
disiarildugiinde, Arg'lerin eksende zikzak olusturarak dizildigi gorulmustir. AMP
tasarimi sirasinda pozitif yidkli amino asitlerin eksen lzerindeki dizilisinin
antimikrobiyal aktiviteyi 6nemli oranda etkileyen unsurlardan oldugunu soyleyebiliriz.
Nitekim TN5’in antimikrobiyal aktivitesi ile TN1 ve TN6’nin antimikrobiyal aktivitesi
karsilastirildiginda, ozellikle S. aures ve E. coli icin TN5’in antimikrobiyal etkinligi

yaklasik 8 kat daha duistiktur.

TN AMP’lerindeki iki Arg’nin arasindaki Leu sayisi Arg’ninlerin alfa sarmal ekseni
Uzerinde dizilisini ve buna bagli olarak antimikrobiyal aktivitesini etkilemektedir.
Cizelge 4. 1’de gorildugiu gibi TN1'in ortasindaki Arg’nin sayisi 4 iken TN6’nin
ortasindaki Arg’nin sayisi ise 3’tlir. TN6 TN1’e gore bakteriler izerinde daha etkili
olmasina karsin, TN1’in E.coli Gzerine olan etkisi TN6’ya gore iki kat daha yuksektir.
Bakteri tiirleri Gzerine TN AMP’lerin bu farkh etkisinin nedeni olarak Arg ile etkilesime
giren fosfat gruplarinin zar icindeki yerlerinin, Arg’ler AMP ekseninde zikzak seklinde
yerlestirildiginde bunlara daha iyi baglanacak konumda olmasindan kaynaklandigini
duslindirmektedir. Bu kiglk bir fark olarak goriinse de antimikrobiyal olarak kullanilan
molekilin tek bir organizmaya daha disilik derisimde etkinlik gostermesi ileride tir
diizeyinde segicilik gosteren ilaglarin gelistirilmesine olanak saglayarak insan

florasindaki bakterileri fazla etkilemeden tedavi olanagi yaratabilecektir.

Diger bir tasarimimiz ise TN1, TN5 ve TN6’dan farkli olarak, molekilin sadece tek bir
tarafinda Arg bulunan AMP’lerden olusmaktadir. Bu molekilleri tasarlarken, AMP’lerin
pozitif yikli gruplarinin fosfatlara baglanirken, Arg olamayan hidrofobik ucunun zara
girisini kolaylastiracak (¢ kollu triblison benzeri yapiya sahip olacagini diisiindik. Bu
sekilde tasarladigimiz ve TN3 olarak adlandirdigimiz AMP’miz tirbuson seklinde
tasarladigimiz diger molekiller arasinda en iyi antimkrobiyal etkinlik gosteren AMP

oldugunu belirledik (Sekil 3. 1).

Yine tirbuson AMP’lerden biri olan TN7, TN3 ile karsilastirildiginda, TN7’nin Arg
olmayan hidrofobik ucundan bir Leu'nin eksiltilmesi, antimikrobiyal etkinligini denenen
tim bakteri tlrlerinde etkinligini 6nemli 6lctide azalttigini belirledik. TN7 icin etkinligin

TN3’e gore en az 4 kat dismesinin nedeni olarak TN7’'nin hidrofobik ucunun kisa kaldigi
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icin zar igerisine yeterince giremedigi, zar yapisini bozamadigi igin etkili olamadigini

dislinmekteyiz.

Karboksi terminalinde diger peptitlerden 3 fazla 16sin bulunan TN4’lGn test edilen
bakterilerden higbirine saptanabilir bir aktiviteye sahip olmadigi gorilmistir.
Hidrofobik  kuyrugun uzatilmasi, peptitlerin  kendi arasindaki etkilesimi
arttirabileceginden, zarlarla olan etkilesimini engelleyebilecegini dlisinmekteyiz.
TN6'ya kiyasla her ucunda bir tane daha Leu bulunan TN5 de 6nemli bir antimikrobiyal
aktivite gostermemistir. Bu durumun ise her uctaki fazla 16sinin peptitin alfa sarmal
yapisindaki pozitif yukli argininlerin eksen Uzerindeki durusunu degistirdiginden TN1
ve TN6'ya gore antimikrobiyal etkinliginin daha koti oldugunu distinmekteyiz. TN2'de
pozitif yukli amino asit olarak lizinin kullaniimasi, arginin iceren TN3’ten daha dusik
antimikrobiyal aktivite gdstermesine neden olmustur. Bu durumun, argininin lizine
gore daha bulylk pozitif yukli yan zinciri olmasindan ve dolayisiyla zara daha iyi

tutunmasindan kaynaklandigini diisinmekteyiz.

Floresan mikroskop ile membran hasarinin belirlenmesinde ise d gorintislndeki
yogun ve bulanik isimanin olmasi, hiicrelerin bir kisminin pargalanip disariya ¢ikan DNA
molekdillerinin yogun olarak boyanmasindan kaynaklandigini diistindiirmektedir (Sekil

4. 3).

TN AMP'lerin hemolitik aktivitesi, farkh canlilarda bulunan dogal katelisidin ile
karsilastirildiginda, TN AMP’lerin HCso degerini agsmadiklari ve birgogunun dogal olarak

bulunan katelisidindendaha disik hemolitik aktiviteye sahip oldugu gorilmustir.

EUCAST (Avrupa Antimikrobiyal Duyarhlik Test Komitesi) verilerine gore ozellikle S.
aureus enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan ve hiicre zarina etki gosteren
Daptomisin antibiyotiginin minimal inhibitér konsantrasyonu, besiyerine Ca*? iyonu
eklenerek belirlenmektedir. Bu bilgiye dayanarak ilacin Ca*? varhginda daha iyi etki
gosterdigi sonucuna ulasilmaktadir. Tasarladigimiz peptitlerin ortamda farkli iyonlarin
bulunmasi sonucunda antimikrobiyal aktivitesi olumlu ya da olumsuz yénde farkliliklar
gosterebilir. Bu nedenle antimikrobiyal etkiyi arttirabilecek iyonlar ile calismalar

planlanabilir. Etkinligini arttiracak iyonlar belirlenebilirse gelecekte AMP’lerin lretimi
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sirasinda hazirlanan ilag formuilasyonlarina bu iyonlar eklenerek etkinlikleri

arttinlabilir.

Bu calismada, glinimiizde oldukg¢a yaygin ve ciddi enfeksiyonlara neden olan ve tedavi
icin kullanilan antibiyotiklere direng gelistirebilen klinik agidan 6nemli ve antimikrobiyal
aktivite deneylerinde standart olarak kullanilan bakteriler tercih edilmis ve TN
AMP’lerin bunlara karsi antimikrobiyal etkinligiden umut veren sonuglar alinmistir.
Etkinligi ylksek olan AMP’lerin, hastalardan izole edilen ¢ok ilaca direncli suslara
antimikrobiyal etkininliginin arastiriimasi oldukga énemlidir. Bu ¢alismada hizmet alimi
karsihginda sentetik olarak sentezlettirilip alinan TN AMP’lerin maliyetinin yiksek
olmasi ve bu sebep ile az miktarda alinmasi nedeniyle hastalardan izole edilen ¢ok ilaca
deirengli 6rnegin; MRSA gibi suslara minimal inhibitdér konsantrasyon calismalari

yapilamamistir.

Gunlmuzde, antibiyotiklere ¢oklu direng gésteren mikroorganizmalarla savasmanin
onemli yollarindan biri, dogal antibiyotiklere benzer, peptit yapida antimikrobiyal
maddelerin gelistirilmesidir. Bu ¢alismada dogal AMP’lerden daha iyi antimikrobiyal
aktivite gosteren ve sitotoksik ya da hemolitik etkisinin insan hiicreleri tizerine oldukga

az olan katelisidin benzeri AMP'ler gelistirdik.

Tasarlanan TN AMP’lerin proteazlara karsi direncgli 6zellik gosteren cgesitlerinin
gelistirilmesi, bu c¢alismada gelistirdigimiz AMP’lerden daha etkili AMP’lerin
tasarlanmasi, hayvan ve insan ¢alismalari ile glivenilirliklerinin kanitlanmasi, 6zellikle
antibiyotiklere direngli organizmalarin neden oldugu birgok enfeksiyonun tedavisi igin
Uretilecek antimikrobiyallerin gelistirilmesi icin bundan sonra atilmasi gereken

adimlardir.
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