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Istanbul Universitesi Biyoloji Béliimiindeki tiim saygideger hocalarima ve laboratuvar
arkadaslarima lisansim ve yliksek lisansim siiresince cesaretlendirici yardimlari i¢in tesekkiir
ederim. ELISA kitleri destegi igin Dog. Dr. Aysegiil KAPUCU’ya, akim sitometri cihazi
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boyunca kocaman destegiyle yanimda olan Uzman Biyolog Ay¢ca TURAN’a ve laboratuvari
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Hayatim boyunca gosterdikleri sabir ve destekleriyle yanimda olarak hayallerime 1s1k tutan
degerli annem Sazimet CAN’a, degerli babam Altan CAN’a ve kiz kardeslerim Selin CAN ile
Betiil CAN’a sonsuz minnettarligimi sunuyorum. Dualartyla yanimda olan canim anneannem

ve canim babaanneme ¢ok tesekkiir ederim.
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Sekil 4.2 : FK-16-Frenatin 2.1S peptidinin HepG2 hiicrelerinde hiicre canlilig1 tizerine
etkisi. 6 saat icin % hiicre canlilik degerleri Kontrol:100+4,9; 1 pg/ml peptit:
94,6+4.,4; 2,5 pg/ml peptit: 91,8+5,4; 5 pg/ml peptit: 95,6+7,4; 10 pg/ml peptit:
99,7£11,7; 20 pg/ml peptit: 80,5+12,1; 40 ug/ml peptit: 52,2+5,6; 60 ug/ml peptit:
52,7£2,5; 80 pg/ml peptit: 28,7+3,9;100 pg/ml peptit: 11,9+£2,2. 12 saat icin %
hiicre canlilik degerleri Kontrol:100£7,1; 1 pg/ml peptit: 90,43+2; 2.5 png/ml peptit:
103,6+4,7; 5 pg/ml peptit: 102,945,3; 10 pg/ml peptit: 100,7+2,5; 20 pg/ml peptit:
85,85+7,6; 40 ng/ml peptit: 63,07£14,12; 60 pg/ml peptit: 58,85+5,7; 80 pg/ml
peptit: 33,88+3,3; 100 pg/ml peptit: 12,32+2,5. 24 saat i¢in % hiicre canlilik
degerleri Kontrol:100+3,6; 1 ug/ml peptit: 93,1+9,5; 2,5 ug/ml peptit: 75,4+1,3; 5
pg/ml peptit: 74,26+0,5; 10 ng/ml peptit: 96,5+3,5; 20 pg/ml peptit: 73,4+13,3; 40
pg/ml peptit: 62,96+8,8; 60 pg/ml peptit: 60,5+7,3; 80 png/ml peptit: 40,1£8,9; 100
pg/ml peptit: 13,27+6,1. *p<0,05; **p<0,01 Kontrole gore anlamli derecede
FATKIIIIK. .o 58

Sekil 4.3 : 5-Florourasil (5-FU) ‘in HepG2 hiicrelerinde hiicre canliligi iizerine etkisi.
24 saat i¢in % hiicre canlilbik degerleri: Kontrol:100+£2,3; 1 pg/ml 5-FU:
69,87+11,32; 2,5 ug/ml 5-FU: 60,5+12,1; 5 pg/ml 5-FU: 64,9+3,5; 10 pg/ml 5-FU:
63,3+2,3; 25 pg/ml 5-FU: 55,8+5,8; 50 pg/ml 5-FU: 52,8+7,5; 100 ng/ml 5-FU:
57,5+5,3; 200 pg/ml 5-FU: 50,41+5,3. 48 saat icin % hiicre canlilik degerleri:
Kontrol:100+10,6; 1 pg/ml 5-FU: 68,40+3,5; 2,5 pg/ml 5-FU: 55,65+3,4; 5 pg/ml
5-FU: 61,743,2; 10 pg/ml 5-FU: 65,1£10,4; 25 pg/ml 5-FU: 45,6+2,1; 50 pg/ml 5-
FU: 44,4+3,7; 100 pg/ml 5-FU: 33,443,7; 200 pg/ml 5-FU: 34,9+1,6. **p<0,01;
*#%p<0,01 Kontrole gore anlamli derecede farklilik. ... 59

Sekil 4.4 : FK-16-Frenatin 2.1S peptidinin HepG2 hiicrelerinde LDH salinimi {izerine
etkisi. 24 saat icin % LDH salinim degerleri: Kontrol:55,4+1,2; 10 pg/ml peptit:
54,8+5,2; 20 pg/ml peptit: 52,1£2,5; 40 pg/ml peptit: 51,8+0,3; 80 png/ml peptit:
45,8+1,5; Pozitif kontrol: 100+11,8. *p<0,05; **p<0,01 Kontrole gore anlamh
derecede farkliliK. ........oooiiiiii 60

Sekil 4.5 : HepG2 hiicrelerinde FK-16-Frenatin 2.1S hibrit peptidinin 24 saat siiresince
farkli konsantrasyonlarda uygulanmasi sonrasi hiicrelerin 151k mikroskobu
gorintileri. Bar: TOOMM. ....oiiiiiiiiiiei e 62

Sekil 4.6 : FK-16-Frenatin 2.1S hibrit peptidinin farkli konsantrasyonlari, 100 pg/ml 5-
FU uygulamasi ve FBS eksikligine 24 saat siiresince maruz kalan hiicrelerin akridin
oranj-etidyum bromiir ile boyanmasini takiben elde edilen goriintiileri. A) Kontrol
grubu; B) 10 pg/ml FK-16-Frenatin 2.1S uygulanan hiicreler; C) 20 pg/ml FK-16-
Frenatin 2.1S uygulanan hiicreler; D) 40 ug/ml FK-16-Frenatin 2.1S uygulanan
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hiicreler. H) NIS Elements yazilim programu ile farkli maruziyet kosullarinda MDC
floresan yogunlugu: Kontrol: 19,6+6,4; 10 ng/ml peptit: 21,5 £2,7; 20 ug/ml peptit:
26,5+3,2; 40 pg/ml peptit: 38,9,14+2,3; 80 pug/ml peptit: 34,5+4,6; 100 ng/ml 5-FU:
21,7+0,4; FBS (-):21,4+1,7. *p<0,05, ***p<0,001 Kontrole gore anlamli derecede
FATKIIIIK. .ottt sb e et et nne e 65

Sekil 4.8 : FK-16-Frenatin 2.1S peptitinin farkli konsantrasyonlari ile 100 pg/ml 5-FU
ile FBS yoklugunun HepG2 hiicrelerinde apoptotik oliim iizerine etkisinin
Anneksin V/FITC-PI metodu ile degerlendirilmesi. A) Farkli kosullarda 24 saat
maruziyet sonrasi elde edilen histogramlar. B) Canli, erken apoptotik, ge¢ apoptotik
ve nekrotik hiicrelerin ylizde degerlerine ait grafikler. Canli hiicreler i¢in ylizde
degerler: Kontrol: 7943,5; 10 pg/ml peptit: 79,7 £2,7; 20 ug/ml peptit: 68,1+5,9;
40 pg/ml peptit: 81,5+0,4; 80 pg/ml peptit: 78,3+0,3; 100 pg/ml 5-FU: 55,9+4,7;
FBS (-): 78,8+2,3. Erken apoptotik hiicreler i¢in ylizde degerler: Kontrol: 0,7+0,6;
10 pg/ml peptit: 4 £0,2; 20 pg/ml peptit: 5,7+0,01; 40 pg/ml peptit: 2,14+0,5; 80
pg/ml peptit: 5,140,08; 100 pg/ml 5-FU: 1,5+0,2; FBS (-): 1,240,03. Geg apoptotik
hiicreler i¢in yiizde degerler: Kontrol: 14,745,6; 10 pg/ml peptit: 13,4 £1,5; 20
pg/ml peptit: 18,7+1,8; 40 pg/ml peptit: 10,5+3,2; 80 ug/ml peptit: 12,04+£1,8; 100
pg/ml 5-FU: 14,8+0,7; FBS (-): 14,7+0,9. Nekrotik hiicreler i¢in ylizde degerler:
Kontrol: 5,5+1,6; 10 pg/ml peptit: 2,9 +1,1; 20 pg/ml peptit: 7,5+4,1; 40 pug/ml
peptit: 5,8+3,3; 80 ug/ml peptit: 4,5+1,6; 100 ug/ml 5-FU: 27,7+5,2; FBS (-):
5,3+1,5. *p<0,05 Kontrole gére anlamli derecede farklilik. **p<0,01 Kontrole gore
anlamli derecede farklilik. *p<0,05 Kontrole gbre anlamli derecede farklilik.
*p<0,05, ***p<0,001 Kontrole gore anlamli derecede farklilik. .........c.ccoveviieniinnnnnn. 67

Sekil 4.9 : FK-16-Frenatin 2.1S peptitinin HepG2 hiicrelerinde hiicre i¢i reaktif oksijen
seviyeleri lzerine etkisi. 24 saat icin kontrole gore normalize edilen degerler:
Kontrol: 1£0,23; 10 pg/ml peptit: 1,58 +0,3; 20 pug/ml peptit: 1,85+0,43; 40 pg/ml
peptit: 1,61+0,25; 80 pg/ml peptit: 1,88,8+0,26; Pozitif kontrol: 1,9+0. *p<0,05
Kontrole gore anlamli derecede farklilik...........ocooiiiiiiii 68

Sekil 4.10 : FK-16-Frenatin 2.1S peptitinin HepG2 hiicrelerinde hiicre hareketliliginin
yara kapanma testi ile belirlenmesi. A) HepG2 hiicrelerinde yara iyilesmesinin 0.,
24. ve 48. saatteki mikroskop goriintiileri (4X biiyiitme). B) FK-16-Frenatin 2.1S
peptitinin HepG2 hiicrelerinde yara kapanmasina iligskin grafigi. 10 pg/ml FK-16-
Frenatin 2.1S peptitinin 24. ve 48. saat uygulamasi sonucu elde edilen sonuglar: 24
saat i¢in Kontrol:10,34+1,7; 10 ug/ml:7,06£1,5. 48 saat i¢in: Kontrol:19,06£1,9;
10 pg/ml:9,8+1,9. **p<0,01; ***p<0,001 Kontrole gore anlamli derecede farklilik.

Sekil 4.11 : HepG2 hiicrelerinde FK-16-Frenatin 2.1S’in koloni olusturma yetenegi
iizerine etkileri. A) HepG2 hiicrelerine 24 saat uygulanan 10, 40 ve 80 pg/ml
konsantrasyondaki FK-16-Frenatin 2.1S’in koloni olusturma yetenegi bulgusu. B)

Her kuyucuktaki koloni sayimi ile hesaplanan % koloni olusturma verimi. Kontrol:
100+33,3 10 pg/ml peptit: 35,2 £3,2; 40 pg/ml peptit: 5,5+5,5; 80 ug/ml peptit: 0.
*p<0,05 ve **p<0,01 Kontrole gore anlaml1 derecede farklilik. ............ccoevviiiniinnnnn, 70

Sekil 4.12 : HepG2 hiicrelerinde diisiik konsantrasyonda 48 saat uygulanan 1-10 pg/ml
konsantrasyonlardaki FK-16-Frenatin 2.1S hibrit peptitinin ve 5-FU’nun hiicre
canliligina etkisi. FK-16-Frenatin 2.1S i¢in 48 saat sonunda elde edilen hiicre
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canlilik degerleri: Kontrol: 100+4,2; 1 pg/ml peptit: 70,96+4,2; 2,5 ng/ml peptit:
75,65+3.,4; 5 ng/ml peptit: 82,74+8,9; 10 pg/ml peptit: 85,7£3,4. 5-FU igin 48 saat
sonunda elde edilen hiicre canlilik degerleri: 1 pg/ml peptit: 68,4+3,5; 2,5 pg/ml
peptit: 55,65+3,4; 5 ug/ml peptit: 61,71+3,2; 10 pg/ml peptit: 65,1+10,4. **p<0,01
ve ***p<(,001 Kontrol grubuna gore anlamli derecede farklilik. ..........ccccooiiiinininnns 71

Sekil 4.13 : HepG2 hiicrelerinde 1 ve 2.5 pg/ml konsantrasyonda 48 saat uygulanan 5-
FU’nun ve 1-10 pg/ml konsantrasyonlardaki FK-16-Frenatin 2.1S hibrit peptitinin
birlikte uygulanmasinin hiicre canliligina etkisi. Hiicre canlilik degerleri Kontrol:
100£4,2; 1 pg/ml 5-FU: 68,4+3,4; 1 pg/ml 5-FU+1 pg/ml FK-16-Frenatin 2.1S:
72,9+1,9; 1 pg/ml 5-FU+2,5 pg/ml FK-16-Frenatin 2.1S: 77,8+£5,2; 1 pg/ml 5-
FU+5 pg/ml FK-16-Frenatin 2.1S: 74,544; 1 pg/ml 5-FU+10 pg/ml FK-16-
Frenatin 2.1S: 70,4+1,6; 2,5 pg/ml 5-FU: 55,643,4; 2,5 pg/ml 5-FU+1 pg/ml FK-
16-Frenatin 2.1S: 74,8+4,1; 2,5 pg/ml 5-FU+2,5 ng/ml FK-16-Frenatin 2.1S:
76,243,5; 2,5 pg/ml 5-FU+5 pg/ml FK-16-Frenatin 2.1S: 72,3+1,3; 2,5 pg/ml 5-
FU+10 pg/ml FK-16-Frenatin 2.1S: 66,6+4. ***p<0,001 Kontrol grubuna gore;
#p<0,05 ve #p<0,01 2,5 pg/ml 5-FU uygulanan grubu gOre.........cccvvreverrererererersnerernne, 72

Sekil 4.14 : HepG?2 hiicrelerinde 5 ve 10 pg/ml konsantrasyonda 48 saat uygulanan 5-
FU’nun ve 1-10 ug/ml konsantrasyonlardaki FK-16-Frenatin 2.1S hibrit peptitinin
birlikte uygulanmasinin hiicre canliligina etkisi. Hiicre canlilik degerleri Kontrol:
100+4,2; 5 pg/ml 5-FU: 61,7£3,2; 5 ug/ml 5-FU+1 pg/ml FK-16-Frenatin 2.1S:
53,7+6,7; 5 pg/ml 5-FU+2,5 pg/ml FK-16-Frenatin 2.1S: 71,6+2,8; 5 pg/ml 5-
FU+5 pg/ml FK-16-Frenatin 2.1S: 68,1£5,7; 5 pg/ml 5-FU+10 pg/ml FK-16-
Frenatin 2.1S: 68+5,5; 10 ug/ml 5-FU: 69,5+6,7; 10 pg/ml 5-FU+1 pg/ml FK-16-
Frenatin 2.18S: 66,6+2,8; 10 pg/ml 5-FU+2,5 pg/ml FK-16-Frenatin 2.1S: 71,3+5,8;
10 pg/ml 5-FU+5 pg/ml FK-16-Frenatin 2.1S: 58,442,7; 10 pg/ml 5-FU+10 pg/ml
FK-16-Frenatin 2.1S: 48+0,3. ***p<0,001 Kontrol grubuna gore; Yp<0,05 5 pg/ml
5-FU uygulanan grubu gére; *p<0,05 10 pg/ml 5-FU uygulanan grubu gére................ 73

Sekil 4.15 : ELISA yontemi ile hiicre kiiltiir medyumunda 6l¢tilen IL-1p, TNF-a ve IL-
8 seviyeleri. A) IL-1p seviyeleri (pg/ml) Kontrol: 42,2+6,7; 10 pg/ml peptit:
49,9+0,9; 20 pg/ml peptit: 51,7+2,8; 40 pg/ml peptit: 54+0,6; 80 pg/ml peptit:
67,4£1,3. B) TNF-a seviyeleri (pg/ml) Kontrol: 269,1+3,03; 10 pg/ml peptit:
281,243,03; 20 pg/ml peptit: 420,6+3,03; 40 png/ml peptit: 525,2+128,8; 80 pg/ml
peptit: 794,9£110,6. C) IL-8 seviyeleri (pg/ml) Kontrol: 1182+33,2; 10 pg/ml
peptit: 1149+72,1; 20 pg/ml peptit: 1259+56,1; 40 pg/ml peptit: 1208+35,5; 80
pug/ml peptit: 1444+53,6. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 Kontrole gore anlaml
derecede farklilik. *p<0,05 Kontrole gore anlaml1 derecede farklilik. ...........c...ccoeeeein. 75
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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

FK-16-FRENATIN 2.1S HiBRIiT PEPTiDIN HEPATOSELULER
KARSINOMADA ANTIKANSER ETKILERININ ARASTIRILMASI

Tuba CAN

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dali

Damsman : Dr. Ogr. Uyesi Serap SANCAR

Antimikrobiyal peptitler bakterilerden memelilere kadar pek ¢ok canlida tanimlanan dogal
immiin sistemin unsurudur. Bu peptitlerin iki veya daha fazla hibrid kombinasyonlari,
antimikrobiyal oOzelliklerini arttirdigi gozlenmistir. Son c¢alismalar bazi1 antimikrobiyal
peptitlerin kanser hiicreleri lizerinde de sitotoksik etkisini gostererek bu peptitlerin antikanser
aktiviteli oldugunu ortaya koymustur. Bu ¢alismanin amaci ilk kez tasarlanan bir hibrit peptitin
hepatoselliiler karsinoma hiicreleri olan HepG2 hiicre soyundaki antikanser etkilerini
aragtirmaktir. Tasarlanan hibrit peptit, epidermal antimikrobiyal peptit olan insan katelisidin
hCAP-18 ailesine ait peptiti LL-37nin, 17- 32 amino asit araligindaki aktif bolgesini temsil
eden FK-16 peptiti ile kurbaga derisinden elde edilen Frenatin 2.1S antimikrobiyal peptitinin
prolin aminoasidine bagli hibridizasyonu sonucu elde edilen toplam 35 amino asitli bir peptittir.
FK-16-Frenatin 2.1S hibrit peptitin, en yaygin karaciger kanseri olan hepatoseliiler karsinom
hiicre hatt1 olan HepG2 hiicrelerinde sitotoksik etkisi ilk kez arastirilmistir. Hibrit peptitin farkli
konsantrasyonlarda uygulanmasina bagli HepG2 hiicrelerinde etkileri ilk olarak hiicre canlilik
testi ve laktat dehidrogenaz salinimina dayanan sitotoksisite testi ile 6l¢iildii. Ayrica normal
hiicre soyu olarak insan gobek kordonu ven endotel hiicreleri (HUVEC) kullanildi ve hibrit
peptitin hiicre canliligina etkisi de arastirildi. Hiicre 6liimii ile iliskili morfolojik degisiklikler
basta 151k mikroskobunda, akridin oranj/etidyum bromiir ikili boyama yontemi ve
monodansilkadaverin boyama yontemi sonrasi floresan mikroskopta gézlenmesi ile arastirildi.
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Hiicre canliligindaki azalmanimn apoptoz ile iligskisi AnnexinV-FITC/Pl boyamas: ile akim
sitometrisinde analiz edildi ve hibrit peptit uygulanan hiicrelerde hiicre i¢i ROS miktarindaki
degisiklikler spektroflorometre ile 6lgiildii. Ayrica in vitro ¢izik testi ile hiicre hareketliligine
olan olasi etkiler arastirildi ve koloni olugturma verimliligi testi ile tek bir hiicrenin proliferatif
etkinligi lizerine hibrit peptitin etkileri incelendi. Bir antineoplastik ajan olan 5-florourasil ile
peptitin diisiikk konsantrasyonlarda sinerjistik etkisinin olup olmadigi hiicre canlilik testi ile
arastirildi. FK-16-Frenatin 2.1S peptidinin kanser hiicrelerinden IL-1, TNF-a ve IL-8 salinim1
tizerine olan etkileri ise bu sitokinlerin hiicre kiiltiir medyumunda ELISA yontemi ile dl¢iilmesi
ile belirlendi.

Elde ettigimiz sonuglar FK-16-Frenatin 2.1S hibrit peptidinin doza ve zamana baglh olarak
HepG2 hiicrelerinde canliligi azalttigimi  gostermistir. Hiicre canliligindaki azalma
HUVEC’lerde de gerceklesmistir, ancak HepG2 hiicrelerine kiyasla hiicre canlilig
HUVEC’lerde daha az azalma gozlenmistir. Laktat dehidrogenaz saliniminda doza bagli bir
artis gézlenmemistir. Akim sitometrisi ve AO/EB boyasi ile apoptotik hiicre sayisinda doza
bagli bir artis ve fragmente nukleus sayisinda da bir artis gozlenmistir. Ayrica hibrit peptit
uygulanan hiicrelerde hiicre i¢gi ROS seviyelerinin de kontrol hiicrelere kiyasla arttigi
belirlenmistir. Diger taraftan uygulanan FK-16-Frenatin 2.1S hibrit peptidinin dozuna bagh
olarak MDC ile boyanmis otofajik vakuollerde anlamli bir artig da gozlenmistir. Migrasyon
testi, toksik olmayan disiikk peptit konsantrasyonunda hiicre hareketliliginin baskiladigini
gostermistir. FK-16-Frenatin 2.1S’in artan konsantrasyonu HepG2 hiicrelerinde koloni
olusturma verimliligini azaltmistir. Antineoplastik ajanlar ile olasi sinerjistik etkileri arastirmak
icin, diisiik konsantrasyonlarda FK-16-Frenatin 2.1S (10 ug/ml) ile bir antineoplastik ajan olan
5-FU (10 pg/ml) ile uygulandiginda tek basina daha yiiksek konsantrasyonlardaki 5-FU
uygulamasina kiyasla hiicre canliliginin azaldigi gozlenmistir. Farkli konsantrasyonlarda
peptite maruz birakilan HepG2 hiicrelerinden IL-1p, TNF-a ve IL-8 sitokinlerinin arttigi1 ELISA
yontemi ile belirlenmistir ve peptit maruziyetinin, immiin cevaplart indiikleyebilecegini
gostermektedir.

Calismamiz FK-16-Frenatin 2.1S hibrit peptidinin hepatoseliiler karsinoma ig¢in terapotik bir
molekiil olarak potansiyel tasidigini gostermektedir. Bununla birlikte, kanser hiicreleri
tizerindeki etkilerin daha ayrintili galisilmasi ve peptitin immiin hiicreler {izerindeki olasi
etkilerinin arastirilmasi 6nem tagimaktadir.

Ocak 2024, 124 sayfa.

Anahtar kelimeler: Hepatoseliiler Karsinoma, Antimikrobiyal Peptitler, FK-16-Frenatin 2.1S,
Hiicre Oliimii, Hibrit Peptit
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SUMMARY

M.Sc. THESIS

INVESTIGATION OF THE ANTICANCER EFFECTS OF FK-16-
FRENATIN 2.1S HYBRID PEPTIDE IN HEPATOCELLULAR
CARCINOMA]

Tuba CAN

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Sciences

Department of Biology

Supervisor : Assist. Prof. Dr. Serap SANCAR

Antimicrobial peptides are elements of the innate immune system defined in many living things,
from bacteria to mammals. Hybrid combinations of two or more of these peptides have been
observed to increase their antimicrobial properties. Recent studies have shown that some
antimicrobial peptides have cytotoxic effects on cancer cells, revealing that these peptides have
anticancer activity. The aim of this study is to investigate the anticancer effects of a hybrid
peptide designed for the first time in the HepG2 cell line, which are hepatocellular carcinoma
cells. The designed hybrid peptide is the result of the proline amino acid-dependent
hybridization of the FK-16 peptide, which represents the active site between 17 and 32 amino
acids, of the human cathelicidin hCAP-18 family peptide LL-37, which is an epidermal
antimicrobial peptide, and the Frenatin 2.1S antimicrobial peptide obtained from frog skin. The
resulting peptide is a peptide with a total of 35 amino acids. The cytotoxic effect of FK-16-
Frenatin 2.1S hybrid peptide was investigated for the first time in HepG2 cells, the
hepatocellular carcinoma cell line, the most common liver cancer. The effects of the hybrid
peptide on HepG2 cells due to application at different concentrations were first measured by
cell viability test and cytotoxicity test based on lactate dehydrogenase release. In addition,
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human umbilical cord vein endothelial cells (HUVEC) were used as a normal cell line, and the
effect of the hybrid peptide on cell viability was also investigated. Morphological changes
related to cell death were investigated initially under a light microscope, followed by the
acridine orange/ethidium bromide double staining method and the monodansylcadaverine
staining method, under a fluorescent microscope. The relationship between the decrease in cell
viability and apoptosis was analyzed by flow cytometry with AnnexinV-FITC/PI staining, and
changes in the amount of intracellular ROS in hybrid peptide-applied cells were measured by
spectrofluorometer. In addition, possible effects on cell motility were investigated with the in
vitro scratch test, and the effects of the hybrid peptide on the proliferative activity of a single
cell were examined with the colony formation efficiency test. Whether the peptide has a
synergistic effect at low concentrations with 5-fluorouracil, an antineoplastic agent, was
investigated by cell viability test. The effects of FK-16-Frenatin 2.1S peptide on the release of
IL-1B, TNF-a and IL-8 from cancer cells were determined by measuring these cytokines in cell
culture medium by ELISA method.

Our results showed that FK-16-Frenatin 2.1S hybrid peptide reduced the viability of HepG2
cells in a dose- and time-dependent manner. The reduction in cell viability occurred in
HUVECSs, but less reduction in cell viability was observed in HUVECs compared to HepG2
cells. No dose-dependent increase in lactate dehydrogenase release was observed. A dose-
dependent increase in the number of apoptotic cells and an increase in the number of fragmented
nuclei were observed by flow cytometry and AO/EB staining respectively. In addition, it was
determined that intracellular ROS levels in cells treated with hybrid peptide increased compared
to control cells. On the other hand, a significant increase in MDC-stained autophagic vacuoles
was observed depending on the dose of FK-16-Frenatin 2.1S hybrid peptide administered.
Migration testing showed suppression of cell motility at low non-toxic peptide concentration.
Increasing concentration of FK-16-Frenatin 2.1S decreased colony formation efficiency in
HepG2 cells. To investigate possible synergistic effects with antineoplastic agents, it has been
observed that cell viability decreases when FK-16-Frenatin is administered with 2.1S (10
png/ml) at low concentrations with 5-FU (10 pg/ml), an antineoplastic agent, compared to 5-FU
administration at higher concentrations alone. It was determined by ELISA method that IL-1p,
TNF-a and IL-8 cytokines increased in HepG2 cells exposed to different concentrations of
peptide, indicating that peptide exposure can induce immune responses.

Our study shows that the FK-16-Frenatin 2.1S hybrid peptide has potential as a therapeutic
molecule for hepatocellular carcinoma. However, it is important to study the effects on cancer
cells in more detail and to investigate the possible effects of the peptide on immune cells.
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1. GIRIS

Kanser, gelismis ve gelismekte olan {ilkelere halk sagligi ve ekonomik agidan zarar veren bir
saglik sorunu olmakla birlikte diinya ¢apinda 6nde gelen ikinci 6liim nedenidir (Aljurf ve dig.,
2022). Kanser, farkli bir¢cok hiicresel ve molekiiler yollarin anormal aktivasyonu, proto-
onkogenlerin ve tiimor baskilayic1 genlerin aktivasyonu/inaktivasyonu arasindaki dengenin
bozulmasi ile iligkili ortaya ¢ikan karmasik bir siiregtir (Algahtani ve dig., 2019). Kanserin
hangi tipi olursa olsun erken teshis, tarama ve tedavi 6nemlidir. Kanserin tedavisi, ilerleyen
teknolojiyle uzmanlasarak daha da karmasik sekilde gelisti. Bununla birlikte, hedefe yonelik
terapi, biyolojik, hiicresel ve gen terapileri gibi yeni tedaviler, ileri patoloji, radyoloji ve
radyasyon tedavisi gibi gelismis destek sistemlerine olan ihtiya¢ multidisipliner tedavilere
katkida bulunmaktadir. Insan viicudunun metabolizmasini ve bagisikligin1 korumaya yonelik
yeni tedavi yontemleri ise siirekli arastirma konusudur. Giiniimiizde immiin sistem tizerine
artan c¢aligmalarla kanser tedavileri siklikla kesigsmekte olup insan dogasina yararl

kombinasyonlar arastirilmaktadir (Aljurf ve dig., 2022).

Uluslararas1 Diinya Kanser Arastirma Fonunun (WCRF International) son verilerine gore
karaciger kanseri diinya ¢apinda en sik goriilen altinci kanser tiirii olmakla beraber kansere bagh
Olimlerin en yaygin ii¢lincii nedenidir. Karaciger kanserlerinden biri olan hepatoselliiler
karsinom ise diinyada en sik goriilen besinci kanser tiiriidiir (Asafo-Agyei ve Samant, 2023).
Karaciger birincil epitel hiicresi olan hepatosit hiicrelerinde baslayan ve hepatoseliiler karsinom
(HCC) adin1 alan bu birincil kanser hem eriskin hem ¢ocuklarda goriilmektedir (Lotfollahzadeh
ve dig., 2022; WCRF, 2023). Hepatoseliiler neoplazmalar arasinda hepatoseliiler karsinom
(HCC), intrahepatik kolanjiyokarsinom (iCCA), hepatoblastoma ve hepatoseliiler adenom yer
alir. En yaygin olan1 HCC iken iCCA ikinci en yaygin primer karaciger kanseridir (Alqahtani
ve dig., 2019). Hepatoseliiler karsinomun en sik goriilen nedenleri ise; hepatit B/C viriisii, siroz,
kronik inflamasyon, fibroz, aflatoksin B1, alkolik olmayan karaciger yaglanmasi, alkol/sigara

tilketimi ve genetik yatkinlik durumlaridir (Lotfollahzadeh ve dig., 2022; WCRF, 2023).

Hepatit B/C viriisiiyle kronik viral enfeksiyon ortaminda gelisen HCC immiinomodiilator bir
mikro cevreye sahip olan heterojen bir kanserdir. Artan immiin baskilayict etkiler HCC

karsinogenezine ve hastaliin ilerlemesine neden olur. Timodre 6zgli immiin yanitlart



gliclendirici yaklagimlar HCC kanserinin terapotik stratejileri olarak arastirilmaktadir
(Makarova-Rusher ve dig., 2015). Hepatoselliiler karaciger karsinomu (HCC) tedavileri;
rezeksiyon, transplantasyon, ablasyon, transarteriyel embolizasyon ve radyoterapi, sistemik

kemoterapi olmak iizere siniflandirilabilir (Kole ve dig., 2020).

Peptit bazli ilaglarinin avantajlari, iyi biyoaktivite uyumlar1 ve protein ilaglarina kiyasla daha
yluksek stabiliteye sahip olmalaridir. Dogal peptitlerin dezavantajlari ise zayif kimyasal/fiziksel
stabilite, kisa plazma yar1 dmrii ve normal hiicrelere karsi olusabilen sitotoksisitesi ile terapdtik
kullanim i¢in dogrudan uygun olmamalaridir. Bu gibi sorunlara ¢6ziim saglayabilecek sekilde
yapay olarak tasarlanmis hibrit peptitler; antibakteriyel, antitiimdr ve antimetabolik hastaliklar
icin terapdtik acidan yliksek potansiyele sahiptir. Son zamanlarda oldukga ilgi goren hibrit
peptit kavrami, iki veya daha fazla farkli peptit dizisini gesitli biyolojik fonksiyonlarla
birlestirerek yeni biyolojik etkiler elde etmeyi amaglamaktadir (Fosgerau ve Hoffmann, 2015;
Wang ve dig., 2019).

AMP'lerin bir ailesi olan katelisidinlerin, insanda belirlenen tek 6rnegi/liyesi katelisidin hCAP-
18 (pro-LL-37), antimikrobiyal peptit LL-37'nin pro-proteinidir (Diirr ve dig., 2006). Bu 18-
kDa preproprotein, bir N-terminal sinyal dizisi, katelin benzeri bir dizi ve bir C-terminal AMP
dizisinden olusarak proteolitik boliinmesi sonucu, LL-37 olarak bilinen 37 birimli, amfipatik,
sarmal bir peptiti ortaya ¢ikarir. Bu peptit, kemik iligi hiicreleri, dolasimdaki 16kositler ve cilt
ve gastrointestinal mukoza gibi ¢ok sayida epitel dokusu hiicreleri tarafindan salgilanir. LL-37,
l16kositlerin (6rn. nétrofiller, monositler, T-hiicreleri, eozinofiller ve mast hiicreleri) enfeksiyon
bolgelerine kemotaksisini ve bu bdlgedeki sitokin iiretimini diizenleyerek yara iyilesmesi
sirasinda yeniden epitelizasyonu tesvik eder. Iliskili bircok calisma ile, LL-37'nin endojen bir

tiimor baskilayici peptit 6zelligi gosterilmistir (Ren ve dig., 2013).

Peptitlerin, terapotik ila¢c olarak kullanilmasimi sinirlayici etmenlerden biri kimyasal
sentezleriyle iligkili maliyetleridir. Bir peptitin biyolojik aktivitesini yansitacak sekilde daha
kisa fragmanlarin daha diigiik maliyetle tiretilebilmesi adina LL-37'nin fonksiyonel bdlgesini
belirlemek olduk¢a 6nemlidir. Li ve ark. (2006) LL-37'nin 17-32 kalintilarina karsilik gelen
FK-16'nn antibakteriyel ve antitiimor etkilerini korudugunu gosterdi. Daha sonraki ¢aligsmalar
ise bu fragmanin, prokaryotlara ve Okaryotlara kars1 tam uzunluktaki peptitten daha iyi bir

aktiviteye sahip oldugunu kanitlamigtir. Bu sonuca gore FK-16'nin yeni bir antikanser peptit



olarak umut verici bir aday olabilecegini diisiindiiriirken, FK-16'nin in vitro antikanser etkisi

arastirmalarina ilgi artmistir (Ren ve dig., 2013).

Immiinmodiilatér etkilere sahip birgok antimikrobiyal peptit kurbaga deri salgilarindan elde
edilmektedir. Terapotik potansiyele sahip olan gesitli peptitler iizerine ¢aligmalar devam
etmektedir. Bu antimikrobiyal peptitlerin bir grubu; Orinoco ihlamur agaci kurbagasi
Sphaenorhynchus lacteus'un (Hylidae) deri salgilarindan elde edilen Frenatin ailesindeki ii¢
peptit Frenatin 2.1S, 2.2S ve 2.3S’dir (Conlon ve dig., 2014). Frenatinler immiin sistem ile
iligkili uyarici etkilerine ek olarak birgok tiimor dizisine sitotoksik yani antikanser aktivite
gostermistir (Vacchelli ve dig., 2015). Frenatinler arasinda yogunlukla calisilan peptit ise
Frenatin 2.1S’dir. 2.1S, mononiikleer hiicrelerin (makrofajlar, T hiicreleri, dogal o6ldiiriicii
hiicreler vb.) inflamatuvar fenotiplerini kuvvetlendirir. Ozellikle, dogal &ldiiriicii hiicrelerin
(NK) aktivasyonlarmi arttirip  birikmesini = saglayarak tiimorisidal —potansiyellerini

desteklemektedir (Pantic ve dig., 2017).

1957°den gliniimiize kadar cesitli kanser tiirlerini tedavi etmek amagh yaygin olarak kullanilan
5-florourasil (5-FU), antimetabolit bir kanser ilacidir. Kemoterapotik olan 5-FU’nun ilag
direnci gelisimiyle birlikte sinirlayic etkisi siirmektedir (Sethy ve dig., 2021). En yiiksek etkiyi
kolorektal kanserde gosteren 5-FU, farkli ilag kombinasyonlariyla birlikte kullanimi sonucu
tedaviye yanit orani yiikselmistir (Gu ve dig., 2019). Bu sebeple kanser hiicrelerindeki 5-FU’ya
duyarliligin artmasiyla ilaca yamiti gii¢lendirilmesi ve ila¢ direncini Onlemeye yonelik

kombinasyon igerikli terapdtik yaklasimlara potansiyel bir antikanser ilact olarak énemlidir.

Bu ¢alismanin amaci sentetik hibrit antikanser peptiti olan FK-16-Frenatin 2.1S’in HepG2
hiicre soyunda antikanser aktivitesinin varliginin incelenmesini, var ise bu etkinin hangi hiicre
0lim mekanizmasi iizerinden etkili oldugunu, immiinmodiilator etkilerine bakilmasi ve 5-FU

ile sinerjistik antikanser aktivitesinin incelenmesini ortaya koymaktadir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. KANSER

Hipokrat (M.O. 460-375) ilk kez meme kanserinde gdzlemleyerek yengece benzeyen kan
damarlartyla yavag biiyiiyen agrili sisliklere karsinoma (carcinoma) terimini kullanmustir.
Romali tip doktorlarindan Celsus (M.O. 25-M.S. 50) ve Galen (130-200) de g¢evresine
pengeleriyle yapisan bir yengeg tasvirinden dolay1 kanser (cancer) terimini kullanmistir. Tiirk
tip tarihinde ise kii¢lik yumrulu, agrili ve kan damarl sisliklere seretan denilmesi ile baglayan
kanser, yillar icinde evrensel kullanimina uygun ismini almistir. Kanserin ilk mikroskobik
incelemesini Marcello Malpighi (1628-1694), ilk kez anatomik farkliliklarini inceleyen
Laonnec’dir (1781-1826). Primer ve sekonder timdrleri birbirinden ayiran Morgagni (1682-
1771), giiniimiizde de bilinen bir¢ok kanser tiiriinii tanimlamistir (Sigerist, 1932; Atici, 2007;
Hajdu, 2011).

2.1.1. Kanser Olusumu

Cevresel risk faktorleri, kalitim ve genlerde biriken mutasyonlar sonucu hiicresel bdliinme
stireci kontrolden ¢ikarak hiicreler, anormal ve hasarl sekilde ¢ogaldiginda biiyiiyiip dokulara
ulagarak viicudun cesitli yerlerine yayilabilen ve yasami tehdit eden bir hastalik grubu olan
kanser ortaya ¢ikmaktadir. Ulusal Kanser Enstitiisii, kanseri anormal hiicrelerin ¢ogaldigi ve
komsu dokulart istila ettigi bir grup hastalik olarak tanimlamaktadir. Viicudun her dokusunda
goriilebilen kanser gelisimi tiirline 6zgii 6zelliklerin yani1 sira hastaligi olusturan benzer temel
stirecler icermektedir. Bir ana hiicrenin kusurlu béliinmesiyle olusan asir1 ¢ogalma (hiperplazi)
ile degisen hiicresel formlarla (displazi) seyreden anormal hiicrelerden tiimor olugur. Tiimorler,
iyi huylu (benign) be kotii huylu (malign) olarak ikiye ayrilmaktadir. Bir timor kaynaklandigi
doku i¢inde kalirsa, in situ kanser durumunda benign tiimor olmaktadir. Yakinlardaki dokulara
yayllmaya baslarsa, invaziv kanser durumu veya damar sistemi ile viicutta yeni tlimorler
olusmasiyla metastaz kanser durumu olarak malign tiimor seklinde goriilmektedir (NIH, 2007)
(Sekil 2.1). Buna gore kanser olusumu hiicresel diizeyde ¢ogalma, sagkalim, invazyon ve
metastaz yetenekleriyle giderek artan hiicrelerin mutasyonunu ve se¢imini igeren ¢ok asamali

bir siirectir (Cooper, 2000).



Kanserin olusum siirecine karsinogenez denilir ve dort asamaya ayrilmistir; tiimoriin
baslatilmasi, timdriin ilerlemesi, malign doniisiim ve tiimoriin ilerlemesidir (Weston ve Harris,
2003). Timdriin baslamasi, hiicreyi mutasyona gotiiren genotoksik ajanlar gibi faktorlerle
karsilagarak olusan mutasyonlarin birikmeye bagladigi ve boliinme kontroliiniin kaybedildigi
evredir. Artan timOr baslaticilart maruziyetiyle anormal hiicre popiilasyonu genisleyerek
malign doniistime dogru ilerler. Tiimoriin ilerlemesi, artik malignant fenotipte olan tiimor
agresif Ozellikler kazanarak invazyon, anjiogenez (damar olusumu) ve metastaz yapma

egilimiyle canlin1 hayatini riske ettigi evredir (Weston ve Harris, 2003; Baba ve Catoi, 2007).

A B C D E
Genetigi Hiperplazi Displazi In situ Kanser Malign Tiimor (Kanser)
degistirilmig -Hucre -Huicreler form  -Hucreler tek bir -Kanser hcreleri normal dokuyu
epitel hiicresi normalden degistirir yerde kalir istila ederek kan ve lenflere kangir

daha hizl bolanar -Uzak bolgelerde metastazlar olugur

Kan Alttaki normal bag doku
daman veya kas dokusu

Sekil 2.1 : Kanser Gelisim Siireci. Normal doku agik sar1 renk ile; farklilagan hiicreler yesil renk ile,
kanser hiicreleri mor renk ile gosterilmistir (Benjamin Cummings, 2003’ten degistirilerek
Tirkgelestirilmistir).

Kanser, bulundugu dokudan koken aliyorsa primer tiimor, birincil organ ve dokulardan
kaynaklanip viicudun diger bolgelerine yayildiginda sekonder ya da metastatik tiimor olarak
incelenmektedir. Metastaz kaskad1 genel olarak istila, intravazasyon ve ekstravazasyon olarak
lic ana asamadan olusur. Hiicre-hiicre yapisma baglantilarinin kaybiyla birincil timor
kitlesinden ayrilan hiicreler, hiicre-matriks etkilesimindeki farkliliklarla stromay: istila
etmektedir. Anjiogenez ile timdrin yakinindaki kan damarma giderek tasinmasiyla
intravazasyon siireci ile uzak bolgelere tasinmaktadir. Endotel hiicresi ile kanser hiicresinin
etkilesime girmesi ve yapigsma bagi olusturarak dokuya gec¢mesi ile ekstravazasyon siireci
tamamlanarak farkli dokuda ikincil bir tiimoér olusumu baslamaktadir (Martin ve dig., 2013;

Cauli ve Polidoro, 2023) (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2 : Tiimor Metastaz Siireci. Birincil tiimor pembe renk ile; metastatik hiicreler yesil renk ile
gosterilmistir (Cauli ve dig., 2023’ten degistirilerek Tiirkgelestirilmistir).

2.1.2. Kanser Tiirleri

Kanserler koken aldiklar1 dokuya ya da birincil bolgelerine gore siniflandirilir. Buna gore
timorler alt1 ana gruba ayrilmaktadir; karsinoma, sarkoma, miyelom, 16semi ve lenfoma.
Ayrica bu tiirlerin birlesimi olarak yer alan adenoskuamoz karsinom, karsinosarkom ve
teratokarsinom gibi kanser tiirleri de bulunmaktadir (SEER, 2023). Epitelyal hiicrelerden
koken alan malignantlardan olan karsinomlar, insan kanserlerinin yaklasik %90’ m1
olusturmaktadir. Karsinomlar iki alt tipe ayrilir; bir organ veya bezden gelisenler
adenokarsinom iken skuamdz epitelden gelisenler skuamdz hiicreli karsinomlardir.
Karsinomlara 6rnek olarak meme, akciger, kolon, prostat ve mesane gibi salgilama yetenegine
sahip organlarin kanserleri verilebilir. Sarkomlar kas, kemik, kikirdak ve fibroz doku gibi bag
dokulardan meydana gelen tiimorler olup insanlarda nadir goriilen kanserlerin yaklasik %2’sini
olusturmaktadirlar. Gelistikleri yere gore bu kanserler; osteosarkom (kemik), kondrosarkom
(kikirdak) ve fibrosarkom (fibréz doku) gibi 6rneklendirilebilir. Miyelom ise kemik iliginde
bulunan plazma hiicrelerinde baslayan bir kanserdir. Ldsemi, kan olusturan hiicrelerden
kokenlenerek olgunlagsmamis beyaz kan hiicrelerinin asir1 iiretimiyle olusur. Lenfoma ise
bagisiklik sistemi hiicrelerinde veya organlarinda ortaya ¢ikan kanser tiiriidiir. (Cooper, 2000;
SEER, 2023) Losemiler ve lenfomalar insandaki malignitelerin yaklasik %8'ini olusturan

kanserlerdir (Cooper, 2000).



2.1.3. Kanserin Ozellikleri ve Mikro Cevresi

Normal hiicrelerden sekil, igerik ve isleyis bakimindan farkli olan kanser hiicreleri ayirt edici
ozellikler kazanmistir. Bu 6zellikleri tanimlamada Hanahan’nin (2022) makalesinde; ¢cogalma
sinyalinin siirdiiriilmesi, biiyiime baskilayici sinyallerden kacinmak, hiicre liimiine direng
gostermek, smirsiz ¢ogalma Ozelligi ile Olimsiizlik kazanma, damar sistemine erisme ve
indiikleme, invazyon ve metastaz aktivasyonu, hiicresel metabolizmanin yeniden
programlanmasi, immiin sistem yanitinin 6nlenmesi, kanserlesmeyi destekleyen inflamasyon,
genom kararsizligi ve mutasyon, fenotipik plastisitenin agilmasi, mutasyonsuz epigenetik
yeniden programlama, polimorfik mikrobiyomlar ve yaslanmis hiicreler olarak yer almaktadir

(Sekil 2.3).

Cogalma Buyime baskilayici
sinyalinin sUrdaralmesi sinyallerden kaginmak
Fenotipik plastisitenin Mutasyonsuz epigenetik
agllmau yeniden programlama
Hiicresel metabolizmanin \ "4 Imman sistem yanitinin
yeniden programlanmasi @ onlenmesi
‘ ‘.’ (
, '-’ \q‘
’ d
Hicre 6lumane " d ( e Sinirsiz gogalma ozelligi
direng gostermek "’ ";1 C: t ."" -~ ile 6lumsuzlik kazanma
D
Q" .:3‘» .
73, Nl =~
Genom kararsizligi ve (‘@) Kanserlesmeyi destekleyen
mutasyon inflamasyon
Yaglanmis hiicreler b Q ﬂ Polimorfik mikrobiyomlar
Damar sistemine Invazyon ve metastaz
erigme ve indukleme aktivasyonu

Sekil 2.3 : Kanserin Ozellikleri. Kanserin sahip oldugu belirleyici ozellikleri sematize edilerek
gosterilmistir (Hanahan, 2022°den degistirilerek Tiirkgelestirilmistir).

Tiimoriin biiyliylip gelismesiyle i¢inde ¢esitli hiicre ve salgilarin bulundugu yiiksek etkilesimli
ve karmasik ortama tiimor mikro ¢evresi (TME) denilmektedir. Siirekli gelisen bu ortamin
icerigi kanser tiirtine gore degisiklik gdstermesi belli ayirt edici 6zellikler mevcuttur. TME ana
yapisin1 bagisiklik hiicreleri, stromal hiicreler, kan damarlar1 ve ekstraseliiler matris (ECM)
olusturmaktadir. Bagisiklik hiicreleri (T ve B hiicreleri, dogal 6ldiiriicti hiicreler, makrofajlar,

notrofiller, dendritik hiicreler vb.) tiimdr biiylimesini baskilayabildigi gibi tesvik de edebilir.



Stromal hiicreler, timor tiirleri arasinda farklilik icermesine karsin belli basli sunlari igerir:
vaskiiler endotelyal hiicreler, fibroblastlar, adipositler ve yildiz hiicreleri (Sekil 2.4). Bu
hiicreler anjiogenezi, cogalmay1, invazyonu ve metastazi etkileyen ¢esitli salgilar iiretir ve TME
genislemesini saglarlar. Timor gelismesiyle olusan ortamda oksijen yetersizlesir ve metabolik
atiklarda birikince TME hipoksik ve asidik hale gelir. Bunun iistesinden gelmek isteyen timor
kan damarlarina ulagsmak ve yeni kan damarlar1 filizlendirmek igin cesitli faktorlerin
salinmasini indiikler. Hiicre dist matris ise TME igerisinde sadece hiicreler i¢in fiziksel bir
iskelet saglamakla kalmaz, ayni zamanda tiimoriin yayilmasini tesvik etmektedir. ECM,
kollajen, fibronektin, elastin ve laminin molekiillerinden olusarak normalden fazla bu
molekiilleri tagsiyan TME katilagarak kotii prognoz ile iliskilendirilmektedir. TME tanimak,
kansere katkisin1 gozlemleyerek ve kanser tiiriine gore kisisellestirerek biyobelirteg kesfine
katkisinin yani sira tedavide spesifik hedefe yonelik yaklagimlarin 6niinii agmaktadir (Anderson

ve Simon, 2020).

Kan damarlan

Miyeloid hticreler

Dendritik hicreler
Tumar hicresi

Tumor hacresi
¥ (Hipoksik gekirdek)

CD8 T hicresi

Duzenleyici T hucresi
NK hicresi
Tikenmis lenfositler

Apoptotik hiicre

Stromal hicre

Sekil 2.4 : Kanser Mikro Cevresi. Tiimor, gesitli hiicrelerle sitokin ve kemokin gibi biiyiime faktorlerini
iceren, kan damarlariyla sarili bir mikro ¢evrenin merkezinde oksijence fakir, hipoksik ve asidik
pH mikro gevresi tasvir edilmektedir (Pificiro Fernandez ve dig., 2019’dan degistirilerek
Tiirkgelestirilmistir).

2.1.4. Kansere Neden olan Etmenler (Kanserin Etiyolojisi)

Kanserin tetiklenmesinde iki gen ve {i¢ farkli hiicresel sistem rol oynar. Bu iki genden biri olan
proto-onkogenler, hiicre boliinmesini tesvik ederken bir digeri olan tiimdr baskilayici genler
bunu engeller. Bu iki genle saglanan proliferasyon kontrollerinin yani sira hiicreler, kontrolsiiz

hiicre boliinmesini 6nlemeye yardimci olan ii¢ baska sisteme de sahiptir. Bunlardan ilki olan



deoksiriboniikleik asit (DNA) onarim sistemi, DNA'daki hatalar1 tespit ederek diizeltmektedir.
Ikinci hiicresel sistem kontrol sisteminin kuralsizlasmasiyla hiicreye 6liim emri vererek
apoptoza yonlendirir. Ugiincii hiicresel sistem ise, hiicrenin béliinmesini simirlayan kromozom
uclarindaki telomer adli DNA pargalart olup kromozomun kopyalanma Omriinii
belirlemektedir. Bu iki gen ve ii¢ hiicresel sistemdeki mutasyonlarin birikmesi ile siirecin

bozulmasiyla kanser olugsumu tetiklemektedir (NIH, 2007).

Kanser olusumuna neden olan ajanlar yani karsinojenler, deney hayvanlariyla yapilan
calismalar ve insanlarin kanser sikliklarinin epidemiyolojik analiziyle tespit edilmistir (Cooper,
2000). Karsinojenlere maruziyetle birlikte mutasyon olasiligindaki artis kansere yakalanma
riskini arttirmaktadir. Bu karsinojenler kimyasal (benzen, aflatoksin, arsenik, asbest vb.),
fiziksel (ultraviyole 1s1mm1 vb.), biyolojik (pirolizidin alkaloitleri, kafein, nikotin vb.) ve
radyoaktifler olarak {i¢ grupta incelenebildigi gibi risk dahilinde gruplari da mevcuttur. Bunun
yani sira beslenme aligkanliklari, alkol tiiketimi, enfeksiyonlar ve viriisler de kanser olusumuna
onemli Olgiide etki etmektedir. Aymi sekilde kansere yatkinlik tasiyan mutasyonun kalitsal
olarak tasinmas1 da bu olasilig1 arttirmaktadir (Baba ve Catoi, 2007; NIH, 2007). Inflamasyon
altinda olan dokunun artan DNA replikasyonu ve DNA hasariyla viral genomun konake1
genomuna entegrasyon siireci kolaylasarak olusturulan viral proteinlerle onkogenik siirece

ilerlenmis olmaktadir (Tsai ve Chung, 2010).
2.1.5. Kanserin Tedavi Yontemleri

Geleneksel kanser tedavilerinden olan cerrahi operasyon, kemoterapi ve radyoterapi gibi
yaklasimlar kullanilmakta iken modern tedavilerden hormon tedavisi, anti-anjiyojenik, kok
hiicre tedavileri, immiinoterapi gibi yaklagimlarda mevcuttur (Charmsaz ve dig., 2019). Cerrahi
operasyon erken evrede en etkili yontem olarak yer alirken, radyasyon ve kemoterapi tedavisi
saglikli dokulara da zarar vermektedir. Kanser kaynakli zararlar1 gidermek, tedavi sorunlarinm
ortadan kaldirmak ve ilag direncini 6nlemek i¢in yeni tedavi arayislar1 giin gectikge artmis ve
yenilik¢i, gelismis bakis agisiyla cesitli tedavi yontemleri ve bunlarin kombinasyonel
yaklasimlar1 ortaya c¢ikmistir. Son zamanlarda hedefe yonelik tedavi, ablasyon tedavisi,
epigenetik tedaviler, nanopartikiiller, gen terapisi, dogal antioksidanlar, radyonik,
kemodinamik tedavi, sonodinamik terapi, ferroptoz bazli tedavi ve dendritik hiicre bazli
immiinoterapi gibi 6nemli ilerlemeler kaydedilmektedir. Hedefe yonelik yaklasimlar i¢inde

molekiiler hedefli ilaglar, antikor ilaglar1 ve kiigiik molekiil inhibitorleri yer alirken,
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kemoterapotikler ile sinerjistik stratejileri {lizerine de yaklasimlar da dikkat ¢ekmektedir

(Debela ve dig., 2021).
2.1.6. Kanser Epidemiyolojisi

Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansina (IARC) gore her bes kisiden birinin yasami boyunca
kansere yakalanacag: tahmin edilirken, Diinya Saglik Orgiitii'ne gore 2020 yilinda yaklasik 20
milyon yeni kanser vakasi ve 10 milyon kanserden 6liim ile kanser, diinya ¢apinda ikinci 6nde
gelen 6liim nedenidir. Prostat ve tiroid kanserleri 5 yillik sagkalim ~%100 ile en iyi prognoza
sahipken, yemek borusu, karaciger ve dzellikle pankreas kanserleri en kotii prognoza sahip olup
ilerlemis mide, mesane, yemek borusu, karaciger ve pankreas kanserlerinin 5 yillik sagkalim
<%5'tir (Mattiuzzi ve Lippi, 2019). En sik teshis edilen kanser kadinlarda olup meme kanseridir
(toplam vakalarin %11,7'si). Bunu sirasiyla akciger (%11,4), kolorektal (%10,0), prostat (%7,3)
ve mide (%5,6) kanserleri takip etmektedir (Sekil 2.5). Erkeklerde en sik karsilasilan akciger
kanseri (toplam kanser 6liimlerinin %18,0'1), kanser kaynakli 6liimlerin baginda gelmektedir.
Bunu sirastyla kolorektal (%9.,4), karaciger (%8,3), mide (%7,7) ve kadin meme (%6,9)
kanserleri takip etmektedir. Kanser 6liim oranlari cinsiyet farkina gore, kismen kanser tiirlerinin
dagilisindaki farklhiliklar nedeniyle erkeklerde kadinlara gore %43 daha yiiksek insidansla iki
kat daha fazladir (Sung ve dig., 2021).

2020'deki yeni vaka sayisi, her iki cinsiyet, her yagtan

2020'deki 6lam sayisy, her iki cinsiyet, her yagtan

Meme =
_ 2261419(11.7%) Akciger
1796 144 (18%)

Akciger Diger kanserler
2206 771 (11.4%) %
Diger kanserler ;,v’ 3557408 1557%)
8275 743 (42.9%) y, Kolorektal Kolorektal
1931590 (10%) 935 173 (9.4%)
Prostat Prostat ‘»‘ Karaciger
1414259 (7.3%) 375 304 (3.8%) 830 180 (8.3%)
Yemek borusu Mide Pankreas T\ Mide
604 100 (3.1%) 1089 103 (5.6%) 466 003 (4.7%) 'r\é 768 793 (7.7%)
Rahim agz Karaciger Yemek borusu Meme
604 127 (3.1%) 905 677 (4.7%) 544 076 (5.5%) 684 996 (6.9%)
Toplam: 19 282 789 vaka Toplam: 9 958 133 8lim

Sekil 2.5 : 2020 Yilinda Diinyadaki Yeni Kanser Vakalarinin ve Kanserden Oliimlerin Oranlar1.
(Globocan, 2020°den degistirilerek Tiirkgelestirilmistir).

Diinyada her alt1 6liimden biri kanserle iliskili iken Tiirkiye'de bu oran her bes 6liimden biri

seklindedir. Tiirkiye’de 2020 yilinda kansere bagli 6liim sayis1 yaklasik 126.335 olup akciger,
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mide, pankreas, meme ve kolon kanserlerinin en yiiksek 6liim oranina sahip vakalardir (Sekil
2.6). 2009-2019 yillar1 arasinda degerlendirilen Tiirkiye verilerine gore 2009 ile 2014 yillar
arasinda kansere bagli toplam oOliimlerde bir artis olurken 2014-2019 yillarinda ise diislis
yasanmustir. Erkeklerde akciger, mide ve kolon kanserine bagl 6liimler 2014 ve 2015 yili
itibartyla azalmis olup, pankreas kanserine bagli 6liimler ise tiim diinyada oldugu gibi her iki
cinsiyette de artis gostermektedir. Kadinlarda meme ve akciger kanserine bagli 6liimlerde
yiiksek bir egilim s6z konusu iken erkeklerde yillar iginde artig, azalma seklinde seyreden
akciger kanseri i¢in degiskenlik s6z konusu olup en yiiksek oranda oliime sebebiyet veren

kanserdir (Teker ve Ay, 2022).

1 Goriilme skl 2020 Yilinda Diinyada ve Tiirkiye'deki Kanserlerin insidans ve Mortalite Oranlari

B Slam oram | Diinya | | Tiirkiye | |
Meme

Prostat

Akciger

Kolarektal
Rahim agzn

Mide

Kanser Bélgesi

Karaciger

Rahim

Yumurtalik

Tiroit

50 40

Comaracory raproto et Dinyada her 100 000 kiside s

Sekil 2.6 : 2020 Yilinda Diinyada ve Tiirkiye’deki Kanserlerin Insidans ve Mortalite Oranlari.
(Globocan, 2020°den degistirilerek Tiirkgelestirilmistir).

2.1.7. Karaciger Kanseri
2.1.7.1. Karaciger Fizyolojisi ve Histolojisi

Karbonhidrat, lipit ve protein metabolizmasinda onemli bir yere sahip olan karaciger;
hepatositler, safra epitel hiicreleri (kolanjiyositler), yildiz (Stellat) hiicreler, Kupffer hiicreleri
ve karaciger siniizoidal endotel hiicreleri gibi ¢esitli hiicre tiplerinden olusmaktadir (Trefts ve
dig., 2017) (Sekil 2.7). Yetiskin karacigerinde kok hiicrelerin varligi tartisilmakta iken
progenitor hiicrelerin varligi da s6z konusudur. Karaciger gelisimi sirasinda hepatositler ve

kolanjiyositler ortak bir dncili/kok hiicreden kaynaklanmaktadir (Sia ve dig., 2017). Karaciger
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hacminin ¢ogunlugunu olusturarak fonksiyonel g¢alismanin ¢ogunu {istlenen hepatositler,
graniiler sitoplazmali ve bir/iki niikleuslu poliploid hiicrelerdir. Karacigerin birincil epitel hiicre
poplilasyonu olan hepatositler ve daha az yogunlukla diger hiicre tipleri birlikte siniizoid
alanlart olustururlar (Trefts ve dig., 2017; Jiang ve dig., 2018). Normal karaciger i¢inde
hareketsiz olan hepatositlerin, hepatik hasar durumunda veya parsiyel hepatektomiyle birlikte
karaciger kiitlesinde olusan azalma sonucunda karacigerdeki hiicresel doniisiimleri hizla
artmaktadir. Yiiksek proliferatif potansiyele sahip olan bu hiicreler sayesinde karaciger
hastaliklarinin artik standart bir tedavisi olan insan karaciger organ nakline olanak

saglamaktadir (Sia ve dig., 2017).

Kolanjiyosit H
tosit
\ Endotel hiicre FraoN
Portal ven
P Merkezi ven
Siniizoid
Safra kanali

! h Yildiz (Stellat) Kupffer hiicresi

Hepatik arter hiicre

Sekil 2.7 : Karacigerin Fonksiyonel Birimi Olan Hepatik Lobiil Organizasyonu. Hepatositler mavi
renkte; kolanjiyositler yesil renkte; y1ldiz (Stellat) hiicre mor renkte; Kupffer hiicresi sar1 renkte;
endotel hiicreleri turuncu renkte gosterilmistir (Trefts ve dig., 2017’den degistirilerek
Tirkgelestirilmistir).

2.1.7.2. Karaciger Kanserleri

Genomik profil ve mikro ¢evre olarak incelendiginde heterojen olan karaciger tiimorleri ayni
veya farkli timor i¢inde bulunabilirken, ayn1 tiimdr tipine sahip hastalar arasinda dahi oldukca
molekiiler heterojeniteye sahiptir. Karaciger kanserleri, koken aldiklar1 hiicreye ve histolojik
ozelliklerine gore siiflandirilan olumsuz prognoza sahip malign tiimor grubunu icermektedir
(Sia ve dig., 2017; Sevic ve dig., 2019). Epitelyal olmayan karaciger kanserleri oldukca nadir
goriilmektedir (Srivatanakul ve dig., 2004). Karaciger mezenkimal kanserleri tiim karaciger
malignitelerinin ¢ok azim1 kapsamakla birlikte bunlar; anjiyosarkom, leiyomiyosarkom,

embriyonal sarkom ve lenfoma kanserleridir. Olduk¢a nadir rastlanan bu tiimérler karaciger



13

tiimorleri ile aynmi 6zellikleri tasirken daha hizhi ilerleme gostererek erken metastazla yiiksek

maligniteye sahiptirler (Watson ve dig., 2016).

Hepatoseliiler karsinom (HCC), hepatositlerden kdkenlenerek primer karaciger kanserinin en
yaygin tiirii olarak tiim karaciger kanserlerinin yaklasik %75'ini olusturmaktadir. Fibrolameller
karsinom diger karaciger kanseri tiirlerine gore tedaviye daha duyarli olan nadir bir karaciger
karsinom tiirtidiir (Srivatanakul ve dig., 2004; Ananthakrishnan ve dig., 2006; Markman, 2023).
Kolanjiyokarsinom, safra kanali kanseri olarak da bilinir ve karacigerde safray1 safra kesesine
tastyan safra kanallarindaki epitel hiicreler olan kolanjiyositlerden kokenlenerek meydana gelir.
Intrahepatik safra kanali kanseri karacigerde bulunan kanallarda gelisirken ekstrahepatik safra
kanali kanseri, karaciger disindaki kanallarda geliserek iki tipe ayrilmaktadir (Srivatanakul ve
dig., 2004; Markman, 2023). Hepatik anjiyosarkomu, karacigerin kan damarlarinda baslar ve
hizla bliyliylip genellikle ileri evrede teshis edilerek karaciger kanserlerinin yaklasik %1'ini
olusturan nadir bir yumugak doku sarkomudur (Srivatanakul ve dig., 2004; Chaudhary ve dig.,
2015; Markman, 2023). Hepatoblastoma, karacigerin loblarinda meydana gelen ve bir hepatosit
onciisii olan hepatoblastlardan kaynaklandigi diisiiniilen malign bir embriyonal tlimdordiir.
Gortilmesi nadir olsa da pediatrik hastalarda sik goriilen karaciger kanseridir. (Srivatanakul ve
dig., 2004; Lopez-Terrada ve dig., 2014; Markman, 2023). Nadir olusumlardan biri de karigik
hepatoseliiler kolanjiyokarsinom olarak adlandirilan, hepatoseliiler ve kolanjiyoseliiler

ozelliklerin birlestigi tiimorlerdir (Maximin ve dig., 2014).
2.1.7.3. Karaciger Metastazlar

Karacigerin metastatik (ikincil) tiimdrleri birincil tiimorlerinden daha yaygin goriilmektedir
(Watson ve dig., 2016). Karacigere metastazlar iki dnemli duruma baglanmustir. T1ki karacigerin
hem portal ven dolastmim1i hem de kan dolasiminin damarlanarak karacigerde metastaz
olasiligim1 arttirmaktadir. Digeri ise hepatik sinilizoidal epitelin sahip oldugu, metastatik
hiicrelerin karaciger parankimine daha kolay niifuz etmesini saglayan damarin iki boliime
ayrilip paralel seyretmesi ve birlesmesiyle sonlanan fenestrasyonlardir (Ananthakrishnan ve
dig., 2006). Karacigere metastaz yapan en yaygin kanser kolorektal kanseri olmakla birlikte
pankreas kanseri, meme kanseri, melanom ve akciger kanseri de bunu izlemektedir. Ozellikle
gastrointestinal sistem kanserleri portal ven dolagimi araciligiyla venéz kandan karacigere
metastaz yapma egilimi tasimaktadir. Karaciger, kemik ve akcigerlerden sonra meme kanseri

metastazinin en ¢ok karsilasildigi iiglincii organdir (Tsilimigras ve dig., 2021).
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2.1.7.4 Hepatoseliiler Karsinoma ve Molekiiler Biyolojisi

Hepatoseliiler karsinoma, genetik faktorler, c¢evresel karsinojenler, ¢esitli viriisler ve
inflamasyonla birlikte bir ¢esit prokarsinojenik alan olusturan kronik karaciger hastaliklarindan
geliserek olusum siireci hepatokarsinogenez adiyla anilan malign bir primer karaciger
kanseridir (Zucman-Rossi ve dig., 2015). Hepatokarsinogenez siirecinde, timoér mikro
cevresindeki farkliliklarla birlikte inflamasyon, oksidatif stres ve hipoksi gibi bir¢ok hiicresel
kosullarin yani1 sira sitokinler, kemokinler ve biiytime faktorlerinin transkripsiyonu ve
aktivasyonu, DNA hasar1 ve DNA metilasyonu dahil diger pek ¢ok molekiiler mekanizmalarin
birbiriyle etkilesimini igermektedir. Pek ¢ok arastirma inflamasyon ile kanser gelisimi arasinda
giiclii korelasyon ortaya koydugundan i¢lerinden hepatik hasar ve inflamasyon iliskisiyle HCC,
karsinogenezde Onemli bir arastirma konusudur (Algahtani ve dig., 2019). Hepatoseliiler
karsinom, sitolojik olarak hepatositlerin farklilagmasiyla olusan tiimér olarak morfolojik,
genetik ve terap6tik yanitlartyla heterojendir (Calderaro ve dig., 2017; Asafo-Agyei ve Samant,
2023). Hepatokarsinojenezin asamalari; erken lezyonlar seyreden diisiik dereceli
makronodiiller ilerleyerek yiiksek dereceli makronodiillere dontiismesiyle, farklilagan displastik
hepatositlerle olusan erken evre HCC daha sonra hepatik neoplazmayla gelisen ilerlemis HCC
olarak bilinmektedir (Algahtani ve dig., 2019; Calderaro ve dig., 2019). Genellikle dogum
kontrol hap1 kullanan gen¢ kadinlarda, hepatositlerin nadir bir monoklonal benign
proliferasyonu olan hepatoseliiler adenomun malign doniisiimiinden kokenlenen HCC’lerde
goriilmektedir (Nault ve dig., 2013; Zucman-Rossi ve dig., 2015). Prognozu tiimdr yiikiine ve
karaciger fonksiyon bozukluguna bagli olarak degismektedir (Asafo-Agyei ve Samant, 2023).
Hepatoseliiler karsinom genomu, timor basina 35 ila 80 arasinda degisen kodlama
bolgelerindeki ortalama mutasyonla somatik genetik degisikliklerin essiz bir kombinasyonudur

(Zucman-Rossi ve dig., 2015).

Hepatik progenitdr (Oncii) hiicrelerin, karaciger kok hiicrelerinin veya hepatositlerin
hepatokarsinogenezi baslatabilen tiimoér baslatan ana hiicre olduguna dair kanitlar
bulunmaktadir (Kéhn-Gaone ve dig., 2016). Hiicresel heterojenite sergilediklerinden HCC
lizerinde yapilan yiizey belirteci c¢alismalariyla birlikte kanser kok hiicreleri varligiyla
hepatokarsinogeneze Oncii olabilecegine dair bulgular artmaktadir (Schneller ve Angel, 2019).
Hepatik kanser kok hiicreleri asir1 ¢cogalma yetenekleriyle, tiimoér olusumundan niiksetmeye,

metastaz ve kemorezistans dahil karsinogenezin bir¢ok siirecinden sorumludur. Karaciger
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hasarmin devaminda gelen karaciger rejenerasyon uyarisiyla baglayarak, karaciger
kok/progenitor hiicrelerinin aktivasyonuyla asir1 ve siirekli sinyalin kendini yenilemeyi
stirdiirerek diizensiz hepatosit proliferasyonun ardindan hepatik inflamasyonu tetikleyip
hepatokarsinojenezi indiikledigi bir mekanizma s6z konusudur (Wang ve Sun, 2018; Algahtani

ve dig., 2019).

Iyi farklilasma gosteren HCC hiicreleri normalden kiiciik ve daha yogun iken orta derece
farklilasmaya geldiginde hiicreler daha ¢ok eozinofilik sitoplazmaya, psddoglandlara, farkli
niikleollere, safraya sahip olarak daha hacimlidir. K6t farklilasmis hiicreler ise hiperkromatik
cekirdeklere sahip biiylik tiimor hiicreleri, belirgin pleomorfizmle birlikte ig hiicreli alanlari
olusturmaktadir. Daha ¢ok goriilen trabekiiler goriintiisiiniin aksine psddoasinar, kompakt veya
sarkomatoid modellerde HCC’lerde mevcuttur (Asafo-Agyei ve Samant, 2023)
Hepatokarsinogenez icinde hepatositler klonal proliferasyonla farklilagir ve olgunlagsmamis
fenotip edinerek yiiksek bir proliferatif kapasite kazanmaktadir (K6hn-Gaone ve dig., 2015).
Hepatoseliiler karsinom genel olarak iki molekiiler gruba ayrilmaktadir. Proliferatif olan grupta,
hiicre c¢ogalmasi/hayatta kalmasi ve hiicre dongiisiindeki ilerlemeyle ilgili sinyallerin
aktivasyonu ve artis1 goriilmektedir. Kotli prognoza sahip olarak agresif fenotipli bu grup,
hepatit B virlisii (HBV) iliskili HCC’lerde ¢ogunlukla bulunmaktadir. Digeri proliferatif
olmayan grupta ise WNT sinyalinin aktivasyon baskinligi s6z konusu iken tiimorlerin
transkriptomu normal hepatik fizyoloji 6zelliklerini tagimaktadir. Etiyolojik olarak hepatit C
viriisii (HCV) iligkili HCC’lerde ve alkolle iliskili HCC’lerde siklikla goriilen gruptur (Zucman-
Rossi ve dig., 2015).

llerleyen karaciger hasariyla birlikte yildiz hiicreleri aktifleserek retinoid iceren lipid
damlaciklarin1 kaybederler ve ekstraseliiler matris lireten miyofibroblast benzeri hiicrelere
doniistimleriyle hepatik fibrozisin baslamasina neden olurlar. Farklilasan yildiz hiicreleri,
fibrogenez sirasinda yukari regiile edilen ve immiin hiicrelerinden gelen inflamatuvar
sinyallerin diizenlenmesini saglayan proliferatif (platelet tiirevli bilyiime faktori ve fibrojenik
doniistiiriicii bitytime faktorti B, TGF-B) sitokinlere daha duyarli olmaktadir (Parsons ve dig.,
2007; Tsai ve Chung, 2010). Kontrolsiiz ilerleyen fibrozdan sonra siroza gegisle goézlenen
karaciger dokusundaki azalma, toksik metabolit birikimiyle HCC riskini arttirmaktadir
(Friedman, 2008; Tsai ve Chung, 2010). Sirozdan malign doniisiime gegerken, fibrozisle ¢evrili

ve portal sistem araciligiyla asir1 proliferatif hiicrelere farklilagsan hepatositler, artan invazyon
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ve metastatik yetenekleriyle yeni arteriyel damarlar tarafindan vaskiilarize edilmektedir

(Zucman-Rossi ve dig., 2015).

KRONIK INFLAMASYON
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Hepatit B, C veya D enfeksiyonunun neden oldugu karaciger hastaliginin ilerlemesi (10-40 yil)

Sekil 2.8 : Karacigerdeki Kronik Viral Enfeksiyonun HCC’ye Doniistimii. Karaciger inflamasyonun
siddetlenmesiyle artan nekroz iizerine baslayan rejeneratif proliferasyon tiimdre gidebilirken
fibroz veya karaciger yaglanmasina (karaciger steatozu) da gidebilmektedir. Fibroz ise siroza
evrilirken sirozdan sonra karacigerde HCC oldugu gosterilmektedir (D'souza ve dig., 2020’den
degistirilerek Tiirkgelestirilmistir).

Kronik inflamasyonu takiben fibrozis, siroz, nekroz ve rejenerasyon araciligiyla gelisen HCC;
rejeneratif nodiillerin, displazinin ve kanseri tesvik eden hayatta kalma ve proliferasyon
sinyallerinin iiretilmektedir (Sia ve dig., 2017; Asafo-Agyei ve Samant, 2023) (Sekil 2.8). Bu
kosullar altinda olusan tiimorler spesifik bir mikro ¢evre i¢inde karaciger ve kanser hiicrelerinin
yani sira ¢esitli sitokinler, kemokinler, hiicre dis1 matris, immiin hiicreler ve diger bilesenlerle
birlikte hiicresel ve hiicresel olmayan yapilarin olusturdugu dinamizmle tiimoral ortamin
gelismesine ve ilerlemesine uygun farklilagsma ortami saglamaktadir (Sia ve dig., 2017; Fu ve
dig., 2019; Sevic ve dig., 2019). Kronik inflamasyon, siirekli aktif haldeki immiin hiicrelerin
DNA’ya zarar veren ve neoplastik farklilasmaya neden olan serbest radikallerinin ortama
yayillimini ortaya koymaktadir. Bircok kronik karaciger hastaliginda asir1 ekspresyonuyla
ECM’deki degisiklikler hepatositlerin tiimoral doniisiimiinii kolaylastirmaktadir (Sevic ve dig.,
2019). Karaciger, patojen saldirisini ve tiimor olusumunu 6nlemek i¢in baskilayici immiin yanit
olusturabilen tolerojenik, toleransi indiikleyen antijenlere sahip, bir yapiya sahiptir. Buna

ragmen inflamasyona bagl tiimdr olusumunda HCC’de ortaya ¢ikan immiin kagis 6zelligi s6z
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konusudur. Tiim6r mikro ¢evresinde immiinsiipresif hiicreler biriktikge, hatali antijen
sunumuyla beraber inhibitor reseptor-ligand yolaklarinin aktivasyonu dahil bir¢ok immiin
baskilayic1 mekanizmanin kazandirdigi immiin toleransla HCC’nin ilerlemesi tesvik
edilmektedir. Bu sebeple antitiimoral bagisikligi uyandirmak i¢in HCC’nin mikro ¢evresindeki
bastirilan immiin ortam aciklia kavusturulmalidir (Fu ve dig., 2019). HCC vaskiiler
anormalilere sahip oldugu bilinen hepatik hiyaliironik asit birikimiyle de tiimor dokusu sertligi
artan en vaskiilarize kat1 timorlerdendir. Tiimdriin ilerlemesiyle uyarilan ECM ile yeni damar
olusum siireci baglamaktadir (Sevic ve dig., 2019) HCC’nin gelisimi ve ilerlemesi agisindan
biiylik 6nem tastyan proliferasyonun yaninda anjiogenezde oldukca énemli bir mekanizmadir.
Hipervaskiilarize bir tiimor olan HCC iginde, orta derece farklilasma asamasindaki malign
hiicrelerin damarlar1 istila ederek metastaz yapmasma anjiogenez neden olmaktadir.
Damarlanmay1 ve tiimor ilerlemesini tesvik edici en dnemli faktor olarak vaskiiler endotelyal
biiylime faktorii olmakla birlikte sirotik karacigerde yiiksek diizeyde seyrederek kotii prognozla
iligkilidir. Sirozda meydana gelen rejeneratif nodiiller, normal hepatositlerden displastik
hepatositlere doniisiimii baslatirken neoplastik lezyonlarin olusumu i¢in uygun bir mikro ¢evre
olusturarak genetik ve epigenetik degisikliklerin birikmesiyle HCC ile sonuglanmaktadir

(Algahtani ve dig., 2019) (Sekil 2.9).

Telomer kisalmas1 gosteren sirotik dokuda telomeraz aktivitesinin azalmasiyla telomeraz ters
transkriptaz (TERT) mutasyonlar1 sonrasi telomeraz reaktivasyonu, siroz patogenezi ve timor
gelisiminde oldukg¢a 6nemlidir (Satyanarayana ve dig., 2004; Zucman-Rossi ve dig., 2015).
HBYV viral genomun insan genomunun TERT promoterine eklenmesiyle olusan mutasyonlar
HCC hastalarinin %60'inda goriilmektedir (Asafo-Agyei ve Samant, 2023). Hepatit B viriisii
kaynakli HCC, onkogenik viral proteinlerin araciligiyla kanser genlerinde HBV insersiyonel
mutagenezi olan viral genomdan kokenlenerek ortaya ¢ikmaktadir (Sekil 2.9). Hepatoseliiler
karsinoma neden olan tek niikleotid polimorfizmleri (SNP) bulunmaktadir. Polimorfizmler,
kanser risk faktorlerine olan yatkinligi, kronik karaciger hastaliginin ciddiyetine ve siroza
evrimiyle malign doniistim ve tiimor ilerlemesi asamalarinda HCC gelisimini diizenlemektedir.
SNP’lerden tiimor nekroz faktorii-o (TNF-a), interlokin (IL)1-B veya TGF-B yoluyla
iltihaplanma igeren karsinogenezin biyolojik yolaklarini degistirirken, sliperoksit dismutaz 2
(SOD2) veya miyeloperoksidaz (MPO) araciligiyla oksidatif stres iizerinden bu yolaklar

diizenlemektedir (Zucman-Rossi ve dig., 2015).
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HepG2 hiicrelerinde interferon (IFN)-y, TNF-a, TGF-f, makrofaj koloni faktorii, oncostatin-
M, IL-4, IL-5, IL-7, IL-10, IL-11, IL-12 ve IL-6R gibi bir¢ok faktoriin mRNA ekspresyonlari
gosterilmistir (Russwurm ve dig., 1998). IL-10, immiin yanit1 susturabilen bir sitokin olarak
immiin hiicrelerin inflamatuvar sitokinlerinin {liretimini azaltmaktadir (Zhang ve dig., 2021).
Yapilan ¢alismalar sonucunda IL-10’nun HepG2 hiicrelerinde niikleer faktor kappa B (NF-
kB)’yi aktiflestirerek apoptozdan korunmasmi saglamaktadir. Boylece kanser sagkalimi
artmaktadir (Santiago-Lomeli ve dig., 2005). IL-8, tiimorlerin gelismesi ve ilerlemesi igin
onemli olup, kanser hiicresinde ekspresyonu arttik¢a proliferasyon, timor biiyiimesi, timor
inflamasyonu, anjiyogenez ve metastazda da artislar gbzlenmektedir (Lima ve dig., 2016). Lima

ve arkadaslar1 (2016), IL-8 azalmasina bagli hiicre biiylimesinin azabildigini gostermislerdir.

Epigenetik modifikasyonlar, HCC'de siklikla karsilagilmaktadir. Cesitli epigenetik kompleksler
fizyolojik rolii kromatin yapisin1i ve niikleozom pozisyonunu degistirdiginden hiicrenin
transkripsiyon kaderini belirlerler. Mikotoksin aflatoksin B1 (AFBI1) ile iliskili HCC,
guanindeki AFB1-DNA eklentileri sebebiyle, yiiksek oranda C>A mutasyonlarina ve TP53'te
R249S mutasyonlariin spesifik bir noktasina yol acan spesifik bir mutasyon imzas1 mevcuttur

(Zucman-Rossi ve dig., 2015) (Sekil 2.9).

HCC'nin molekiiler  6zellikleri, prognozu ve tedaviyi etkiledigi bilindiginden
hepatokarsinogenezin mekanizmalarin1 anlamak ve hepatokarsinogenez sirasinda kronik doku
hasari, inflamasyon ve immiin tepkiyi kontrol eden sinyal yolaklarin1 incelemek oldukga
onemlidir.  Ornegin, HCC hiicrelerinde vaskiiler endotelyal biiyiime faktdri A gen
amplifikasyonunu barindirdigindan, anti-anjiyogenik bir multikinaz inhibitorii olan sorafenib
tedavisine kars1 daha duyarli oldugu bulunmustur (Horwitz ve dig., 2014; Algahtani ve dig.,
2019) ve Rudalska ve arkadaslar1 (2014) mitojenle aktive olan protein kinaz 14’1 tedavi

direncine kars1 bir ¢6zlim olarak yeni bir hedef olarak tanimlamislardir.
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Sekil 2.9 : Karacigerin Siroz Etkisinde veya Siroz Olmadan HCC Gelistirmesi. Sirozla baglayan TERT
promotdr mutasyonu ve somatik degisimlerle baslayan displastik nodiiller ilerleyerek HCC
gelisimine neden olmaktadir. Siroz olmadan da HBV enfeksiyonuna ve AFBI1’e bagh
mutasyonlar ile HCC olusumu gosterilmistir (Zucman-Rossi ve dig., 2015’ten degistirilerek
Tiirkgelestirilmistir).

2.1.7.5. Hepatoseliiler Karsinoma Metastazlar

HCC ilerledikten sonra metastaz yapma egilimi artar, karacigerin disina olan metastazlarina
ekstrahepatik metastazlar denilmektedir (Kummar ve Shafi, 2003). Ekstrahepatik metastazlar,
HCC’nin periton bosluguna yirtilarak metastatik fenotipli tlimor hiicrelerinin birikip yayilim
gostermesiyle peritoneal yiizeylere yerlesip dogrudan yayilabilmektedir. Periton, karin duvari

ve diyafram haricinde safra kesesi, kolon, mide ve adrenal bezler gibi diger komsu organlara
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da dogrudan yayilimda gostermektedirler (Arora ve dig., 2021). Bunun yam sira diger iki
yayllim sekli kan ve lenf damarlarin1 kullanarak invazyonla gelismektedir (Becker ve dig.,
2014). HCC oncelikle hematojen, arterlerden venlere gegerek, yayilimla metastazlarinin en
yaygini akciger ve kemiktir. Portal venin tiimdral invazyonun daha yaygin iken hepatik
venlerde de invazyonla yayilim gorilmektedir (Arora ve dig., 2021). En yaygin HCC
ekstrahepatik metastazi sirasiyla akciger, lenf nodu, kemik, adrenal bezler ve beyin iken
(Harding ve dig., 2018; Asafo-Agyei ve Samant, 2023) rektum, dalak, diyafram, duodenum,
0zofagus, pankreas, seminal vezikiil ve mesane gibi nadir goriilen ekstrahepatik metastazlar

mevcuttur (Becker ve dig., 2014).
2.1.7.6. Hepatoseliiler Karsinoma Neden Olan Etmenler

Hepatoseliiler karsinom, bir¢ok risk faktorlerinin neden oldugu kronik karaciger hastaligindan
gelismektedir. Bunlardan 6zellikle viral hepatit enfeksiyonlarina neden olan HBV, HCV ve
hepatit D (HDV) viriisiiyle birlikte baska bir nedene bagh kronik hepatit ve kriptojenik sirozu
olan hastalarda da hepatoseliiler karsinom ortaya ¢ikmaktadir (D'souza ve dig., 2020;
Lotfollahzadeh ve dig., 2023) (Sekil 2.8). Diinyada tanimlanan HCC olgularinin %20’sine HCV
neden oldugu bilinmektedir. HCV iligkili HCC ¢ogunlukla sirozlu hastalarda veya ileri evre
fibrozlu hastalarda goriilmektedir (Asafo-Agyei ve Samant, 2023). Son donemlerdeki
calismalar karaciger kanserinin %56'sinin HBV ile iligkili bulurken, %20'sinin ise HCV ile
iliskili oldugu gorilmiistiir (Maucort-Boulch ve dig., 2018). HCC’nin yaklasik %20 ila 25"
fibrotik olmayan karacigerlerde ortaya ¢ikmaktadir. Bununla beraber HBV iliskili HCC’ler
fibrotik olmayabilirken, HCV iligkili HCC’lerin cogunlugu sirotik karacigerlerde gelismektedir
(Ananthakrishnan ve dig., 2006).

Mantar metaboliti AFBI, alkol ve sigara tiiketimi gibi faktorlerin yani sira alkolsiiz karaciger
steatohepatiti, alkolsiiz yagl karaciger hastaligi, siroz, obezite ve diyabet gibi hastaliklarda
hepatoseliiler karsinom yakalanma riskini artirmaktadir (Lotfollahzadeh ve dig., 2023). AFB1,
Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus mantarlari tarafindan tiretilen bir mikotoksin olup,
hepatokarsinogenezi c¢ogunlukla tiimor baskilayict genin (p53) mutasyonu yoluyla
gerceklesmektedir. AFB1, kronik HBV hastalarin HCC riskinin artmasiyla da iligkilidir.
Alkolsiiz yagh karaciger hastaligi, adindan da anlasildig: {izere alkol kullanimi olmaksizin
hepatositlerin asir1 yaglanmasiyla ortaya ¢ikan metabolik sendromlara bagli olarak

gelismektedir. Bu metabolik sendromlar ise insiilin direnci, hipertansiyon, hipertrigliseridemi
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ve abdominal obezitesi olan hastalarda bulunmaktadir. Alkol dogrudan veya dolayli olarak

siroz yoluyla HCC'ye neden olabilmektedir (Asafo-Agyei ve Samant, 2023).

Meme veya kolorektal kanserlerinde oldugu gibi kanserlere yatkinliklardan yaygin goriilen
monojenik sendromlar, karacigerde nadir goriiliirken kanser gelisimine etki etmemektedir
(Istisnai olarak, APC mutasyonlar1 mevcuttur) (Zucman-Rossi ve dig., 2015). HCC
yatkinliklari ise ¢esitli genetik metabolik hastaliklarla birlikte gozlenmekte olup, nadir goriilen
monojenik hastaliklar arasinda viicutta agir1 demir birikimi (hemokromatoz) veya asir1 bakir
yiiklenmesi (Wilson hastalig1), tirozinemi tip 1, akut aralikli porfiri veya porfiria kutenea tarda
ve al antitripsin eksikligi bulunmaktadir. Ayrica glikoz metabolizmasinda meydana gelen
genetik degisikliklerle, 6rnegin glikojen depo, genetik karaciger adenomatozis olusumuyla
beraber sonrasinda siroz olmadan nadiren malign olan HCC'ye doniisiim tesvik edilmektedir
(Zucman-Rossi ve dig., 2015; Asafo-Agyei ve Samant, 2023). Hemokromatoz hastalarinin
karacigerinde biriken demir serbest radikallerin {iretimine yol agarak yiiksek seviyelerde nitrik
oksite bagli p53 mutasyonlarinin goriilme siklig1 arttirarak karsinogeneze katkida
bulunmaktadir. Hastalarin ¢ogunda siroza bagli HCC gelisimi goriiliirken sirozdan bagimsiz

HCC vakalari da saptanmistir (Ananthakrishnan ve dig., 2006).
2.1.7.7. Hepatoseliiler Karsinom Tedavi Yontemleri

Genellikle HCC vakalar, etkili tedavinin artik sinirli oldugu ileri evrelerde teshis edilmektedir
(Schneller ve Angel, 2019). Kronik hepatit antiviral/anti-inflamatuvar tedavisi, alkoliin veya
sigaranin birakilmasi ve HBV asilamasi ile HCV/HDV taramast HCC gelisimini azaltmaktadir.
Hepatoseliiler karsinomun genomik heterojenligi nedeniyle zorlagan, potansiyel hedefe yonelik
tedavi calismalar1 devam etmektedir (Ananthakrishnan ve dig., 2006; Lotfollahzadeh ve dig.,
2023). interferon bazli tedaviler hakkindaki ¢alismasinda Nahon ve arkadaslari (2017),
HCV’ye karst uygulanan antiviral tedaviden olusan viral yanitin fibrozdan bagimsiz HCC

riskini azalttigin1 bildirmislerdir.

HCC hastalarinin ¢ogu (%70) cerrahi tedavi olan rezeksiyon veya transplantasyona uygun
degilken uygun adaylar erken evreye sahip olanlardir. Cerrahi tedavi disindaki terapotik
yaklagimlar ise ablasyon, radyofrekans ablasyonu, transarteriyel kemoembolizasyon ve

inhibitorler gibi farkli lokal tedavi gesitleri bulunmaktadir (Lotfollahzadeh ve dig., 2023).
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Transarteriyel kemoembolizasyon (TACE), sitotoksik ajanlarin intraarteriyel infiizyonuyla

besleyici arterin timore embolizasyonudur (Asafo-Agyei ve Samant, 2023).

HCC i¢in hedefe yonelik sistemik tedavi alanlar1 gelistirilmekte olup tirozin kinaz inhibitorleri,
monoklonal antikorlar (ramucirumab) ve immiin kontrol noktasi inhibitorleri (nivolumab ve
pembrolizumab) gibi terapdtik yaklagimlar tizerine calisiimaktadir. 2007 yilinda HCC'nin
sistemik tedavisi i¢in Gida ve Ilag Idaresi'nden (FDA) onay alan ilk tirozin kinaz inhibitér (TKI)
sorafenibtir (Wai Ling Khoo ve dig., 2019). Bir multikinaz inhibitorii olan sorafenibe karsi
intolerans gosteren hastalar veya timor ilerlemesi gosteren hastalara ikinci basamak tedavi
uygulanmaktadir. Baska multikinaz inhibitorleri olan regorafenib ve lenvatinib, ileri evre HCC
tedavisinde ikinci basamak tedavidir. Diger ikinci basamak antikanser ilaglar arasinda
kabozantinib, ramucirumab ve nivolumab yer almaktadir (Asafo-Agyei ve Samant, 2023).
Tiimdr hiicrelerinin kendilerini immiin sistemden koruyup ka¢mak i¢in kullandigr immiin
kontrol noktasini bloke eden ilaglarla immiinoterapik hedefleme sonucu HCC vakalarinda
arastirilmaktadir. Hali hazirda nivolumab bir kontrol noktasi inhibitorii olarak TKI'lerle tedavi
edilmis HCC'li bireylerin ikinci basamak tedavisi i¢in FDA tarafindan onaylanmaktadir

(Algahtani ve dig., 2019).
2.1.7.8. Hepatoseliiler Karsinom Epidemiyolojisi

2020°de diinyada yaklasik 900.000 kisiye karaciger kanseri teshisi konulurken yaklasik
830.000 kisi bu hastaliktan 6ldii. Diinyadaki en yaygin besinci kanser olan hepatoseliiler
karsinom, kansere bagli 6liimlerdeki siralamasi her gecen yil yiikselmektedir. Yeni vakalarin
%80'inden fazlasi, Sahra Alt1 Afrika, Giineydogu Asya ve Cin gibi HBV enfeksiyon yiikiiniin
fazla oldugu gelismekte olan iilkelerde goriilmektedir. HCC'nin bes yillik sag kalim orant
yaklasik %18'dir (Asafo-Agyei ve Samant, 2023). Erkeklerde goriilme sikligi 100.000'de 11,5
iken kadinlarda bu oran 3,9’dur (Lotfollahzadeh ve dig., 2023). HCC, erkeklerde akciger
kanserinden sonra kansere bagli oliimlerin ikinci onde gelen nedenidir. (Asafo-Agyei ve
Samant, 2023).  Genellikle devam eden kronik karaciger hastaliindan sonra yash
popiilasyonda ortaya ¢ikan HCC’nin (Lotfollahzadeh ve dig., 2023) sirozlu hastalarda yillik
goriilme siklig1 %2-4'tlir. Yerlesen beslenme aliskanliklarina bagh olarak obezite ve diyabetin
artmastyla 2016-2030 yillar1 arasinda Amerika Birlesik Devletleri’nde HCC goriilme sikliginin
%122 oraninda artmas1 ongoriilmektedir. (Asafo-Agyei ve Samant, 2023).
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2.2. HUCRE OLUMU MOLEKULER MEKANIZMALARI

Homeostazin saglanmasi i¢in hiicre ¢ogalmasindaki dengeye bagli olarak hiicrelerin Sliimii
gerekmektedir. Insan viicudunda siklikla gerceklesen bu dongii patolojik sartlarda
diizensizlesebilmektedir. Onkogenez varliginda ise susturulan hiicre 6liimii, ilag direncine
neden olarak hastanin kaderini belirlemektedir (Galluzzi ve dig., 2007). Biiylime faktorleri
(sitokinler gibi) tarafindan aktiflestirilmesi gereken bir sinyalin eksikligi sonucu hiicre 6limii
goriilmektedir. Bu durum omurgalilardaki sinir sisteminin gelisimindeki néronlarin bir kismi
bu stirecte norotrofik faktor eksikliginden 61diigiinden 6nemlidir (Buss ve dig., 2006; Green ve

Llambi, 2015).

Hiicrenin 6liimii, bu siiregteki morfolojik degisimlere gore, apoptotik, nekrotik ve otofajik; bu
stirecteki enzim ol¢iitiine gore, niikleazlar, kaspazlar veya katepsinler; bu siiregteki fonksiyonel
ozelligine gore, programli, kazara, fizyolojik veya patolojik; bu siiregteki immiinolojik
ozelliklerin varligina/yokluguna bagli olarak siniflandirilmaktadir (Galluzzi ve dig., 2007).
Hiicre oliimiine biiyiik 6lcekli bakildiginda morfolojik degisikliklerle ti¢ farkli bigimde ele
aliarak genel olarak apoptoz (tip I hiicre 6liimii), otofajik hiicre 6liimii (tip II hiicre 6liimii) ve
nekrozdur (tip III hiicre 6liimii) bagliklar1 olarak siniflandirilmaktadir. (Green ve Llambi, 2015;
Galluzzi ve dig., 2018)

Ipekbdcegi Antheraea pernyi'de gelisim esnasinda kaslardaki segmentler arasi hiicre dliimiinii
tanimlamak i¢in ilk kez ‘programli hiicre 6limii’ terimi kullanilmistir (Lockshin ve Williams,
1965). Bocek kasindaki bu 6liim otofajik goriinlirken kullanilan programli hiicre 6liimii terimi
genelleserek Caenorhabditis elegans nematodu ve memelilerde apoptozun yerine de
kullanilmistir. Nekroz ise kazara hiicre 6liimii olarak fizyolojik olmayan stresin sonucunda
degerlendirilmistir. Ancak nekroz siirecine gore genetik olarak dnceden belirlenip programli
olmaktadir (Galluzzi ve dig., 2007). Buna 6rnek olarak memeli gelisimindeki kondrositlerin
olimi (Roach ve Clarke, 2000) veya bagirsak epitel hiicrelerini homeostazisinde meydana

gelen nekrozun programli hiicre 6liimii gésterilmektedir (Barkla ve Gibson, 1999).
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2.2.1. Apoptotik Hiicre Oliimii

Kerr ve arkadaslarinin (1972) yayinladig1 makalede ilk kez kullanilan ‘apoptoz’ terimi farkli
bir hiicre Oliimiinii adlandirmaktadir. Apoptoz, Yunanca yaprak anlamina gelen ‘apo’ ve
Yunanca diisme anlamina gelen ‘ptosis’ kelimelerinden bir agagtan diisen yapraklar anlamina
gelerek hiicrelerin  kendilerini  kontrollii olarak yok etme silirecini tanimlamak icin
kullanilmaktadir (Kerr ve dig., 1972; Alberts ve dig., 2002). En ¢ok calisilan hiicre
olimlerinden biri olan apoptozun spesifik morfolojik 6zellikleri kromatin yogunlagmasi
(niikleer piknoz), niikleer parcalanma (karyoreksis) ve apoptotik cisimciklerdir. Hiicresel
yogunlasmanin ilerleyerek plazma zarinin tagmasiyla olusan tomurcuklanmadan kaynaklanan
apoptotik cisimcikler, fagositik hiicrelerce yutularak lizozomlarinda pargalanmaktadir.

(Galluzzi ve dig., 2007; 2018).

Apoptoz dissal (ekstrinsik) yol ve igsel (intrinsik, mitokondriyal) yol olarak iki farkli sinyal
yolu ile tetiklenmektedir (Park ve dig., 2023). Her iki sinyal yolu da kaspaz proteazlar1 aktive
olur ve hiicre i¢i proteinlerin bdliinmesiyle hiicrenin pargalanmasi ile sonuglanmaktadir.
Baslatic1 kaspazlar (kaspaz-2, kaspaz-8 ve kaspaz-9) ve efektor kaspazlar (kaspaz-3, kaspaz-6
ve kaspaz-7) olarak apoptozda gore almaktadirlar (Green ve Llambi, 2015). Sistein proteazlar
olan kaspazlarin bir kismu, aktiflesebilmek i¢in biiyiik ve kiiciik alt birimleri arasinda proteolitik
boliinmektedirler (Salvesen ve Riedl, 2008). Baslatic1 kaspazlar boliinmeyle degil adaptor

molekiillerce aktifleserek konformasyonel olarak degismektedirler (Green ve Llambi, 2015).

Dissal yolak, hiicre disindan gelen ligandlarin (TNF; Fas ligandi, TNF ile iliskili apoptoz
indiikleyici ligand) hiicre yiizeyindeki 6liim reseptorlerine (TNF ve Fas reseptorlerine)
baglanarak aktiflesmektedir (Park ve dig., 2023). Ligand-reseptor baglantisiyla 6liime giden
sinyal kompleksleri olusturularak adaptor protein (Fas ile iligkili 6liim alanini, FADD; TNF
reseptoriyle iligkili 6lim domaini, TRADD) aracilifiyla, kaspaz-8 ve kaspaz-10 gibi baslatici
kaspazlar1 yaklastirir ve proteaz aktivitesi ile harekete gecirmektedir (Dickens ve dig., 2012).
Bagslatic1 kaspazlarin aktif domaini, kaspaz-3, kaspaz-6 ve kaspaz-7 gibi efektor kaspazlarin
oncii formlarim1 parcalayarak aktive ederek apoptozu indiiklemektedir (Park ve dig., 2023)

(Sekil 2.10).

Mitokondriyal yol olarak da bilinen igsel yol, apoptozun en yaygin mekanizmasi olarak DNA

hasar1 (genotoksik ajanlar veya DNA onarimindaki kusurlar) olusmasi, biiylime faktorii
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eksikligi veya endoplazmik retikulum (ER) stresi (katlanmamis proteinlerin birikmesi) gibi
bircok hiicresel stres i¢inde hiicrenin onarilamayacak kadar hasara varan durumlarinda apoptoz
etkinlesmektedir (Green ve Llambi, 2015). Mitokondriyal dig membran gegirgenligini (MOMP)
indiikleyici, Bcl-2 protein ailesinden anti-apoptotik proteinler (Bcl-2 ve Bcl-xL), pro-apoptotik
proteinler (Bax ve Bak) ve BH3 proteinlerine (Bim, Bid, Bad ve Noxa) bagh olarak apoptoz
diizenlenmektedir. Bcl-2 proteinleri otofaji ve mitokondriyal fiizyon gibi hiicresel diger olaylar1
da regiile etmektedir (Chipuk ve dig., 2010). MOMP, mitokondri zarlar1 arasindaki proteinlerin
(sitokrom ¢, Smac ve Omi) sitoplazmaya salinmasini saglamaktadir (Tait ve Green, 2010). Bu
stirecte pro-apoptotik BH3 proteinlerinin aktivasyonu, anti-apoptotik proteinleri inhibe
ettiginden Bax ve Bak proteinleri harekete ge¢gmektedir. Mitokondri dig membrana bagli olan
Bak ve sitozolde ¢oziinebilen Bax inaktif halde bulunurken oligomerize olarak aktiflesip
mitokondri membraninda goézenekler olusturmasiyla MOMP’a neden olmasiyla sitokrom c
sitoplazmaya salinmaktadir. Mitokondri zarlar1 arasindan sitoplazmaya gecen sitokrom c,
apoptotik proteaz aktive edici faktor-1’e baglanarak oligomerizasyonla apoptozom
olustururken kaspaz-9'u etkinlestirmektedir (Green ve Llambi, 2015; Park ve dig., 2023). Smac
ve Omi proteinleri ise, X'e baglh apoptoz proteini inhibitoriinii (XIAP) baskilayarak apoptozom
etkinligini arttirmaktadir (Eckelman ve dig., 2006). Kaspaz-9 ise efektor kaspazlari bolerek
aktiflestirir ve apoptozu ilerletmektedir (Green ve Llambi, 2015; Park ve dig., 2023) (Sekil
2.10).
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Sekil 2.10 : Apoptozun Iki Farkli Sinyal Yolagi. Ekstrinsik yol ile hiicre dis1 uyaranlarca baslayan
apoptoz sinyal kaskadi iletimi ve intrinsik yol ile hiicre i¢i uyaranlarca baglayan diger apoptoz
sinyal kaskadinin kesisimleri s6z konusudur (Park ve dig., 2023’ten degistirilerek
Tirkgelestirilmistir).

2.2.1.1. Apoptoz ve Kanser

Kanserin ayirt edici 6zelliklerinden kontrolsiiz biiylime, anjiyogenez ve apoptozdan kaginmak
yer almaktadir. Apoptotik kontrol kaybedilince kanser hiicresi uzun siire hayatta kalmaktadir.
Tiimdriin ilerlemesiyle biriken mutasyonlar, istilay1 arttirirken anjiyogenez uyarimi ile hiicre
proliferasyonu desteklenmektedir (Pfeffer ve Singh, 2018). Apoptoz, kansere kars1 bir savunma
mekanizmasi olarak onkogenlerin asir1 ekspresyonu veya mutasyonuyla olagandisit mitojenik
sinyallere yanit olarak aktiflesen p53’e bagli olarak da indiiklenmektedir. Bu sebeple
apoptozdan kaginmak kanserogenez i¢in 6nemli olup kanserin ilerlemesine kars1 bir engel
olarak ¢ikmaktadir. Ornegin; epitel veya endotel hiicrelerin ECM’den kopmasiyla,
baglanmamis integrin reseptorleri hayatta kalma sinyal uyarimini birakarak apoptoza neden
oldugundan metastatik kanseri 6nlemektedir (Sever ve Brugge, 2014). Bir¢ok kanser tiiriinde
kaspaz genlerinde mutasyon ve delesyonlar goriildiigiinden yaygin olarak kanserde apoptozun
i¢sel yolu baskilanmaktadir (Pfeffer ve Singh, 2018). Bazi kanser hiicrelerin MOMP'den sonra

bile 6liimden kagabildigini arastirmalar géstermektedir (Lopez ve Tait, 2015).



27

Hepatokarsinogenezi tesvik eden bir¢ok karaciger hasar ve hastalik tiirleriyle iligkili hiicre
Oliimii yanitlar1 tanimlanmistir (Kondylis ve Pasparakis, 2019). Karaciger kanseri gelisiminde
sinyal yolaklarinin yani sira hiicre 6liimii siiregleri de onemlidir. Bunlardan en ¢ok apoptoz ve
nekroz temelde yer alsa da otofaji, piroptoz gibi diger hiicre 6liim tiirlerinin de HCC gelisimi
ve ilerlemesi tizerine iliskisi yer almaktadir (Galluzzi ve dig., 2018). HCC’deki hiicre 6liim
yollarinin 6énemini anlamak hiicre 6liimii regiilasyonu ve beraberinde gelen degisiklikler tani
ve tedavi acisindan degerli olmaktadir. Karacigerdeki asir1 hiicre 6liimii de kanser gelisimini
tetiklemektedir (Marquardt ve Edlich, 2019). Artan hepatosit hasariyla birlikte gelen hiicre
6lim sinyalinin ardisik aktivasyonu, kanserin baslamasi i¢in bir ortam saglarken tedavi

etkinligine de engel olmaktadir (Pinyol ve dig., 2014).

Karaciger kanserinde hepatositlerin genomik kararlilig1 i¢in 6nemli bir yere sahip olan Bcl-2
proteinlerinin asir1 ekspresyonu ve dengesizligiyle ilgili degisiklikler, apoptoz yanitinin
bozulmasiyla kronik karaciger hastaliklariyla da iligkili olmaktadir (Marquardt ve Edlich,
2019). Bcl-2 onkogen olmamasina ragmen ugradigi mutasyonel degisimlerle timor
baslangicini arttirmaktadir. Cogu kanser tipinde asir1 ekspresyonu s6z konusu (Lopez ve Tait,
2015) oldugundan igsel apoptoza karsi direngli tiimor hiicreleri olusmaktadir (Pfeffer ve Singh,
2018). Oliim reseptériiyle aktiflesen apoptoz sinyal yolunda dahi hiicreler Bax/Bak etkinligiyle
apoptotik yanitlarin1 giiclendirmeye gittiklerinden hedefe yonelik antitiimdral stratejilerin
terapotik  yaklasimlar1 hiicrelerde Bax/Bak etkilesimine dayanmaktadir. ileri HCC
durumlarinda Bcl-x aktivasyonu yiikselirken Bax’in asagi regiile oldugu ve p53°e bagh
degisiklikler gozlenmektedir. HCC’de yaygin olarak goriilen XIAP’a bagl kaspaz inhibisyonu
ile prometastatik 6zellikler sergilemektedir (Marquardt ve Edlich, 2019). Hepatositlerdeki
oksidatif strese bagli olarak olusan NF-kB, kronik hasara kars1 hayatta kalma sinyaline aracilik
ederken baskilanmasiyla malign dontlisiime aracilik etmeye baslamaktadir (Luedde ve

Schwabe, 2011).

Geleneksel antikanser ilaglari kanser hiicrelerindeki Bcl-2/Bax {izerindeki mekanizma ile
kanser hiicrelerini 6ldiirmeyi hedeflemektedir (Yip ve Reed, 2008). Bu hedefli mekanizmanin
bozulmasiyla ilaglara kars1 i¢sel bir kemorezistans olusmaktadir. Apoptoz mekanizmasindaki
bozukluklar, tiimorlere uygulanan kemoterapi ve radyoterapi gibi tedavilerin ilaca karsi
direncle karsilagsmasina neden olmaktadir. Olusan bu direng ayrica immiin yanita kars1 direnci

de etkilemektedir (Pfeffer ve Singh, 2018).
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2.2.2. Nekrotik Hiicre Oliimii

Yunanca 06lii veya ceset anlaminda ‘nekros’ ile yikim ve dejenerasyon anlamindaki ‘osis’
kelimelerinin birlesmesiyle olusan ‘nekroz’ (necrosis) terimini baslangigta kimin kullandigt
tam bilinmemekle birlikte en eski kullanim cerrah Bousselin tarafindan 1786'da yazilan
makalede gegmektedir (Bousselin, 1789; Park ve dig., 2023). Bu makalede nekroz enfeksiyon
kapsamindaki doku 6liimii manasinda kullanildigindan hiicresel diizeydeki nekroz terimini ilk
kez Rudolf Virchow kullanmistir (Park ve dig., 2023). Nekroz, geri dondiiriilemez hiicre
hasarina bagli mitokondri fonksiyon bozuklugu, artan hiicre hacmi (onkoz) ile ATP tiikenmesi,
organellerin sismesi ve plazma zar1 biitlinliigiiniin kaybolarak yirtilmasiyla hiicre igeriginin
dokuya yayilip doku hasarina neden olan bir hiicre 6liim tiirli olarak tanimlanmaktadir (Ruffolo,
1964; Galluzzi ve dig., 2007; Tonnus ve dig., 2019). Nekroz, yaralanma, travma veya
enfeksiyona bagli olusan bir yanit olarak ortaya ¢ikmaktadir (Park ve dig., 2023). Geri
doniisiimsiiz hiicre biitiinliiglinii bozan bu hasarlar; hipoksi, yiiksek sicaklik, mekanik stres ve
agir metal maruziyeti ile karsi karsiya kaldiginda sinyal yolu gerektirmeksizin ortaya
cikmaktadir. Bununla birlikte nekroz her zaman kazara degil bir sinyal kaskadi ile de

olusmaktadir (Green ve Llambi, 2015; Khalid ve Azimpouran, 2023).

En yaygin nedeni hipoksi olan nekroz sirasinda oksijen eksikliginden otiirli iyon dengesi
bozulan hiicrede, mitokondri i¢inde reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretimi artarken adenozin
trifosfat (ATP) gittikge tilkenmektedir. Buna gore plazma zarindaki enerjiye bagh sodyum
pompasinin arizalanmasi hiicreye kalsiyum ve su girisinin artmasina neden olmaktadir
(Nicotera ve dig., 2004; Golstein ve Kromer, 2007; Khalid ve Azimpouran, 2023). Stv1 artigiyla
hiicredeki organeller siser ve artan sitozolik kalsiyum, membranlarin ve proteinlerin
par¢alanmasina neden olan fosfolipazlar ve proteazlar gibi enzimlerin etkinlesmesine yol
acmaktadir. (Khalid ve Azimpouran, 2023). Plazma membran biitiinliiii ve organel zarlarinin
bozulmasiyla hiicre patlamaktadir (Nicotera ve dig., 2004; Golstein ve Kromer, 2007; Khalid
ve Azimpouran, 2023).

Programlanmis nekrotik hiicre 6liimii, kontrolsiiz nekrozdan farkli olarak apoptozla ortak
birkag basamak paylasmaktadir (Khalid ve Azimpouran, 2023). Oliim reseptérleri, Toll benzeri
reseptorler ve T hiicresi reseptorii gibi hiicre yiizey reseptorlerin ligasyonu, reseptorle
etkilesime giren protein 1'in (RIP1) kinazin aktiflesmesine neden olmaktadir (Green ve Llambi,

2015; Khalid ve Azimpouran, 2023). Aktiflesen RIP1 kinaz (RIP1K), RIP Homotipik Etkilesim
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Motifi (RHIM) etkilesimi sonucu reseptdrle etkilesime giren protein 3 (RIP3) ile birleserek,
RIP3 otofosforilasyonunu yonlendirmektedir. Aktif RIP3 kinaz (RIPK3), karisik soy kinaz
domain benzeri proteinin (MLKL) fosforilasyonunu katalizlemektedir. Bunun sonucunda
programli nekrozun sinyallesme yolunu yiiriiten bir nekrozom kompleksi (RIPK1-RIPK3-
MLKL, Kompleks IIb) olusmaktadir (Negroni ve dig., 2015; Liu ve Jiao, 2019). MLKL
oligomerleri plazma zarinda, belirli fosfatidilinositollerin fosfat tiirlerine ¢evrilmesine neden
olarak plazma zar1 gegirgenligini tetiklemektedir (Galluzzi ve dig., 2018). RIP kinaza bagh
programlanmis nekroz, nekroptoz adiyla anilmaktadir (Degterev ve dig., 2005). Bu
mekanizmanin yiiriimesi i¢in kaspaz 8 inhibisyonuyla apoptozun bloke edilmesi gereklidir.
DNA hasar sinyali, hi¢bir reseptor sinyali olmadan da nekrozom olusumuna neden olmaktadir
(Tenev ve dig., 2011; Green ve Llambi, 2015). Nekroptoz, 6liim reseptoriiniin yan1 sira viral
enfeksiyon gibi patolojik sartlarda olusurken RIPK1 tetikleyicisine ihtiyag duymamaktadir
(Wallach ve dig., 2016) (Sekil 2.11).
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Sekil 2.11 : Programlanmis Nekroz Oliim Yolag1. Nekroptoz indiikleyicisi olan nekrozom olusumuna
giden sinyal iletimi ve viral enfeksiyon proteinlerinin bu olusuma ilgisi gosterilmistir
(Linkermann, 2014°ten degistirilerek Tiirkgelestirilmistir).

2.2.2.1. Nekroz ve Kanser

Biiytliyen tiimordeki vaskiilarizasyon eksikligiyle besin yoksunlugu ve hipoksi olusumu goriilen
tiimOr merkez alani, hiicre 6liimlerinin odagi olmaktadir. Bu alandaki 6lii hiicre morfolojisi
nekrotik bir goriiniime sahip oldugu igin hiicre 6liim odaklarina tiimor nekrozu denilmektedir

(Jiao ve dig., 2018; Liu ve Jiao, 2019). Tiimdr nekroz alanindaki hiicreler, hiicre ici ROS artisina
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bagli olarak mitokondri fonksiyon bozuklugunun beraberinde ATP tiikenmesiyle tetiklenen
nekroz ortaya c¢ikmaktadir. Serbest kalan hiicre i¢i bilesenler de inflamasyonu artirip,
immiiniteyi baskilayabilecek sekilde mikro ¢evre i¢indeki kanser hiicrelerinin hayatta kalmasini
etkilemektedir. Nekroinflamasyon adiyla bu durum kronik ve diizensiz hale ilerleyerek

kanserde prognozun kotiilesmesine neden olmaktadir (Yee ve Li, 2021).

Timor nekroz alaninda, MLKL fosforilasyonu tespit edildiginden timdr nekrozunda
nekroptozun da devreye girdigi anlasilmaktadir (Jiao ve dig., 2018; Liu ve Jiao, 2019). Tan ve
arkadaslarinin, (2020) yapmis olduklar1 calisma, hiicre o6limiinden sorumlu RIPK1'in
inflamasyonu ayrica karaciger fibrozisi ve HCC’yi tesvik edici 6zelliklerini tanimlamaktadir.
RIPK1 aktivitesiyle proinflamatuvar kemokinlerin transkripsiyonu, makrofaj infiltrasyonu ve

hepatik yildiz hiicrelerinin aktivasyonu diizenlenmektedir (Tan ve dig., 2020).

Karaciger hasari diizenleyicisi RIPK 1 i¢in inhibitorlerinden nekrostatin gibi terapdtik stratejiler
izerine ¢aligmalar stirmektedir (Garcia-Pras ve dig., 2021). Programlanmis nekroz olusturdugu
inflamatuvar yanitlarla karsinojenik ortama katkisinin ve HCC’deki roliine dair Koo ve
arkadaslarinin (2015) yapmis oldugu ¢alisma Huh-7, HepG2 ve Hep3B gibi insan karaciger
hiicre hatlarinda RIPK3 ekspresyonunun metilasyona kaybi nedeniyle nekroptozun
baskilandigin1 gostermektedir. Kanser hiicreleri malign doniisim ve hiicre 6liimiinden
kaginmak i¢in RIPK3 ifadesini diizenlerken kemoterapiye de duyarlilik kazanmiglardir (Koo ve

dig., 2015; Garcia-Pras ve dig., 2021).

Nekrozda disar1 salinan hiicre igerigi, lokal inflamasyona neden olurken fagositik 6zellikli
immiin hiicreleri (makrofaj ve nétrofil gibi) nekrotik dokuya cekerek hiicre gociinii
baslatmaktadir (Nicotera ve dig., 2004; Golstein ve Kromer, 2007). Bu sebeple hiicre 6liimiiniin
oldukca immiinojenik bir sekli olarak kabul edilmektedir (Garcia-Pras ve dig., 2021). Tiim bu
Olim sinyalinin yani sira kanser hiicrelerinin hayatta kalmasini da saglayabilen inflamatuvar
tepkileri ve immiin hiicrelerinin infiltrasyonu da indiiklenebileceginden timor nekroz gelisimi

kanser mikro ¢evresi i¢in modiilator gorev gérmektedir (Yee ve Li, 2021).
2.2.3. Otofajik Hiicre Oliimii

Otofaji, sitoplazmik bilesenler ve organellerin ¢ift katli membrandan olusan otofagozom
yapilarda tutularak lizozomal pargalanmaya gotiirdiigli bir hiicre 6liimii siirecidir. Yunancada

benlik anlamindaki ‘auto’ ve yeme/yutma anlamina gelen ‘phagy’ sdzciiklerinin birlesmesiyle
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kendi kendini yiyen anlaminda ‘otofaji’ (autophagy) ortaya ¢ikmaktadir (Galluzzi ve dig., 2017;
Park ve dig., 2023). Terim olarak otofaji su anki kullanimina en yakin haliyle ilk kez Christian
de Duve tarafindan 1963 yilinda lizozomlar iizerine yapmis oldugu yayin igerisinde
kullanilmistir (Ktistakis, 2017). Hiicre oliimii olarak otofaji ise 1975 yilinda Nevalainen
tarafindan ilk defa tamimlanmustir. Otofajiyle ilgili mekanizmalar ise 1990'larda Yoshinori
Ohsumi tarafindan otofajiyle iligskili genleri tanimlamasiyla c¢alismalar hiz kazanmistir

(Ohsumi, 2014).

Hiicrede otofajinin aktiflesmesiyle olusmaya baglayan biiylik sitoplazmik vakuoller hiicre
6liimiine neden olmaktadir. Otofaji hiicrenin hem hayatta kalmas1 hem o6liimii ile iligkilidir.
Normal sartlarda hiicredeki toksik bilesenleri yok etmek, enerji i¢in besinlerin geri
donistiiriilmesini, homeostaziyi ve hayatta kalmay1 saglamak i¢in kullanilan bir mekanizma
iken, besin eksikligi, oksidatif stres, organel hasari ve ¢esitli ajanlara maruz kalan hiicre
diizensizleserek otofajik hiicre 6liimiine gitmektedir (Park ve dig., 2023). Hiicrenin 6liimciil
stresten kurtulmak icin baslattig1 bu girisim siirecinin bozulmasiyla basarisizlifa ugrarken,
hiicre artik kaspazlardan bagimsiz olan otofajik 6liimii tesvik etmeye baglamaktadir (Shen ve
dig., 2012). Otofaji mayalardan memelilere kadar korunan bir siiregtir (Hurley ve Young,
2017). Drosophila melanogaster metamorfozu gibi spesifik olarak gerekli oldugu gelisimsel

durumlar da s6z konusudur (Berry ve Baehrecke, 2007).

Fagofor olarak baslayan kesecik olusumu igerigiyle birlikte kapandiginda otofagozom adini
almaktadir. Daha sonra lizozom ile birleserek otolizozom halini alarak parcalanmaya
gitmektedir (Green ve Llambi, 2015). Farkli sinyallerle tetiklense dahi otofagozom olusum
yolaginda birlesen bir mekanizma oldugu diisiiniilen secici olan ve se¢ici olmayan otofaji olarak
bakildiginda; segici otofaji, hiicreye =zararli igerikleri (hasarli mitokondri, gereksiz
peroksizomlar, fazla ribozomlar, lipid damlaciklar1 ve hiicre i¢i patojenler) uzaklastirarak geri
doniistiirmektedir. Bu igeriklerinin birikiminin kontrolii saglanmaz ise hastaliklar meydana
gelmektedir. Segici otofajide tasmman materyal otofagozomun boyutunu ve seklini
belirlemektedir (Hurley ve Young, 2017). Ubikitinasyon sistem segici otofajide paketlerin
hedeflenmesi i¢in 6nem tasimaktadir (Denton ve Kumar, 2019). Secici olarak gerceklesen
otofajide substratin spesifikligini, hedeflenen yap1 ig¢in olusmakta olan fagofora baglayan

adaptér proteinler belirlemektedir. Ornegin, mitokondrinin otofajik olarak uzaklastirilmasi
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mitofaji denilen secici bir siirectir. (Green ve Llambi, 2015). Segici olmayan otofaji cogunlukla

besin acligiyla ilgilidir (Hurley ve Young, 2017).

Hiicre i¢i vakuolizasyon ile karakterize edilen (Green ve Llambi, 2015) otofaji ii¢ tiire
ayrilmaktadir; makrootofaji, mikrootofaji ve saperon aracili otofaji. Yikima ugrayacak olan
sitoplazmik bilesenleri ortamdan ayirmak i¢in ¢ift katlh membran bir yapi i¢inde izole
edilmesiyle en yaygin olarak goriilen makrootofaji siireci baglamaktadir. Mikrootofajide gidisat
ayrica bir kesecik olusum goriilmeden parcalanacak bilesenler direk lizozomlara alinarak
olmaktadir. Bir diger otofaji olarak saperon araciligiyla KFERQ benzeri motifigeren proteinleri
dogrudan lizozomlara segici olarak tasiyan bir siire¢ sonunda yikima ugramaktadir (Denton ve

Kumar, 2019; Park ve dig., 2023).

Otofaji, otofajiyle iliskili genler (ATG) protein ailesi, Beclin-1 ve mikrotiibiille iligkili protein
hafif zinciri 3 (LC3) dahil kompleks bir protein agi ile diizenlenmektedir. ATG proteinleri,
fagofor olusmasi, uzamasi ve kapanmasi gibi c¢esitli asamalarda bulunmaktadir. Beclin-1
proteini, fagoforun olusumunda yer almaktadir. LC3 proteini ise fagoforun uzamasi, kapanmasi
ve otofagozomun olgunlagsmasinda rolii mevcuttur (Park ve dig., 2023). Otofagozomun, ER
zarinda omegazom olusumuyla meydana geldigi yaygin olarak kabul edilmektedir. Oncii
kompleksin ER {iizerinde ATG9 ile isaretli baska bir yere translokasyonuyla fosfatidilinositol
3-kinaz i¢eren ER alanlarinda omegasom yapilarini olusturmaktadir. Golgi-endozomal sistemi,
omegazom olusum alanini ¢ekirdeklendiren, uzamakta olan fagofor membraniyla kaynagabilen

ATG?Y keseciklerinin iiretimi i¢in olduk¢a 6nemlidir (Yu ve dig., 2018).

Fagoforun olusmasi i¢in Unc-51 benzeri kinaz 1 (ULK1), FIP200 ve ATG13'ten olusan 6ncii
bir baslatma kompleksinin aktive olmasi gerekmektedir. Bu kompleks, rapamisin kompleksi
1'in memeli hedefi (mMTORC1) ve adenozinmonofosfat kinaz (AMPK) ile diizenlenmektedir.
ATP sentezi hiicredeki tiiketim ihtiyacin1 karsilayamadiginda AMP birikerek AMPK’yi
aktiflestirmektedir. Normal sartlarda mTOR aktif sinyali, 6ncii kompleksin olusumunu
durdurarak otofajiyi baskilamaktayken, stres kosullarinda ise mTOR aracii ULK1 ve
ATG13'in inhibisyonu baskilandiginda AMPK, 6ncii kompleksi aktiflestirmektedir. Hiicrede
biiylime faktorleri ve fosfoinositid 3-kinaz (PI3K)-AKT yolu, otofajiyi dogrudan beclin-1
araciligiyla baskilayabilirken dolayli olarak mTOR araciligiyla da baskilayabilmektedir. (Green
ve Llambi, 2015) (Sekil 2.12).
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Oncii kompleks, beclin 1, fosfoinositid 3-kinaz (vakuol protein smifi 34, Vps34) ve protein
kinaz VpslS'ten meydana gelen baslatma kompleksini aktiflestirerek fosfatidilinositol 3-
fosfatin (PI3P) iretilip ATG7'yi fagofora ¢eken olusuma neden olmaktadir. Otofagozomun
uzayarak kapanmasi i¢in ATG5-12 ve LC3-fosfatidiletanolamine (PE) ubikuitin benzeri protein
konjugasyon sistemlerine ihtiya¢ vardir. Her iki sistemde de bulunan ATG?7, ligaz benzeri
aktive edici enzim olarak gerekli ATG’leri konjuge etmektedir. Son olusan ATG5-ATG12
konjugati, fagoforu sabitlemek ve ikinci konjugasyon yolunu bitirebilmek i¢in bir multimerik
kompleks olusturmak amaciyla ATG16L'yi kovalent olmayacak sekilde toplamaktadir (Hanada
ve dig., 2007; Green ve Llambi, 2015). LC3-PE sistemi diger adiyla LC3 lipidasyonu (Hurley
ve Young, 2017) ise LC3, proteaz ATG4 tarafindan boliinerek ATG7 ve ATG3'e konjuge
olmaktadir. ATG5-ATG12-ATG16L kompleksi, LC3-PE konjugatini (LC3-I11) meydana
getirmek i¢in LC3'd PE'ye iletmektedir. LC3-1l, otofagozomal membranla birlesip
otofagozomlarin lizozomlara hedeflenerek otolizozomlar halini almasini saglarken secici

otofaji gorevi de gérmektedir (Hanada ve dig., 2007; Green ve Llambi, 2015) (Sekil 2.12).

Otofagozom ve lizozomun kaynasmasi i¢in lizozomla iligkili membran proteini 1/2 (LAMP1/2)
gerekli olup (Eskelinen ve dig., 2004), olusan otolizozom i¢indeki izole olan materyaller
lizozomal enzimler tarafindan parcalanmaktadir (Park ve dig., 2023). Otofagozom ve lizozom,
N-etilmaleimide duyarli faktoér baglanma protein reseptorii aracili flizyon olusumu igin dnce
birbirlerine yaklagsmalar1 gerekmektedir. Bu sebeple otofagozomlar kapandiktan sonra
mikrotiibiillere baglanarak lizozomlarin bulundugu periniikleer alana tasinmaktadir.
Otofagozom-lizozom fiizyonu basta dis otofagozomal membran, lizozomun tek membraniyla
birlesmektedir. Flizyonun tamamlanmasi, i¢ otofagozomal membranin lizozomal hidrolazlar
tarafindan pargalanip otofagozomun igerigini lizozom liimenine bosaltmasiyla meydana

gelmektedir (Yu ve dig., 2018) (Sekil 2.12).
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Sekil 2.12 : Makrootofaji Olusum Mekanizmasi. Hiicrede en sik karsilasilan otofaji tiirii olan
makrootofaji PI3K ve mTOR sinyallesmesiyle birlikte ¢esitli ubikinasyon sistemlerinin vakuol
olusumuna katilmasi ile baglayan otofagozomdan otolizozoma kadar giden siire¢c sematize
edilmistir (Park ve dig., 2023’ten degistirilerek Tiirkcelestirilmistir).

Otofajik hiicre o6lumi aktif H-Ras araciligiyla donilisime ugramis memeli hiicrelerinde
meydana gelmektedir. ATGS5, ATG7 veya beclin 1 inhibe edildiginde Ras aracili hiicre 6liimii
de baskilanmaktadir (Elgendy ve dig., 2011). Apoptoz geciremeyen memeli hiicrelerinde
otofaji kaynakl hiicre 6liimii ile 1lgili genetik kanitlar bulunmustur. Otofajiyi sinirlayan geri
bildirim mekanizmalari hasarlandiginda otofajik hiicre 6liimiinde artis olmaktadir (Denton ve

Kumar, 2019).
2.2.3.1. Otofaji ve Kanser

Onkogenik doniisiime karsi koruyucu mekanizma olarak diizensiz H-Ras aktivitesine tepki
veren otofajik hiicre 6liimii gozlenmistir (Elgendy ve dig., 2011). Transforme hiicrelerdeki
caligmalarda aktif Ras ekspresyonu arttikca otofajik hiicre biiylimesinin de arttig1
desteklenmistir (Denton ve Kumar, 2019). Otofajik aktivasyon, pro-otofajik genleri aktiflestirip
anti-otofajik genleri baskilayarak tiimor baskilayici olmaktadir (Kundu ve Thompson, 2008).
Kanser hiicrelerinde yapilan ¢alismalarda otofajiyle kars karsiya kalinca genetik ve epigenetik
diizenlemelerle PI3BK-AKT-mTORC1 sinyal yolunda anormaliler sergilemektedir. Hiicre,

otofaji araciligryla inflamasyon ve timorii baskilanmak amaciyla NF-kB'yi inhibe ederek ana
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diizenleyici IkB kinazi (IKK) hedefli olarak hasarlamaktadir. Ciinkii aktif NF-xB, inflamatuvar
sitokinlerce indiiklenen otofajiyi dnlemektedir (Ouyang ve dig., 2012).

Otofaji, tiimdr gelisimi i¢in gerekli olan oksidatif metabolizmay1 ¢alistirmaktadir. Karaciger
hasar durumunda iken aktif otofaji, ROS olusumunu indiikleyerek, hiicre 6liimiine ve ardindan
gelen hiicre ¢ogalmasina sebep olmaktadir (Kudo ve dig., 2020). Hiicreler, tiimor mikro
cevresinde alternatif bir enerji kaynagi i¢in kendi kendine sindirim yani otofaji ile hayatta

kalmaktadirlar (Liu ve dig. 2017).

Hepatositlerde displastik asamasindaki bazal otofaji, yeni hasarli mitokondriyi ve mutasyonlu
hiicreleri uzaklagtirmak suretiyle tiimor baskilayici gorevindedir. Diger bir yandan tiimor
asamasindaki dengesiz otofaji, HCC hiicresinin hayatta kalmasina saglarken tiimor biiytimesini
indiiklemektedir (Liu ve dig., 2017). Sun ve arkadaslarinin ¢alismasindaki (2013), HCC sigan
modelinde otofaji inhibitorleri, tiimor olugturma asamasinda tiimor baskilayicr iken, displastik
asamada tlimori indiikleyici bir etkiye sahiptir. HCC'nin hem olusumunda hem de gelisiminde
otofajinin rolii 6nemlidir (Liu ve dig., 2017). Otofaji, HCC hiicrelerinin sorafenib gibi sitostatik
ilaglara karsi kemorezistans olusturdugundan, alternatif terapotik calismalar siirmektedir

(Garcia-Pras ve dig., 2021).
2.2.4. Apoptoz, Nekroz ve Otofaji Arasindaki iliski

Hiicre 6liimiiniin ¢esitli tiirleri ayn1 doku i¢inde indiiklenebilmektedir (Chaabane ve dig., 2013).
Hiicresel strese maruziyette apoptozdan 6nce otofaji oncelik olarak indiiklenirken otofajinin
etkisiz hale getirilmesiyle nekroz yerine apoptoz olusmaktadir (Chen ve dig., 2018). Genetik
olarak kontrol edilebilen apoptozun aksine nekroz dis uyaranlara bagli olarak kontrolsiiz
olusmaktadir (Park ve dig., 2023). Apoptoz veya nekrozdan ziyade otofaji hiicrenin hayatta
kalmasimi veya hiicre 6limiini destekleyerek ¢ift tarafli davranmaktadir. Otofaji, nekrotik
hiicre 6limi {izerinde baskilayic1 olmasiyla hiicre hayatta kalmasina daha fazla yardimci
olmaktadir. Otofajinin anti-nekroz islevi, kanser gibi patolojik durumlarda 6nemli biyolojik

goreve sahiptir (Chaabane ve dig., 2013).

Apoptoz ve nekroptoz ayni anda olusabilirken Oliim sinyal yolaklarinin birbiriyle
etkilesiminden karsilikli olarak doniisebilmektedirler (Chen ve dig., 2018). Oliim
reseptorleriyle iligkili bir molekiill olan RIPKI, {ic ana hiicre 6liim yolunu birbirine

baglamaktadir. incelemeler RIPK1'in kaspazdan bagimsiz hiicre 6liimiinde énemli oldugunu
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gostermektedir. Nekrotik ve otofajik hiicre 6liimleri, RIPK1'in varliginda ve kaspaz-8 negatif
regiilasyonuyla iliskilidir (Vandenabeele ve dig., 2006). Kaspaz-8 yoklugunda ise olusan
RIPK1 ve RIPK3 kompleksi nekroptoz ve otofajiyi, apoptoz yerine indiiklemektedir (Lu ve
dig., 2011).

Metabolik stres veya hiicresel ajanlara maruziyetten olusan ATP tiikkenmesi, hiicre i¢i
kalsiyumun ve ROS'un artmasina neden olurken degisikliklere uyum saglayamayan hiicreler
nekroz ile 6lmektedir. Hiicresel stres diizenleyicilerinden AMPK aktifleserek koruyucu gorevi
gormektedir. AMPK'ye bagli fosforilasyon, bir yandan mTOR baskilayarak otofajiye neden
olurken diger yandan Bax ve Bak' aktiflestirerek, sitokrom c'nin sitozole salinmasiyla kaspaz
aktivasyonu ile hiicreyi otofajiye veya apoptoza gotiiren p53'i de aktive etmektedir. Otofaji
baskilanmasiyla p53 aracili apoptoz artmaktadir. Ayrica sitoplazmik p53 otofajiyi inhibe

etmektedir (Chaabane ve dig., 2013).

Apoptoza hiicre, inhibitérlerle kaspazlarin baskilanmasi sonucu nekroza kayabilirken ayni
sekilde engellenen erken otofajik asamada hiicre nekrotik bir fenotip kazanabilmektedir
(Galluzzi ve dig., 2007). Beclinl, anti-apoptotik proteinlerle dogrudan etkilesime gegerek
otofaji ve apoptozu ¢apraz diizenlemektedir (Chen ve dig., 2018). Normal epitelyal hiicrelerde
FADD aracili otofaji, apoptoz baskilandiginda yani kaspaz inhibisyonu oldugunda
belirginlesmektedir (Thorburn, 2008). Fakat apoptoz daha hizla ilerledigi i¢in daha baskindir.
Nekroz veya otofaji, apoptoz inhibe edildiginde meydana gelmektedir (Chaabane ve dig.,
2013). Koruyucu bir mekanizma sahip olan otofaji, nekroptozu engelleyebilirken bazi

durumlarda da nekroptozu kolaylastirdig1 gortilmektedir (Chen ve dig., 2018).

2.3. ANTIMIKROBIYAL PEPTITLER

Antimikrobiyal peptitler (AMP), 100 amino asitten daha kisa, evrimsel olarak korunmus,
pozitif yiiklii (katyonik) ve olduk¢a hidrofobik amino asitlere sahip peptitler olarak karakterize
edilmektedir. Gectigimiz yillarda birgok dogal ve sentetik AMP tanimlanmaktadir (Tornesello
ve dig., 2020). Ik tanimlanan AMP, Alexander Fleming’in 1922'de éne siirdiigii lizozim
olmaktadir (Fleming ve Allison, 1992). AMP’ler, yapilarina ve aktivitelerine gore
siiflandirilmaktadir (Tornesello ve dig., 2020). Yapisal 6zelliklerine gore AMP’ler dogrusal,

a-helikal, B-katmanli ve ilmek (sag tokasi) olarak dort gruba ayrilmaktadir (Powers ve Hancock,
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2003) (Sekil 2.13). Alanin, I6sin ve lizin kalintilariyla sarmal yapiy1r koruyarak sistein
icermeyen ve hiicre membrani etkilesimiyle sarmal yapiya gelen a-helikal peptitler en ¢ok
calisilan sinif olmaktadir (Tornesello ve dig., 2020). AMP’lerin bir kismi, bakteriler ve kanser
hiicrelerine kars1 sitotoksik olup normal hiicrelere karsi ¢ok daha az sitotoksik iken; bir diger
kismu bakterilere, kanser hiicrelerine ve normal hiicrelere de oldukga sitotoksiktir (Hoskin ve
Ramamoorthy, 2008). Antimikrobiyal fonksiyonlarinin haricinde AMP'lerin, immiin hiicrelere
kars1 kemo-cekici aktivite gosterme veya lipopolisakkaritleri noétrlestirme, gibi

immiinmodiilator yetenekleri de mevcuttur (Zhang ve dig., 2019).
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Sekil 2.13 : AMP’lerin Ikincil Konformasyonlari. Sekil olarak AMP’ler dogrusal, a-helikal, B-katmanli
ve ilmek (sag tokasi) dorde ayrilmis hali resmedilmektedir (Lopes ve dig., 2022’den degistirilerek
Tiirkgelestirilmistir).

Antikanser peptit (ACP) olarak aktivite gosteren AMP tiirleri, hiicre membranindan gegerek
hiicre igine niifuz etme gibi kanser hiicreleri i¢in oldiiriicti etkileri mevcuttur (Tornesello ve
dig., 2020). Ilk antikanser peptidinin Xenopus laevis'ten elde edilen magainin, bircok kanser
hiicre hatt1 lizerinde sitotoksik etkisi bulunmaktadir (Gerlach ve dig., 2010). Tiimor hiicrelerinin
tedavilere kars1 gosterdigi ilag direnciyle yeni terapétik kesifler artmaktadir. ilag direnciyle bas
edebilen peptitlerde, kanser hiicrelerine 6zel hedeflenmesiyle ilgili ilag calismalar1 soz
konusudur (Deslouches ve Di., 2017). Sancar ve Bolkent (2022) yapmis olduklari ¢alismada
bir AMP olan siklik dodekapeptidin meme kanseri hiicre soylarinda inceleyerek elde ettikleri
kanitlarla segici sitotoksitesinin antikanser etkilerini sunmaktadirlar. Antikanser aktivitelerine
gore AMP’ler, ti¢ grupta incelenmektedir. Bunlardan ilki dogrudan kanser hiicreleri iizerinde
etkisiyle sitotoksik, anti-proliferatif ve apoptotik hiicre 6liimii yoluyla etki gosteren molekiiler

hedefli peptitlerdir. Ikincisi, ilag baglayict peptitler olarak kanser hiicrelerine tasryici olarak
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kullanilmaktadir. Sonuncusu ise, kanser hiicrelerini 6ldiirmek i¢in immiin hiicreler gibi etkili

hiicreleri uyararak tepki olusturmaya araci olan grup olmaktadir (Chiangjong ve dig., 2020).

HCC i¢in yeni tedavi yaklagimlarindan biri olarak degerlendirilen ACP’ler dogrudan 6ldiirme,
anti-inflamatuvar 6zelligi, immiinmodiilasyonu ve yara iyilestirme adma potansiyel etkileri
calisilmaktadir (Zhang ve dig., 2019). Mao ve arkadaslariin (2017) poloxamer 188 iginde
kapsiillenen Melittin {izerine yapmis olduklar1 calismada, farelerde inflamatuvar alerjik
reaksiyonlar ve toksisite azalmasiyla iliskili nanolipozomlar formiilasyonu olustururken, HCC
biiylimesinde baskilanmayla antitimoral aktivite gostermektedir. Bunun gibi peptitlerin
spesifik dagitimi amaciyla nanopartikiiller tasarlamak iizerine stratejiler mevcuttur (Deslouches

ve Di., 2017).
2.3.1. Antimikrobiyal Peptitlerin Yapisal Ozellikleri

Kanser hiicresi hedefleyen peptitlerde glisin ve arginin amino asit birimleri 6n planda
olmaktadir. Glisin, yapisal olarak B-doniisleri ve siklizasyon igin onemliyken; arginin,
kanserdeki terapotik yoniiyle peptit yapilarinda ve biyoaktivitesinde onemlidir. Peptitlerin
hiicreye niifuz etme etkinligi arginin sayilariyla da ilgili olmaktadir. Peptitlerin 6zeliklerinden
biri olan amfipati, hidrofilik ve hidrofobik sartlarda hayatta kalma niteligidir. Baz1 peptitlerin
amfipatik a-helikal olusturan katyonik NH> terminalleri, hiicre zarindaki anyonik molekiillerle
etkileserek kanser hiicrelerine sitotoksik etki gosterme o6zelligi kazandirmaktadir. ACP
aktivitesi i¢in orta derecede (yaklasik %30) hidrofobik olmalar1 gerekmektedir (Trinidad-
Calderon ve dig., 2021). AMP’lerin en biiyiik ikinci grubu olan a-helikal antikanser peptitlerde
yaklasik %40-60 oraninda hidrofobik amino asitler mevcuttur (Gabernet ve dig., 2016).
Yapilan ¢alismalar sonucunda, a-helikal yapiya sahip olan peptitlerin stabilitesinin daha ytiksek
olarak peptitlerin antikanser o&zellikli  birgok aktivitesinin  ardindaki giic oldugu
diistiniilmektedir (Li ve Yu, 2015). Notr pH sartlarinda ACP’ler katyonik 6zellik gostererek
yiikleri +2 ile +9 araliginda farklilagirken bunu arginin ve lizin amino asitlerince yapildigi
anlasilmaktadir (Oelkrug ve dig., 2015). Farkli ¢alismalarda daha biiyiik pozitif yiiklii peptitin
potansiyelinin daha fazla olarak hiicre segiciligini etkiledigi incelenmistir. (Gabernet ve dig.,
2016). Peptitlerin hiicre zar etkilesimini etkileyen bir konu da zardaki peptit-lipid oranidir.
Daha az oranda bir peptit-lipit durumunda ACP, hiicre membranina yakin paralel sekilde yer

alirken peptit-lipit oranmnin artisiyla dikey hale yonlenerek zarin hidrofobik merkezine
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konumlanmaktadir. Membrana niifuz edip hiicre igine iyonlarin, metabolitlerin ve hiicre i¢i

sentezin sizmasiyla hiicre 6liimiinii ortaya koymaktadir (Zhang ve dig., 2021).

Cogunlukla peptitler, hiicrelere girigini kolaylastiran hidrofobik bir C terminaline sahip
olmalariyla membranda oligomerizasyon ve gozenek olusumuna bagli hiicre 6liimiine sebep
olmaktadirlar. Oligomerizasyon, peptitlerin islevselligi i¢in 6nemli olup, dimerik ve tetramerik
peptitlerin kanser hiicrelerindeki sitotoksik etkisinin fazla oldugu c¢alismalar incelendiginde
antikanser aktivitesi i¢in 6nemli oldugu vurgulanmaktadir (Trinidad-Calderon ve dig., 2021).
Kanser hiicre membranlarindaki fosfatidilserin, O-glikozile edilmis miisinler, sialile edilmis
gangliosidler ve heparin siilfat bilesenleriyle negatif yiik kazanarak orta derecede anyonik
olmaktadirlar (Schweizer, 2009). ACP’ler, kanser hiicrelerindeki negatif yiiklii yapilara spesifik
olmayacak sekilde baglanarak ilgi ¢ekmektedirler. Kanser hiicrelerindeki hiicre yiizey
mikrovilluslarin varligiyla antikanser peptitler i¢in ¢ekici olmaktadir (Piotrowska ve dig., 2017;
Trinidad-Calderén ve dig., 2021). Kanser hiicrelerinin membranlarindaki kolesterol miktarina
bagl olarak artan membran akiskanligiyla peptitlerin litik etkisi giiclenmektedir (Deslouches
ve Di., 2017; Trinidad-Calderon ve dig., 2021). Kanser hiicrelerinin membranlarinin diginda
lokalize bir fosfolipid olan fosfatidilserinleri baglayan ACP’ler insan tiimor hiicrelerini segici
olarak hedefleyebilmektedir (Wodlej ve dig., 2019). Tiimor hiicreleri ise durumu tersine
¢evirmek i¢in membranlarmmin asimetrisini bozan inflamatuvar sitokinleri, oksidatif stresi,

asiditeyi ve benzeri etkileri kullanmaktadir (Ran ve dig., 2002).
2.3.2. Antimikrobiyal Peptitlerin Etki Mekanizmalari

Antimikrobiyal peptitlerin etki mekanizmalart dogrudan ve dolayli olarak iki ana smifa
ayrilmaktadir. Dogrudan 6ldiirme mekanizmast membran hedefleyerek veya membran dist
hedeflemeler ile olmaktadir. Membran hedefli olan etki mekanizmasi kendi i¢inde reseptor
aracilt olan ve reseptor aracili olmayan olarak iki kisimda toplanmaktadir (Kumar ve dig.,

2018).

Antikanser peptitlerin dogrudan o6ldiirme mekanizmasindan membran etkilesimli olani,
peptitlerin katyonik yapist geregi negatif yiiklii bilesenlerle etkilesime girerek membran
biitiinliigii kaybina neden olmaktir. Digeri ise hiicre icindeki DNA, riboniikleik asit (RNA) ve
proteinlerin aktivitesini etkileyerek baskilanmasini sebep olmaktadir (Bahar ve Ren, 2013;

Kumar ve dig., 2018; Zhang ve dig., 2019) (Sekil 2.14). i1k temasla birlikte kanser hiicre zarinda
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gbzenek olusturmaya baslayan peptitler hiicre 6liimiine sebep olmaktadir (Zhang ve dig., 2019).
Sancar ve arkadaslar1 (2023) bocek AMP’si olan Kriptoninin antikanser O6zelliklerine
baktiklarinda, melanom hiicrelerinde nekrotik 6liim olusumuna neden olmasiyla ortaya ¢ikan
terapotik  potansiyelini  vurgulamaktadirlar.  Antikanser  peptitler dolayli  olarak
immiinmodiilator etkilerle aktivite sergilemektedirler. Bunlar; immiin tepki olusturmak
amaciyla dendritik veya makrofaj hiicrelerinin aktivasyonu, tiimoriin beslenmemesi ve
metastazini baskilamak amaciyla anjiyogenez inhibisyonu, kanser hiicresini 6liime gotiirmek
icin hiicre 6liim yolaklarin1 aktive etmek, timor hiicresi gen ifadesinde gorevli proteinlere

miidahale etmesi gibi fonksiyonlardir (Kumar ve dig., 2018; Singh ve dig., 2022).
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Sekil 2.14 : Antikanser Peptitlerin HCC Hiicresine Etki Modelleri. Numaralandirilmig etki
modellerinden 1.’si reseptore veya membrandaki negatif yiiklii fosfolipitlere baglanmasiyla
olusturdugu hiicresel tepkiler olurken 2.’si hiicre i¢ine girdikten sonra organelleri, RNA’y1 veya
DNA’y1 hedefleyerek olusturdugu tepkilerle olmaktadir (Zhang ve dig., 2019°dan degistirilerek
Tiirkcelestirilmistir).

Membran hedefli etkisinde dnce elektrostatik ve hidrofobik etkilesimlerle membran yiizeyinde
biriken AMP'ler konformasyonel degisiklik gegirmektedir. Yeterli konsantrasyona ulastiktan
sonra membran ile birleserek dort farkli etkilesim modeli sergilemektedir. Bunlar, fi¢i-cubuk
modeli, halt modeli, halkasal por modeli ve deterjan modeli olmaktadir (Kumar ve dig., 2018).

(Sekil 2.15).
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Fi¢1-gubuk modelinde, membran faz arasinda tek yonde yerlesen peptitler birlikte yanal olarak
etkilesime girdikten sonra bir iyon kanali olusturup yeterli konsantrasyona ulasan yap1 fig1
seklini almaktadir. Peptitlerin hidrofobik kismi zarin hidrofobik yiizeyine, hidrofilik kismi
hidrofilik yiizeye bakacak sekilde konumlanarak por olusturan peptitler hiicre icerigini

tehlikeye atarak 6liimiine neden olmaktadirlar (Singh ve dig., 2022) (Sekil 2.15).

Halkasal por olusum modelinde, konformasyonel degisiklikle hidrofobik kism1 zarin hidrofobik
yiizeyine, hidrofilik kismi hidrofilik ylizeyine yerlesmektedir. Peptitlerin hidrofobik kismi
membrandaki fosfolipit baglarina baglanarak onlart konumlarindan ayirdigindan zarin
hidrofobik kismindan yirtilmasiyla gerilime neden olmaktadir. Esik konsantrasyona ulagan
peptitler, halkasal por kompleksi halini alarak ¢ift katmanli membranin hidrofobik kismina
erismeden dik bir sekilde konumlanmaktadirlar. Kisa yar1 omiirlii, gegici porlar olusturan bu
modelde, baz1 peptitler membrani asarak hiicre i¢i bilesenlere saldirmaktadir (Singh ve dig.,

2022) (Sekil 2.15).

Hali modelinde, membranin dengesizligini saglayan peptitler antimikrobiyal aktiviteyi
membranda por olusturmadan da yapmaktadirlar. Membranda biriken peptitler hali benzeri ortii
seklinde dis ylizeyi kaplamaktadirlar. Bu Ortli membran yiizeyinin baglanma etkilesimlerini
etkilemektedir. (Singh ve dig., 2022) (Sekil 2.15). Deterjan modelinde, ortii seklinde yiizeyi
kaplayan hali modelinden sonra hiicre membran ¢ift katmanmin miseller halinde

parcalanmasiyla ortaya ¢ikmaktadir (Kumar ve dig., 2018) (Sekil 2.15).
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Sekil 2.15 : Antikanser Peptitlerin Kanser Hiicre Zarma Etki Modelleri. Peptidin zarla etkilesiminden
dogan farkli zar etki senaryolar1 sonunda bozulan hiicre zari ile 6liime giden siire¢ resmedilmistir
(Tripathi ve Vishwanatha, 2022°den degistirilerek Tiirkgelestirilmistir).

Peptitlerin 6zelliklerini diizenleyecek sekilde hibridizasyon, polimerizasyon, parcalanma ve
siklizasyon gibi modifikasyonlarla yeniden tasarlanarak stabilitesi gelistirilmek istenmektedir
(Kumar ve dig., 2018; Zhang ve dig., 2019). Wu ve arkadaslar1 (2009), bilinen AMP olan
Kekropin B'den tiiretilen modifiye peptit CBla ile ¢alisarak normal hiicrelere daha diisiik
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sitotoksisitesiyle karsinom hiicrelere kars1 potansiyel aktivitesini agiga ¢ikarmislardir. Sentetik
peptitler dogal peptitlerden gelen sorunlara ¢6ziim olarak birden fazla peptit kombinasyonuyla
tasarlanmis hibrid peptitler olarak uygun aktivite potansiyeline sahip oldugu diigiiniilmektedir.
Calismalarda artan bir ilgiyle hibrit peptitler, iki veya daha fazla farkli peptitin gesitli biyolojik
yontemlerle bir araya getirilip daha etkili antikanser olarak terapotik stratejiler iizerine
hedeflenmektedir. Farkli fonksiyonel 6zellikleri tastyan peptitlerin konjugasyonuyla sinerjistik
aktiviteleriyle terapotik etkilerin olusturulmasi amaglanmaktadir. Hibrit peptitlerin tasariminda
birlestirici faktor olarak uygun bir baglayicit kullanilmasi tasarimin korunmasi agisindan

onemlidir (Wang ve dig., 2019) (Sekil 2.16).

|

) BAGLAYICI PEPTIT 2 FRAGMENTI
BAGLAMA BAGLAMA

BAGLAMA BAGLAMA

l

SINERGISTIK TERAPOTIK ETKi

Sekil 2.16 : Cok Islevli Hibrit Peptit Tasarimi. Farkl1 fonksiyona sahip peptitlerin hibridizasyonuyla
sinerjistik etkisi sunulmustur (Wang ve dig., 2019°dan degistirilerek Tiirkgelestirilmistir).

2.3.3. Katelisidin (LL-37) ve FK-16 Antimikrobiyal Peptitleri

Katelisidinler; korunmus katelin benzeri bir dizi tasiyan, +6 net pozitif yiiklii, (Kuroda ve dig.,
2015) memelilerde makrofaj ve lokositlerde tanimlanan, a-helikal peptitler olarak kanser
hiicrelerine karst membranolitiktirler (Tornesello ve dig., 2020). Losin-16sin-37 (LL-37); 37
amino asitli, 18 kDa kadar olan insan katyonik antimikrobiyal peptiti 18'in (hRCAP18), proteinaz
3 tarafindan par¢alanmasindan tiirevlenen, insan nétrofillerinin sekonder graniillerinde bulunan
tek katyonik katelisidindir (Tornesello ve dig., 2020; Trinidad-Calderén ve dig., 2021). LL-37,

hem halkasal por olusum modeliyle aktivite gosterirken hem de membran
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inceltme/kalinlastirma gibi aktivitesi de mevcuttur (Singh ve dig., 2022). Kanser hiicreleri LL-
37°’ye maruz birakildiginda, kaspazdan bagimsiz apoptozu ve DNA fragmantasyonu
indiiklemektedir (Tornesello ve dig., 2020). Jurkat ve insan oral skuamoz hiicreli karsinom
hiicrelerinde LL-37’nin kaspazdan bagimsiz apoptoz iirettigi anlasilmistir (Mader ve dig.,

2009).

Peptit sentezine bagli olarak smirlayici faktorlere ¢oziim diisiiniildiigiinde tam uzunluktaki
peptitin biyolojik fonksiyonu gosteren en kisa fragmentinin tanimlanmasi énemlidir (Ren ve
dig., 2013). Buna gore yapilan c¢alismada LL-37'nin kalintilar1 incelendiginde 17-32.
kalintilarina karsilik gelen FK-16 (DQVLRFRNFRIKLVKI-NH) adli peptit fragmentinin
antibakteriyel ve antitimor aktivitesini korudugu anlasilmistir (Li ve dig., 2006). Bu kesiften
sonra FK-16 degerlendirildiginde prokaryot ve Okaryotlarda tam uzunluktaki peptitten daha
etkili bir aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir (Wang, 2008). Boylece yeni bir antikanser peptit
olarak literatiire gecen FK-16 calisilmaya devam etmektedir (Ren ve dig., 2013).

FK-16, kaspaz aktivasyonu veya i¢sel yoldan bagimsiz olarak DNA fragmantasyonu ve
mitokondriyal depolarizasyon ile apoptozu indiiklemektedirler (Trinidad-Calderén ve dig.,
2021). FK-16, apoptoz ve otofaji ortak p53-Bcl-2/Bax yoluyla ikisini de aktive edebilmektedir
(Ren ve dig., 2013). Ren ve arkadaslarinin ¢alismasinda, otofajinin inhibe edilmesiyle kanser
hiicrelerinin kaspaz bagimsiz apoptoza kayan bir 6liim tiirii sergilediklerini gdsterdiginden iki

hiicre 6liim sinyalinin de aktiflestirildigi dair kanitlar sunulmaktadir.
2.3.4. Frenatin 2.1S Antimikrobiyal Peptiti

Kurbagalarda dogal olarak meydana gelen konak¢i savunma peptitleri (diger adiyla
antimikrobiyal  peptitler), ¢ogunlukla  derilerindeki  graniiler bezlerde  yiiksek
konsantrasyonlarda sentezlenip, depolandiktan sonra ve stres veya doku yaralanmasi gibi
durumlarda disar1 salinmaktadir (Pantic ve dig., 2017). Kurbaga derisi peptitlerinin ¢ogunlugu
katyonik olup ¢ok fazla hidrofobik amino asit tasimaktadir. Genellikle sulu ¢ozeltilerde stabil
yapiya sahip olmazken fosfolipid ortaminda amfipatik bir a-helikal yapiya
biirtinebilmektedirler (Wang ve dig., 2016). Bu peptitler memelilerde ise bir¢cok farkli etki
gostererek ilk 6nce hiicreleri gegirgenlestirme kabiliyetleri ve sonra da kapsamli antimikrobiyal
(antibakteriyel, antifungal, anti-protozoal ve antiviral) etkileriyle taninmaktadirlar (Xu ve Lai,

2015). Kurbaga derisinden tiirevli peptitler ilag direngli patojenlere karsi etkileriyle ilgi ¢ekerek
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antimikrobiyal 6zelligi daha fazla, toksisitesi daha az ve dolasimdaki yar1 émrii daha uzun
olarak degerlendirilmektedir (Conlon ve Mechkarska, 2014). Konak savunma peptitleri ayrica
koruyucu immiin yanit uyarimini saglayarak makrofajlar i¢in kemo-gekici Ozellikler
sergilemektedir. Bu dermal peptitler yara onariminda da gérev almaktadirlar (Pantic ve dig.,
2017). Bu peptitler ayrica bir¢cok tiimore spesifik olarak toksisite gosterdiginden antikanser

peptit olarak kullanilmaktadir (Lu ve dig., 2008).

Hylinae alt familyasindaki Orinoco thlamur agaci1 kurbagas1 Sphaenorhynchus lacteus'un deri
salgilarindan Frenatin ailesinde yapisal olarak iliskili ii¢ peptit (Frenatin 2.1S, 2.2S ve 2.3S)
izole edilmektedir. Frenatin 2.1S (GLVGTLLGHIGKAILG.NH,), C-terminalinde o -amidath
glisin/l6sin amino asitlerince zengin olup immiin tepkileri uyarici etkisi mevcuttur (Conlon ve

dig., 2014).

2.4. 5-FLOROURASIL

5-Florourasil (5-FU) bir antimetabolit olarak 1957’den beri kullanilirken son yillarda antikanser
ilag olan en verimli etkiyi kolorektal kanser lizerinde gostermektedir (Sethy ve Kundu, 2021).
Timidilat sentazin etkisini susturan 5-FU ayni1 zamanda metabolitlerini RNA ve DNA'ya yanlis
olarak ekleyerek biyosentetik fonksiyonu bozarak sitotoksisite arttirdigindan hiicreyi 6liime
gotiirmektedir. Stirecteki enzimler, kanser kok hiicreleri, ¢coklu ilag direncine sahip tasiyicilar,
cesitli hayatta kalma sinyal {irtinleri, tiimor mikro ¢evresi ve DNA onarimi gibi birgok faktoriin

5-FU’ya direnci tetikledigi arastirilmaktadir (Longley ve dig., 2003; Sethy ve Kundu, 2021).

5-FU’nun daha efektif olarak kanser hiicrelerindeki duyarliligini arttirmak ig¢in, sinerjistik
kullanimt tizerine ¢alismalar mevcuttur (Sethy ve Kundu, 2021). Bartucci ve arkadaslarinin
(2017), transkripsiyonel baskilayict olan BMI1'in yeni ve daha kiigiik inhibitorlerini iiretmek
icin yaptiklar1 gesitli arastirmalar sonucunda RU-A1 ile potansiyel bir BMII inhibitoriini
vurgulamaktadirlar. HCC in vitro proliferasyonunu ve gogiinii engelleyen RU-AL tedavisi,
kanser hiicrelerini 5-FU’ya daha duyarli hale getirmistir. Boylece BMI1 inhibisyonu, HCC’ler
icin 5-FU tedavisi i¢in kemoterapotik strateji olarak diistiniilebilmektedir (Bartucci ve dig.,
2017).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. HUCRE KULTURU

Bu ¢alismada insan hepatoselliiler karsinoma hatti (HepG2) hiicreleri ve normal hiicre soyu
olarak insan gobek kordonu veni endotel hiicreleri (HUVEC) kullanildi. Hiicreler 37°C’de ve

%5 COgz iceren inkiibatdrde her iki giinde bir medyumlari tazelenerek inkiibe edildi.
3.1.1. Hiicre Kiiltiir Medyumlarinin Hazirlanmasi

HepG2 hiicreleri i¢in %10 fetal sigir serumu (FBS) 100 U/ml penisilin ve 100 pg/ml
streptomisin (PES) igeren Dulbecco’nun modifiye Eagle medyumu (DMEM) hazirlandi.
HUVEC hiicreleri i¢in %15 FBS, 100 U/ml penisilin, 100 pg/ml streptomisin, 25 mg/l Heparin,
15 mg/l endotel hiicre biiyiime takviyesi (ECGS) iceren F12 besin karisimli Dulbecco’nun
modifiye Eagle medyumu (DMEM-F12) hazirlandi. Hazirlanan medyumlar +4 °C’de muhafaza
edildi.

3.1.2. Hiicrelerin Cozdiiriilmesi ve Ekilmesi

Deney oncesinde hiicreler muhafaza edildikleri -150°C dondurucudan alinarak hizlica ve tek
seferde cozdiriildi. Kriyotiip i¢indeki hiicre siispansiyonu ¢oziliir ¢6ziinmez icinde 5 ml
medyum bulunan santrifiij tiipiine aktarildi ve iki kez yikama ve santrifiijleme basamaklart ile
kriyomedyum uzaklastirildi. Santrifiij sonrasi hiicre peleti medyum ile sulandirildi ve Thoma
laminda (hematosimetre) hiicre sayimi yapilarak uygun oranda hiicre flask igine aktarildi.

Hiicreler 37°C’de ve %5 COz igeren inkiibatorde muhafaza edildi.
3.1.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Isik mikroskobunda incelenen hiicreler yaklasik %80 yogunluga ulastiginda, ortamdan
medyum uzaklastirilarak 6nce kalsiyum-magnezyum icermeyen fosfat tamponlu salin (PBS) ile
yikandi. Hiicrelere % 0.25 tripsin-etilendiamintetraasetik asit (Tripsin-EDTA) eklenip 3 dakika
inkiibasyon yapild1 ve tripsin inaktivasyonunu takiben, hiicreler pipetajla kaldirilarak santrifiij
tiipiine alind1. Hiicre siispansiyonu 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra hiicre peleti
medyum ile siispanse edildi ve Thoma laminda hiicre sayimi yapilarak uygun sayida hiicre yeni

flask i¢ine pasajlandi.
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3.1.4. Hiicrelerin Dondurulmasi ve Saklanmasi

Hiicreler daha sonra kullanilmak iizere dondurularak muhafaza edildi. Hiicre kaldirma islemi
sonrast hiicre sayimi yapilarak santrifiijlenen hiicrelerden medyum uzaklastirildi. Pelet, %10
Dimetil stilfoksid (DMSO) iceren soguk FBS dondurma medyumu olan kriyomedyumunda
sulandirildi. 1-1,5 milyon hiicre/ml yogunlugunda siispanse edilen hiicreler kriyotiiplere

aktarilarak 24 saat -80°C’de bekletildi ve -152°C’ye konularak donduruldu ve saklandi.

3.2. HIBRIT PEPTITIN COZULMESI VE SULANDIRILMASI

Calismamizda segtigimiz LL-37 tiirevi FK-16 ve Frenatin 2.1S antikanser peptitlerinin prolin
amino asiti olan baglayicisi ile hibrit olarak sentezi Elabscience tarafindan yurtdiginda %90
saflikta yapildi. 33 amino asit uzunlugunda FK-16-Frenatin 2.1S (DQVLRFRNFRIKLVKI-P-
GLVGTLLGHIGKAILG.NH.) hibrit antikanser peptiti, liyofolize halde -20-C’de muhafaza
edildi. Hibrit peptit, hidrofilik-hidrofobik durumuna bagli olarak 1 mg/ml konsantrasyonda
PBS i¢inde ¢6zdiirtildii ve alikotlanarak -20°C’de muhafaza edildi.

3.3. HUCRE CANLILIGI VE SIiTOTOKSISITE TESTI
3.3.1. Hiicre Canlilik Testi (MTT Testi)

FK-16-Frenatin 2.1S ile HepG?2 hiicrelerinde indiiklenen hiicre 6liimiinii arastirmak i¢in 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) hiicre canlilik testi yapildi. MTT tuzu
5 mg/ml olacak sekilde PBS i¢inde hazirlandi ve 0,22 pum por ¢apli membran filtreden
gecirilerek steril edildi.

MTT reaktifi (sar1 renkli toz halinde) bir monotetrazolyum tuzudur. MTT soliisyonu fizyolojik
olarak dengeli hazirlandigindan, pozitif yiikii ve lipofilik yapisi sayesinde kiiltiirdeki canli
hiicrelerin hiicre zarindan ve mitokondri i¢ zarindan gegebilir. MTT'nin, mitokondriyal
dehidrogenaz olan nikotinamid adenin dintikleotid fosfat (NADPH) oksidorediiktaz tarafindan
indirgenmesiyle yapisindaki tetrazol halkasi bozulur ve formazan kristali adli suda ¢6ziinmeyen

mor-mavi renkli molekiilii olusturur. Formazan miktar1 canli hiicre sayisi ile dogru orantilidir.
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Hiicreler oldiigiinde MTT'yi formazana doniistirmezler ve renk olusumu gozlenmez.
Formazan, hiicre yiizeyinde, hiicreler i¢inde ve kiiltiir ortaminda bir ¢okelti olarak birikir.
Absorbans okumalar1 kaydedilmeden Once formazanin ¢oziindiiriilmesi gerekir. Boylece
metabolik olarak aktif hiicreler tarafindan uygun bir belirte¢ olarak formazan kristali tiretiminin

kolorimetrik olarak 6l¢timii yapilabilir (Riss ve dig., 2013; Ghasemi ve dig., 2021).

MTT testi, hiicre canliliini, ilag sitotoksisitesini ve hiicrelerin mitokondriyal aktivitesini
dlgmek igin arastirma laboratuvarlarda popiiler olarak kullanilan bir testtir. Olgiim sonucu
degeri; MTT konsantrasyonu, inkiibasyon periyodunun uzunlugu, yasayabilir hiicrelerin sayis1
ve bunlarin metabolik aktiviteleri gibi ¢esitli uyaranlara bagli olarak degisebilir. Uygun oranda
iriin olusturmak icin tahlil ortamini optimizasyonu i¢in bu parametreler dikkate alinmalidir

(Riss ve dig., 2013; Ghasemi ve dig., 2021).

Hiicre kaldirma islemi sonrasi, hiicre sayimi yapildi ve belirlenen gruplar i¢cin HUVEC ve
HepG?2 hiicreleri 96 kuyucuklu pleytin her kuyusunda 100 pl i¢inde 20 bin hiicre olacak sekilde
hiicre ekimi yapildi. 6, 12 ve 24 saatlerinde okutulmak deney gruplarina farkh
konsantrasyonlarda (1-2,5-5-10-20-40-60-80-100 pg/ml) medyumda sulandirilmis FK-16-
Frenatin 2.1S verildi. Kontrol grubunun sadece medyumu degistirildi. 6, 12 ve 24 saatleri
sonrasinda her kuyucuga PBS i¢inde hazirlanan 30 pl MTT soliisyonu (5 mg/ml) eklendi. 4 saat
%5 CO:.’li inkiibatorde inkiibasyon sonrast kuyucuklardaki sivilar ¢ekilerek 100 pl DMSO
eklendi. 96 kuyucuklu pleytler 5 dakika 270 rpm hizinda calkalayicida tutularak formazan
kristallerinin DMSO ig¢inde ¢6ziinmesi saglandi. Optik yogunluk 570 nm test ve 630 nm
referans dalga boylarinda mikropleyt okuyucuda (BioTek, ABD) o6l¢iildii. Bu deney 9
konsantrasyonda her pleytte 3 kuyu tekrarli sekilde 3 kez yapildu.

Antikanser ilag 5-Fluorourasil (5-FU)’in HepG2 hiicrelerinin aktiviteleri {izerine etkilerini
arastirmak i¢in MTT testi uygulandi. 96 kuyucuklu pleyte 100 pl i¢inde 20 bin hiicre olacak
sekilde hiicre ekimi yapildi. Kontrol grubuna medyum, diger gruplara farkli konsantrasyonlarda
(1-2,5-5-10-25-50-100-200 pg/ml) hiicre kiiltir medyumunda hazirlanan 5-FU hiicrelere
verildi. 24 ve 48 saat inkiibasyon siireleri sonunda tiim kuyucuklara MTT soliisyonu eklenerek

pleytler inkiibe edildi ve mikropleyt okuyucuda 6lgiildii.

FK-16-Frenatin 2.1S hibrit peptiti ile 5-Fluorourasilin sinerjistik etkisiyle HepG2 hiicrelerinin
aktiviteleri lizerine etkilerini arastirmak i¢in MTT testi yapildi. Yukarinda belirtilen sekilde 96
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kuyucuklu pleyte hiicre ekimi yapildi. 5-FU ve FK-16-Frenatin 2.1S’in 1, 2,5, 5 ve 10 ug/ml
konsantrasyonlari birlikte hiicrelere 48 saat boyunca uygulandi. Maruziyet siiresi sonunda MTT
soliisyonu eklenerek 4 saat inkiibasyon yapildi ve optik yogunluk mikropleyt okuyucuda
Ol¢iildii. Tiim MTT sonuglarinin analizinde hiicre canliligi, kontrol kuyucuklarinin ortalama

absorbans degerlerinin %100 kabul edilmesiyle % olarak hesaplandi.
3.3.2. Laktat Dehidrogenaz (LDH) Sitotoksisite Testi

Sentezlenen hibrit peptitin HepG2 hiicreleri lizerine sitotoksik etkisi hiicrelerden salinan Laktat

Dehidrogenaz (LDH) aktivitesinin 6l¢iimii (Pierce, Sitotoksite saptama kiti, 88954) ile yapildi.

Sitozolik bir enzim olan laktat dehidrojenaz membran biitiinliigii bozulan 6lii hiicrelerden dis
ortama salinmasiyla hiicresel oliimle iliskili sitotoksisiteyi hesaplamaya yarayan gilivenilir
kolorimetrik bir testtir. Hiicre disina ¢ikan LDH, NAD'nin NADH'ye indirgemesiyle laktatin
piruvata dontigmesini katalizledigi enzimatik reaksiyon gerceklestirir. Bu reaksiyon dahilinde
NADH'yi kullanan diaforaz enzimi araciligiyla bir tetrazolyum tuzunu (INT) olgiilebilen

kirmizi bir formazan kristaline doniistiiriir (Riss ve dig., 2019).

Yukarida anlatildig1 sekilde hiicre kaldirma islemi sonrast hiicre sayimi yapildi ve belirlenen
gruplar i¢in 96 kuyucuklu pleyt i¢ine her kuyuda 20 bin hiicre olacak sekilde hiicre ekimi
yapildi. HepG2 hiicreleri 24 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda (10-20-40-80 pg/ml) FK-
16-Frenatin 2.1S hibrit peptitine maruz birakildi. Deney siiresi dolmadan 45 dakika 6nce
maksimum LDH kontrolleri olan kuyucuklara 10 pl lizis buffer (10x) konuldu ve 45 dakika
etiivde bekletildi. Deney siiresi sonunda her 6rnegin kuyucuklarindan 50 pl alinip baska bir 96
kuyucuklu pleyte aktarildi. Her kuyucugun iizerine 50 pl reaksiyon karigimi aktarilip pipete;j
yapilarak karistirildi. 30 dakika karanlikta oda 1s1sinda inkiibasyon yapildiktan sonra 50 pl stop
soliisyonu eklenerek reaksiyon durduruldu. Optik yogunluk 490 nm test ve 680 nm referans
dalga boylarinda mikropleyt okuyucuda (BioTek, ABD) ol¢iildii. % sitotoksisite asagidaki

formiil kullanilarak hesaplandi:

%Sitotoksisite = (Deneysel absorbans degeri (Maksimum LDH absorbans degeri) X100
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3.4. HUCRE OLUM SEKLININ HUCRESEL BOYAMA YONTEMLERI ILE
MORFOLOJIK TAYINi

3.4.1. Akridin Oranj/Etidyum bromiir (AO/EB) ikili boyama

Canlt hiicrelere giren AO, DNA’ya eklenerek yesil 1s1ma yapmakta ve nukleusun yesil
goziikkmesine yola agmaktadir. EB ise sadece oOlii hiicrelere girerek DNA’ya baglanip kirmizi
1s1ma yapmaktadir. Bu sebeple boyamadan sonra mikroskopta incelenen canli hiicrelerin
nukleuslar1 yesil renkte, erken apoptotik hiicrelerin nukleuslart DNA framentasyonu sebebi ile
parcali yesil, ge¢ apoptotik nukleuslar ise DNA framentasyonu sebebi ile par¢ali kirmizi
goriinmektedir. Nekrotik hiicre nukleuslar1 yogun kirmizi sekilde segilebilmektedir (Yang ve
dig., 2013). Hiicresel o6liim mekanizmasinin belirlenmesi i¢in 24 saat peptit maruziyetini
takiben hiicreler AO/EB ikili boyasi ile boyand1 ve nukleus morfolojileri floresan mikroskopta

incelendi.

HepG?2 hiicreleri tripsin-EDTA ile kaldirilarak sayildi ve 96 kuyucuklu pleyte ekildi. 24 saat
sonra boyanmak iizere hiicrelere medyum icerisinde hazirlanan farkli konsantrasyonlardaki FK-
16-Frenatin 2.1S (10-20-40-80 pg/ml) uygulandi. Kontrol grubuna sadece medyum ve aglik
grubuna boyamadan 2 saat 6nce serumsuz medyum verildi. Stok AO soliisyonundan (1 mg/ml)
100 pl ve 10 mg/ml konsantrasyondaki EB soliisyonundan 10 pl alinarak 890 ul PBS i¢inde
karigtirildi ve hazirlanan bu boyadan karanlikta her kuyucuga 8 pl aktarildi. 5 dakika inkiibe
edilen hiicreler floresan mikroskop (Nikon DS5MCU?2)’ta floresan izotiyosiyanat (FITC) ve
siyanin 3 (CY3) filtreleri ile incelendi. NIS Elements yazilimi ile fotograf goriintiileri
kaydedildi.

3.4.2. Monodansilkadeverin (MDC) Boyasi ile Otofajik Vakuollerin Isaretlenmesi

Monodansilkadeverin, hiicre igi otofajik vakuolleri isaretleyen mavi renkli floresan bir boyadir.
Otofajik vakuollere giren MDC, iyon yakalama mekanizmasi ve lipitlerle etkilesimi sonucunda
birikmektedir. Otofloresan bir boya olan MDC, kadaverin konjuge dansil kalintisindan
olusmakta olup otofajiyi analiz etmek i¢in hizli ve kolay bir yontemdir (Biederbick ve dig.,

1995; Murugan ve Amaravadi, 2016).

Otofajik vakuollerin goriintiilenmesi i¢in HepG2 hiicreleri 24 kuyucuklu pleyt iginde steril

olarak yerlestirilen 10 mm c¢apindaki lamellere ekildi. Ertesi giin hiicreler farkli
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konsantrasyonlardaki (10-20-40-80 pg/ml) FK-16-Frenatin 2.1S’¢ maruz birakildi. Kontrol
grubuna sadece medyum ve aclik grubuna boyamadan 2 saat 6nce serumsuz medyum verildi.
24 saat sonra 1,5 ml PBS igine 2,7 ul stok MDC boyasi eklenerek kuyucuklardaki lamellerin
tizerine 0,005 mM 175 pl verildi. Oda sicakliginda 10 dakika inkiibasyon sonrasinda boya
dikkatle ¢ekilerek 4 kez PBS ile yikandi. Kuyulardaki lameller 4',6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI) iceren ve floresan i1simanin solmasini engelleyen kapatict (Invitrogen, ABD)
kullanilarak temiz lamlara kapatildi. Lamlar kuruduktan sonra immersiyon yagi kullanilarak
floresan mikroskop (Nikon DS5MCU2)’ta boyanan otofajik vakuoller DAPI filtresi ile
incelendi. Fotograf gorintiileri, NIS Elements yazilimi ile kaydedildi ve MDC floresan

yogunlugu her maruziyet grubunda NIS Elements yazilimi ile dl¢iildii.

3.5. ANNEKSIN V/ PROPIDYUM IiYODUR (PI) ILE AKIM SiTOMETRISi
OLCUMU

Anneksin V ve propidyum iyodiir (PI) ile boyama, farkli hiicre 6liimii tiirleri olan nekroz ve
apoptozun tanimlanmasini saglar. Saglikli hiicre yiizeyinde plazma membraninin sadece i¢
kismina asimetrik olarak dagilmis halde bulunan fosfatidilserinler, apoptoz sirasinda bozulan
lipit asimetrisi nedeniyle plazma membraninin dis kisminda da goriiliir. Anneksin V,
fosfatidilserine baglanarak apoptotik hiicrelerin tespitinde kullanilir. Nekrotik hiicrelerin hasarli
hiicre membranlarinin i¢ yiizeyindeki fosfatidilserinlere de baglanan Anneksin V, onlar1 da
isaretleyebilir. Ancak PI boyasi 6lii ve nekrotik hiicrelerin niikleik asitlerine baglanirken
apoptotik hiicrelere giremez. Bdylece apoptotik hiicreler, PI ile nekrotik hiicrelerden ayirt

edilebilir (Crowley ve dig., 2016).

Apoptoz analizi i¢in FITC Annexin V / Dead Cell Apoptoz Kiti (Invitrogen, ABD, V13242)
kiti kullanildi. HepG2 hiicreleri 6 kuyucuklu pleytlere hiicre ekildi ve ertesi giin hiicreler farkli
konsantrasyonlarda (10-100 pg/ml) FK-16-Frenatin 2.1S sentetik peptite ve 5-FU (50 ve 100
ug/ml)’ya maruz birakildi. Kontrol grubu hiicrelere medyum, otofaji indiiklemek i¢in bir grup
hiicreye ise FBS igermeyen medyum uygulandi. inkiibasyon siiresi sonunda medyumlar
toplanarak hiicreler PBS ile yikandi ve tripsin-EDTA ile kaldirilip santrifiijlendi. Hiicre peleti
anneksin baglayici buffer i¢inde siispanse edilerek her bir 6rnekteki hiicre sayisi belirlendi. 100

ul’de 100 bin hiicre olacak sekilde siispanse edilen 6rneklere 5 ul FITC Anneksin V boyast ve
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1 ul PI soliisyonu eklenerek 15 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Her 6rnege 400 pl
anneksin baglayici buffer eklenerek hiicreler ACEA Novo Cyte akim sitometrisi (ABD) ile
analiz edildi (Oztas ve dig., 2019).

3.6.HUCRE ICi REAKTIF OKSIJEN TURLERININ SEVIYELERININ
OLCULMESI

Reaktif oksijen tiirleri, en ¢ok mitokondrinin elektron tagima zincirinden sizan elektronlar
tarafindan iretilir. ROS, DNA baz hasari, hiicre akigskanligi modifikasyonu ve protein
oksidasyonu dahil olmak iizere yiliksek konsantrasyonlarda hiicrelerde zararli hasara neden
olabilir. Hiicrenin bu stres durumu kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, ndrolojik bozukluklar,
diyabet ve inflamatuvar hastaliklar gibi hastaliklara neden olabilir. Hiicrenin ROS’un zararl
etkilerinden kendini korumasi i¢in fazla ROS’u ortadan kaldiran enzimatik ve enzimatik

olmayan siire¢leri vardir (Gardiner ve dig., 2020; Murphy ve dig., 2022).

Birincil ROS olan siiperoksit (‘O2), diger molekiillerle reaksiyona girerek hidrojen peroksit,
hidroksil radikalleri ve alkoksil radikalleri gibi diger ikincil ROS'lar iiretir. Hiicre igindeki
ROS’u tespit etmek i¢in yaygin olarak kullanilan reaktifler floresan problardir. Bunlardan biri
olan 2',7'-diklorodihidrofloresein diasetat (DCFH-DA) membrani asabilen ve floresan olmayan
bir formdadir. Sitoplazmaya giren DCFH-DA hiicre i¢i esterazlar tarafindan iki ester bagindan
ayrilarak DCF'yi olusturur. DCF, bircok ROS tiiriiyle, 6zellikle de hidroksil radikalleriyle
('OH) reaksiyona girerek kolayca Olgiilebilen giiclii bir yesil floresan sinyali olusturur

(Gardiner ve dig., 2020; Murphy ve dig., 2022).

HepG2 hiicrelerinin FK-16-Frenatin 2.1S maruziyeti sonrasi hiicre i¢i oksidatif strese bagl
ROS iiretiminin 6l¢iilmesi amaciyla hiicreler 96 kuyucuklu pleyte hiicre ekildi. 24 saat sonra
Olciilecek sekilde kontrol ve aglik (serumsuz medyum icinde) grubu hari¢ farkh
konsantrasyonlarda (10-20-40-80-100 pg/ml) FK-16-Frenatin 2.1S sentetik peptite maruz
birakildi. Siire bitimine 30 dakika kala pozitif kontrol grubunun medyumu ¢ekilerek 500 uM
H.O. verildi. Siire dolunca kuyucuklardan medyumlar ¢ekildi ve %10 FBS iceren 10 uM
konsantrasyondaki DCFH-DA uygulandi. 45 dakika 37 °C’de inkiibasyon sonrasi hiicreler bir
kez PBS ile yikandiktan sonra her kuyucuktaki floresan 1s1ma 485 nm eksitasyon/535 nm
emisyon dalga boylarinda spektroflorometre (BioTek, ABD) ile 6l¢iildii. Kuyucuklarda 6l¢iilen
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absorbans degerleri, Bradford yontemi ile analiz edilen protein konsantrasyonuna boliindii ve
FK-16-Frenatin 2.1S’in farkli konsantrasyonlarina maruz kalan hiicrelerden elde edilen

degerler kontrol grubuna normalize edildi.

3.7. YARA KAPANMA DENEYI (MIGRASYON TESTI)

Aragstirilan terapdtik maddelerin hiicre hareketliligine olast etkisini degerlendirmek igin
kullanilan in vitro bir teknik olan hiicre ¢izik testi kolay ve tekrarlanabilir bir yontemdir.
Olusturulan ¢izik (yara modeli) lizerinde azalan mesafenin hesaplanmasi ile hiicre goc¢iiniin hizi
kantitatif olarak hesaplanabilmektedir. Her 6l¢iim zamaninda ¢izigin ayni noktasindan goriintii
alinmasi esasiyla goriintiilenen fotografla yaranin kapanma hizi 2 boyutlu analiz edilmektedir

(Liang ve dig., 2007).

Hiicre kiiltiir ortaminda ¢ogalan HepG2 hiicreleri kaldirma islemi sonrasi sayilarak her
kuyucukta 50 bin hiicre olacak sekilde 24 kuyucuklu pleyte ekildi. Her kuyucukta hiicreler tek
tabaka olusturana kadar 2 giin bekletildi. 0. saatte tek hiicre tabakasina sar1 pipet ucu ile ‘+’
seklinde ¢izikler atild1 ve bu islem ile kaldirilan hiicreler PBS ile yikanarak uzaklastirildi.
Kontrol grubuna medyum, deney grubuna ise 10 pg/ml konsantrasyonda FK-16-Frenatin 2.1S
iceren medyum uygulandi. 0. saat, 24. saat ve 48. saat olmak {izere ardisik giinlerde ¢iziklerin
belirlenen yerlerinden NIS-Elements yazilimi ile fotograflar ¢ekildi ve yara agikligi yazilim

yardimut ile Olciilerek asagidaki formiil ile % olarak hesaplandi:

% Yara kapanma = (0. saat yara genisligi-24./48. saat yara genisligi/ 0. saat yara genisligi)
x 100

3.8. KOLONi OLUSTURMA VERIMLILiGi TESTi

Koloni olusturma verimliligi testi, tek bir hiicreden koloni olusum yetenegini dlgen bir testtir.
Olusan kolonileri boyamak i¢in kullanilan kristal viyole boyasi suda ¢6ziinebilen yapida mavi-
mor renkli bir doku boyasidir. Canli hiicre yapisindaki protein ve DNA’lara baglanarak

kolonilerin sayiminda kullanima elverislidir (Erkekoglu ve Baydar, 2021).
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HepG2 hiicreleri 6 kuyucuklu pleyte her kuyucukta 1000 hiicre olacak sekilde ekildi. Ertesi giin
hiicreler 10, 40 ve 80 pug/ml konsantrasyondaki FK-16-Frenatin 2.1S hibrit peptiti ile 24 saat
muamele edildi. 21 giin siiren inkiibasyon sonrasi hiicreler PBS ile 3 kez yikanarak %100
metanolde 20 dakika fikse edildi. Fiksasyon islemi sonras1 PBS ile tekrar yikanan hiicreler %20
metanolde hazirlanan % 0.05 kristal viyole boya soliisyonu ile 30 dakika oda 1sisinda boyandi.
Fazla boya 5 kez PBS ile yikama islemi ile uzaklastirildi. Her kuyucuktaki 50 hiicreden fazla
sayida olan koloniler sayildi ve koloni olusturma verimliligi asagidaki formiiller kullanilarak

% olarak hesaplandi (Chen ve dig., 2015).

Koloni inhibisyonu orant: [1- (Deney grubundaki koloni sayisi/Kontrol grubundaki koloni
sayist) | X 100

% Koloni olusturma verimi: 1- Koloni inhibisyonu orani

3.9. SITOKIN SEVIYELERININ ENZIME BAGLI iIMMUNOSORBENT TESTI
(ELISA) ILE BELIRLENMESI

Enzim immiinolojik testlerden biri olan ELISA, antikor/antijen analizleri i¢in kullanilan yaygin
bir yontemdir. ELISA, proteine gii¢lii sekilde baglanmak i¢in kaplanmis 96 kuyucuklu pleyt
icinde polistiren plakalarda uygulanmaktadir. ELISA tespitinde kullanilan substratlardan biri
yabanturpu peroksidazdir. Peroksidazin substrati hidrojen peroksit olup mavi renk degisimiyle
gozlenmektedir. Dogrudan, dolayli, sandvig ve yarismali ELISA olarak dért tiirii bulunmaktadir

(Alhajj ve dig., 2023).

HepG2 hiicrelerine 24 saat boyunca 10, 20, 40 ve 80 pg/ml konsantrasyonlardaki FK-16-
Frenatin 2.1S peptiti uygulanmis ve bu hiicrelerin kiiltiir medyumuna salgiladiklar1 IL-1p, TNF-
a ve IL-8 seviyeleri insana spesifik sandvi¢ ELISA kitleri kullanilarak belirlenmistir. Bu amagla
Human IL-1 Beta/IL-1F2/IL1B ELISA Kit PicoKine® (Boster Bio, EK0392), TNF
Alpha/Tumor Necrosis Factor ELISA Kit PicoKine® (Boster Bio, EK0525) ve Human IL-
8/Interleukin-8/CXCL8 ELISA Kit PicoKine® (Boster Bio, EKO0413) ELISA Kkitleri

kullanilmustir.

Kullanilan kitlerin igerikleri su sekildedir:
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Insan IL-1pB antikoru kapli 96-kuyucuklu mikropleyt
Insan TNF-a antikoru kapli 96-kuyucuklu mikropleyt
Insan IL-8 antikoru kapli 96-kuyucuklu mikropleyt
Biyotin-konjuge insan IL-1p antikoru (100X)
Biyotin-konjuge insan TNF-a antikoru (100X)
Biyotin-konjuge insan IL-8 antikoru (100X)

Ornek sulandirma soliisyonu (30 ml)

Antikor sulandirma soliisyonu (12 ml)
Avidin-Biyotin-Peroksidaz Kompleksi (100X)
Avidin-Biyotin-Peroksidaz Sulandirma Soliisyonu (12 ml)
Renk Gelistirme Reaktifi (Tetrametil Benzidin, TMB) (10 ml)
Reaksiyon Durdurma Soliisyonu (10 ml)

Yikama Tamponu (25X, 20 ml)

4 adet pleyt ortiicii

Standart Soliisyonlarin Hazirlanmasi: Her kitin i¢inde bulunan 100 pl stok standart
soliisyonu 10 ng/ml olup bu soliisyonun iizerine 900 pl 6rnek sulandirma tamponu eklenerek
1000 pg/ml konsantrasyonunda standart 1 soliisyonu hazirlandi. Bu soliisyondan ependorf tiip
icine Ornek sulandirma tamponu kullanilarak seri diliisyonlar ile 500, 250, 125, 62,5, 31,25,
15,63 pg/ml konsantrasyonlarda standart ¢calisma soliisyonlar1 elde edildi. Blank olarak 6rnek
sulandirma tamponu kullanildu.

200 pl stok standart 100l 100pL 100k 100pL  100pL 100 L Blank (Omek sulandirma
tamponu)

Jogogogod

1000 500 250 125 62.5 31.25 15.625 0
pg/mL  pg/mL  pg/mL pg/mL  pg/mL  pg/mL pg/mL  pg/mL

solusyonu

Avidin-Biyotin-Peroksidaz Kompleks Soliisyonunun Hazirlanmasi: Her kitin iginde
bulunan 100X avidin-biyotin-peroksidaz Kompleksi avidin-biyotin-peroksidaz sulandirma

soliisyonu ile 1:100 oraninda sulandirilarak hazirlandi.

Yikama Tamponunun Hazirlanmasi: 25X yikama tamponu ultra saf su ile 1:25 oraninda

sulandirilarak yikama tamponu hazirlandi.
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Yontem: HepG2 hiicreleri her kuyucukta 1,5 milyon hiicre olacak sekilde 6 kuyucuklu
pleytlere ekildi ve ertesi giin hiicrelere 10, 20, 40 ve 80 ug/ml konsantrasyonda FK-16-Frenatin
2.1S uygulandi. Kontrol grubundaki kuyucuklara ise peptit icermeyen hiicre kiiltiir medyumu
uygulandi. 24 saat inkiibasyon sonrasi her kuyucuktaki medyum soliisyonu toplanarak hiicresel
kalintilarin uzaklastirilmasi amaci ile santrifiij edildi ve deney oncesine kadar -20°C’de
saklandi. Kit igerigindeki tiim reaktifler ve mikropleyt deney oncesi oda sicakliina getirildi.
Her bir kuyucuga 100 pl standart soliisyon veya hiicre kiiltiir medyumu eklendi. Blank olarak
kullanilan kuyucuklara sadece 100 ul 6rnek sulandirma tamponu eklendi. 90 dakika 37°C’de
inkiibasyon sonrasi kuyucuklardaki sivi uzaklastirildi ve yikama islemi yapilmadan
kuyucuklara hazirlanan 1X biyotin-konjuge antikor soliisyonundan 100’er pl eklendi. 60 dakika
37°C’de mikropleyt inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda her kuyucuk 3 kez 300 pl 1X
yikama tamponu ile yikandi ve kuyucuklara 100 pl 1X avidin-biyotin-peroksidaz kompleks
soliisyonu aktarildi. 30 dakika 37°C’de inkiibe edilen pleytler, baglanmayan komplekslerin
uzaklastirilmasi amaci ile yikama tamponuyla 5 kez yikandi. Son yikama sonrast her kuyucuga
90 ul renk gelistirme reaktifi (TMB) eklenerek 15 dakika karanlikta 37°C’de inkiibasyon
yapildi. Reaksiyon gelisimi mavi renkli iiriin olusumu ile gozlendi ve kuyucuklardaki reaksiyon
100 pl reaksiyon durdurma soliisyonu eklenerek durduruldu. Her kuyucuktaki optik yogunluk
450 nm dalga boyunda mikropleyt okuyucu (BioTek, ABD) kullanilarak ol¢iildii.

Hesaplama: IL-1B, TNF-a ve IL-8 standart ¢alisma ¢6zeltilerine gore ¢izilen standart grafikler
yardimiyla, her 6rnekte bulunan IL-1B, TNF-a ve IL-8 seviyeleri pg/ml olarak hesaplandi.

3.10. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Deney sonuglarindan elde edilen veriler ikili karsilagtirmalar i¢in ortalama =+ standart sapma,
¢oklu karsilagtirmalar igin ortalama + standart hata olarak sunulmustur. Deney gruplari
arasindaki istatistiksel farkliliklarin belirlenmesi igin ikili karsilastirmalar igin unpaired
Student-t testi, ¢oklu karsilastirmalar i¢in tek yonliit ANOVA testini takiben Tukey post hoc
testi uygulanmustir. Istatistiksel analiz ve grafiklerin cizilmesi i¢in GraphPad Prism 5.0
programi kullanilmistir. p<0,05 olan degerler istatistiksel anlamli olarak kabul edilmistir. 1Csg
degerlerinin  hesaplanmasinda Microsoft Excel programinda “Tahmin” fonksiyonu

kullanilmistir. |
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4. BULGULAR

4.1. HUCRE CANLILIK TESTINE AIiT BULGULARI

FK-16-Frenatin 2.1S hibrit peptidinin hiicre canlilig1 {izerindeki etkisi HUVEC ve
hepatoselliiler karsinoma hiicre soyu HepG2 hiicrelerinde arastirildi. Hiicre canlilig1 iizerine
hibrit peptitin etkisi 1-100 pg/ml konsantrasyon araliginda 6, 12 ve 24 saat siiresince belirlendi.
Normal hiicre soyu olarak calistigimiz HUVEC’lerde 12 saat boyunca uygulanan 40 ve 60
ug/ml FK-16-Frenatin 2.1S hibrit peptiti hiicre proliferasyonuna yol agmustir (**p<0,01).
Bununla birlikte 24 saat boyunca 20-100 pg/ml araligindaki tiim konsantrasyonlarda hiicre
canliliginda istatistiksel olarak anlamli bir azalma gozlenmistir ve bu azalma yaklasik %20
oranindadir (*p<0,05; **p<0,01) (Sekil 4.1). HUVEC lerde hiicre canlilig1 ii¢ farkl inkiibasyon

stireleri sonunda %350’ nin altina diismemistir.

HUVEC
150 Il 6 saat
1 12 saat
g, . [ 24 saat
S 100+
8 *k * ok * *k
o
S
T 501
X
0..
C A EFEETELLSFSLSSESS
S L P L LYY
AT 0T8T T S

FK16- Frenatin 2.1S

Sekil 4.1 : FK-16-Frenatin 2.1S peptidinin HUVEC’lerde hiicre canlilig1 iizerine etkisi. 6 saat i¢in %
hiicre canlilik degerleri Kontrol:100+9,1; 1 pg/ml peptit: 105,8+14,4; 2,5 pg/ml peptit: 91,5+4,7;
5 pg/ml peptit: 92,2+3.9; 10 pg/ml peptit: 97,8+18,2; 20 pg/ml peptit: 84,6+9,4; 40 pg/ml peptit:
100+14,6; 60 ng/ml peptit: 113+14,5; 80 pg/ml peptit: 113,1£3,7; 100 pg/ml peptit: 91,2+1,1. 12
saat i¢in % hiicre canlilik degerleri Kontrol:100+2,4; 1 pg/ml peptit: 98,5+3,6; 2,5 pg/ml peptit:
93,46+5,1; 5 ug/ml peptit: 100,1+4,2; 10 ug/ml peptit: 102,3+4,6; 20 ug/ml peptit: 107,1+3,9;
40 pg/ml peptit: 109,5+1,2; 60 pg/ml peptit: 110,8+3,2; 80 pg/ml peptit: 104,2+1,1; 100 pg/ml
peptit: 103,8+2,7. 24 saat i¢in % hiicre canlilik degerleri Kontrol:100+£6,8; 1 pg/ml peptit:
87,5£3,8; 2,5 pg/ml peptit: 102,148,1; 5 pg/ml peptit: 85,1+11,3; 10 pg/ml peptit: 107+18,2; 20
pug/ml peptit: 79,542,3; 40 png/ml peptit: 81,78+2,8; 60 pg/ml peptit: 80,62+1,2; 80 ug/ml peptit:
81,9£1,5; 100 pg/ml peptit: 80,27£2,3. *p<0,05; **p<0,01 Kontrole gdére anlamli derecede
farklilik.



58

Hepatoselliiler karsinoma HepG2 hiicre soyunda 6 saat inkiibasyon sonunda 20-100 pg/ml
araligindaki konsantrasyonlarin tiimiinde hiicre canliliginda istatistiksel olarak anlamli bir
gozlenmistir (**p<0,01; ***p<0,001). Benzer sekilde 12 saat inkiibasyon sonucu hiicre
canliliginda 20-100 pg/ml araligindaki konsantrasyonlarin tiimiinde hiicre canliliginda
istatistiksel olarak anlamli bir belirlenmistir (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). 2,5 ve 5 ug/ml
peptit konsantrasyonlar1 24 saat siire sonunda hiicre canliligini azaltirken (***p<0,001), 10
pg/ml  konsantrasyonda hiicre canliliginda istatistiksel olarak anlamli bir degisim
gozlenmemistir (p>0,05). 20-100 pg/ml araligindaki konsantrasyonlarin tiimiinde hiicre
canliliginda istatistiksel olarak anlamli bir belirlenmistir (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001)
(Sekil 4.2). 1Csp degerleri 6, 12 ve 24 saat i¢in sirastyla 62,24, 67,09 ve 70,28 pg/ml olarak

hesaplandi.
HepG2
150+
Bl 6 saat
D B 12 saat
E 100- O 24 saat
(&)
2
3
I 50-
2
0-

FK16- Frenatin 2.1S

Sekil 4.2 : FK-16-Frenatin 2.1S peptidinin HepG2 hiicrelerinde hiicre canlilig1 tizerine etkisi. 6 saat i¢in
% hiicre canlilik degerleri Kontrol:100+4,9; 1 pg/ml peptit: 94,6+4,4; 2,5 ug/ml peptit: 91,8+5,4;
5 ug/ml peptit: 95,6+7,4; 10 ug/ml peptit: 99,7+£11,7; 20 pg/ml peptit: 80,5+12,1; 40 ug/ml peptit:
52,245,6; 60 pg/ml peptit: 52,7+2,5; 80 pg/ml peptit: 28,7+3,9;100 pg/ml peptit: 11,9+2,2. 12
saat i¢in % hiicre canlilik degerleri Kontrol:100£7,1; 1 pg/ml peptit: 90,43+2; 2,5 pg/ml peptit:
103,6+4,7; 5 ug/ml peptit: 102,9+5,3; 10 pug/ml peptit: 100,7+2,5; 20 pg/ml peptit: 85,85+7,6;
40 pg/ml peptit: 63,07+14,12; 60 ng/ml peptit: 58,85+5,7; 80 ug/ml peptit: 33,88+3,3; 100 pg/ml
peptit: 12,32+2.5. 24 saat igin % hiicre canlilik degerleri Kontrol:100+3,6; 1 pg/ml peptit:
93,1+9,5; 2,5 ng/ml peptit: 75,4+1,3; 5 ug/ml peptit: 74,26+0,5; 10 pug/ml peptit: 96,5+£3,5; 20
pug/ml peptit: 73,4413,3; 40 pg/ml peptit: 62,96+8,8; 60 ug/ml peptit: 60,5+7,3; 80 ug/ml peptit:
40,148,9; 100 pg/ml peptit: 13,27+6,1. *p<0,05; **p<0,01 Kontrole gére anlamli derecede
farklilik.
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HepG2 hiicrelerinde hiicre canlilig1 {izerine pozitif kontrol olarak bir antineoplastik ilag olan 5-
Florourasil kullanilmistir. Bu ilacin hiicre canliligi itizerine etkisi 24. ve 48. saatlerde
arastirilmistir. 1-200 pg/ml konsantrasyonlarda uygulanan tiim dozlar 24. saatte hiicre
canliliginda istatistiksel olarak anlamli bir azalmaya yol agmistir ve 5 pg/ml
konsantrasyonlardan itibaren hiicre canliligindaki azalma daha anlamli olarak gergeklesmistir
(Sekil 4.1.3) (**p<0,01; ***p<0,001). Bununla birlikte uygulanan tiim dozlarda bu azalma %50
‘nin altinda gerceklesmemistir. 48. saat inkiibasyon sonunda 5-FU’nun tiim dozlari hiicre
canliliginda istatiksel olarak anlamli bir azalmaya yol a¢mustir ve 2,5 upg/ml
konsantrasyonlardan itibaren hiicre canliligindaki azalma daha anlamli olarak gergeklesmistir
(**p<0,01; ***p<0,001) (Sekil 4.1.3). Hiicre canliligi 25-200 pg/ml konsantrasyonlarda
%350’nin altinda daha anlamli olarak azalmistir (***p<0,001) (Sekil 4.3). 48 saat i¢in 1Csp
degeri 20,94 olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.3 : 5-Florourasil (5-FU) ‘in HepG2 hiicrelerinde hiicre canlilig1 iizerine etkisi. 24 saat i¢in %
hiicre canlilik degerleri: Kontrol:100+2,3; 1 pg/ml 5-FU: 69,87+£11,32; 2,5 pg/ml 5-FU:
60,5+12,1; 5 ug/ml 5-FU: 64,9+3,5; 10 pg/ml 5-FU: 63,3£2,3; 25 ug/ml 5-FU: 55,8+5,8; 50
pug/ml 5-FU: 52,8+7,5; 100 pg/ml 5-FU: 57,5£5,3; 200 pg/ml 5-FU: 50,41+5,3. 48 saat i¢in %
hiicre canlilik degerleri: Kontrol:100£10,6; 1 pg/ml 5-FU: 68,40£3,5; 2,5 pg/ml 5-FU: 55,6543 ,4;
5 ug/ml 5-FU: 61,7+3,2; 10 pg/ml 5-FU: 65,1+£10,4; 25 ug/ml 5-FU: 45,6+2,1; 50 pg/ml 5-FU:
44,4+3,7; 100 pg/ml 5-FU: 33,4+3,7; 200 pg/ml 5-FU: 34,9+1,6. **p<0,01; ***p<0,01 Kontrole
gore anlamli derecede farklilik.
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4.2. SITOTOKSISITE TESTINE AiT BULGULAR

FK-16-Frenatin 2.1S hibrit peptidinin HepG2 hiicrelerinde plazma membran biitiinliigiintin
bozulmas1 ve hiicrelerin nekrozla dlmesine iligkin olasi etkilerini arastirmak amaci ile peptit
maruziyeti sonrasi kiiltlir medyumundaki laktat dehidrogenaz enzim aktivitesi dl¢tilmiistiir. Bu
nedenle 24 saat siiresince 10, 20, 40 ve 80 pg/ml peptit uygulanmasini takiben hiicre
medyumlarina gecen LDH aktivitesi arastirildiginda kontrol grubuna kiyasla 10 ve 20 pg/ml
konsantrasyonda anlamli bir farklilik gozlenmezken, 40 pg/ml konsantrasyonda LDH
aktivitesinde hafif bir azalma (p<0,05) ve 80 ng/ml konsantrasyonda ise aktivitede daha fazla
bir azalma (p<0,01) belirlenmistir (Sekil 4.2). Triton X-100 uygulanan pozitif kontrol grubunda
medyuma gegen enzim aktivitesi en yiiksek olarak belirlenmistir (p<0,01) (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4 : FK-16-Frenatin 2.1S peptidinin HepG2 hiicrelerinde LDH salinimi {izerine etkisi. 24 saat
icin % LDH salinim degerleri: Kontrol:55,4+1,2; 10 ug/ml peptit: 54,8+5,2; 20 pg/ml peptit:
52,1£2,5; 40 ug/ml peptit: 51,8+0,3; 80 ug/ml peptit: 45,8+1,5; Pozitif kontrol: 100+11,8.
*p<0,05; **p<0,01 Kontrole gore anlamli derecede farklilik.
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4.3. FK-16-FRENATIN 2.1S PEPTITi iLE INDUKLENEN HUCRE OLUMUNUN
MORFOLOJIK VE AKRIDIN ORANJ/ETIiDYUM BROMUR iKiLi BOYAMA
YONTEMI iLE BELIRLENMESI

FK-16-Frenatin 2.1S hibrit peptiti ile indiikklenen HepG2 hiicrelerindeki morfolojik
degisiklikler farkli konsantrasyonlarda 24 saat peptit uygulamasini takiben hem 151k
mikroskobunda hem de hiicresel boyalar kullanilarak floresan mikroskopta analiz edildi.
HepG2 hiicreleri kontrol grubundaki morfolojilerini, artan hibrit peptit konsantrasyonuna
paralel olarak kaybederek hiicresel hacimleri azalmig olarak gozlenmistir ve olusturduklari
hiicresel gruplarinda azaldig1 gozlenmistir (Sekil 4.5). 100 pg/ml 5-FU uygulamas1 HepG2
hiicrelerinde hiicre seklinde hafif bir artisa neden olmustur. Otofojik hiicre 6liimiinii uyarmak
icin FBS icermeyen medyumda inkiibe edilen HepG2 hiicrelerinde kontrole kiyasla morfolojik
olarak belirgin bir farklilik gézlenmemistir (Sekil 4.5).

FK-16-Frenatin 2.1S hibrit peptiti ile indiiklenebilecek olas1 apoptotik ve nekrotik hiicre 6liimii
tipleri akridin oranj ve etidyum bromiir ikili boyama uygulamasi yapilarak arastirilmistir ve
apoptotik ve nekrotik hiicreler nukleus sekli ve boyanma 6zelligine gore ayirt edilmistir. HepG2
hiicrelerinde 10-80 pg/ml peptit uygulamasi fragmente olmus ve yesil olarak boyanan nukleus
sayisinda (erken apoptotik) artisa neden olmustur (Sekil 4.6). Nekrotik hiicrelere ait nukleuslar
kirmiz1 boyanan nukleuslar olarak ayirt edildi ve bu nukleuslarin sayisinda belirgin bir farklilik
gozlenmedi. Diger taraftan 5-FU (50 pg/ml) uygulamasi nekrotik nukleus sayisinda artisa yol
acmistir (Sekil 4.6). FBS igermeyen medyumda inkiibe edilen HepG2 hiicrelerinde kontrole
kiyasla morfolojik olarak belirgin bir farklilik g6zlenmemistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.5 : HepG2 hiicrelerinde FK-16-Frenatin 2.1S hibrit peptidinin 24 saat siiresince farkli
konsantrasyonlarda uygulanmasi sonrasi hiicrelerin 11k mikroskobu goriintiileri. Bar: 100pum.
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Canlt hiicre niikleusu: =
Erken apoptotik niikleus:
Geg apoptotik niikleus: ==

Nekrotik niikleus:

Sekil 4.6 : FK-16-Frenatin 2.1S hibrit peptidinin farkli konsantrasyonlar1, 100 pg/ml 5-FU uygulamasi
ve FBS eksikligine 24 saat siiresince maruz kalan hiicrelerin akridin oranj-etidyum bromiir ile
boyanmasini takiben elde edilen goriintiileri. A) Kontrol grubu; B) 10 png/ml FK-16-Frenatin 2.1S
uygulanan hiicreler; C) 20 pg/ml FK-16-Frenatin 2.1S uygulanan hiicreler; D) 40 pg/ml FK-16-
Frenatin 2.1S uygulanan hiicreler; E) 80 pg/ml FK-16-Frenatin 2.1S uygulanan hiicreler; F) 100
ug/ml 5-FU uygulanan hiicreler; G) FBS igeremeyen medyumda inkiibe edilen hiicreler.



64

44. MONODANSILKADEVERIN IiLE OTOFAJIK  VAKUOLLERIN
BELIRLENMESINE iLISKiN BULGULAR

Otofojik hiicre 6liimiiniin bir belirteci olan otofajik vakuollerin olas1 varligini arastirmak igin
HepG2 hiicreleri 24 saat farkli konsantrasyonlarda FK-16-Frenatin 2.1S peptiti ile inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonunda yapilan MDC boyamasini takiben hiicrelerdeki otofajik vakuoller
floresan mikroskopta gozlenerek fotograflandi. Artan peptit konsantrasyonuna paralel olarak
hiicre i¢inde otofajik vakuollerin kontrol grubu hiicrelerdekine kiyasla arttig1 ve bu artisin en
belirgin olarak 40 ve 80 pg/ml konsantrasyonlarda oldugu gozlenmistir (Sekil 4.7A-E). 100
pug/ml 5-FU uygulamasi ve FBS yoklugunda otofajik vakuol sayisinda kontrole kiyasla bir
farklilk gozlenmemistir (Sekil 4.7F ve G). MDC’nin farkli konsantrasyonlarda peptit
uygulandigi gruplarda ortalama floresan yogunlugu dlgiildiigiinde, kontrol grubuna kiyasla 10
ng/ml peptit uygulanan hiicrelerde MDC floresan yogunlugunda anlamli bir fark gézlenmedi
(p>0,05) (Sekil 4.7H). MDC floresan yogunlugu 20 pg/ml FK-16-Frenatin 2.1S uygulamasi ile
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artarken (*p<0,05); 40 ve 80 pg/ml peptit uygulamasi ile
daha fazla artmistir ve bu artis istatistiksel olarak daha anlamlidir (***p<0,001) (Sekil 4.7H).
5-FU uygulamast ve FBS yoklugunda MDC floresan yogunlugunda kontrole kiyasla
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmemistir (p>0,05) (Sekil 4.7H).
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Sekil 4.7 : A-G: HepG2 hiicrelerinin, 24 saat FK-16-Frenatin 2.1S hibrit peptidinin farklh
konsantrasyonlarma, 100 pg/ml 5-FU uygulamasina ve FBS eksikligine maruz birakildiktan sonra
uygulanan MDC boyast ile elde edilen goriintiileri. A) Kontrol grubu; B) 10 pg/ml FK-16-
Frenatin 2.1S uygulanan hiicreler; C) 20 pg/ml FK-16-Frenatin 2.1S uygulanan hiicreler; D) 40
ng/ml FK-16-Frenatin 2.1S uygulanan hiicreler; E) 80 pg/ml FK-16-Frenatin 2.1S uygulanan
hiicreler; F) 100 pg/ml 5-FU uygulanan hiicreler; G) FBS i¢ceremeyen medyumda inkiibe edilen
hiicreler. H) NIS Elements yazilim programu ile farkli maruziyet kosullarinda MDC floresan
yogunlugu: Kontrol: 19,64+6,4; 10 ng/ml peptit: 21,5 £2,7; 20 pg/ml peptit: 26,5+3,2; 40 ng/ml
peptit: 38,9,1+£2.3; 80 ug/ml peptit: 34,5+4,6; 100 pg/ml 5-FU: 21,7+0,4; FBS (-):21,4+1,7.
*p<0,05, ***p<0,001 Kontrole gére anlaml derecede farklilik.
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4.5. ANNEKSIN V/FITC-PI AKIM SITOMETRISINE ILISKIN BULGULAR

FK-16-Frenatin 2.1S hibrit peptitinin HepG2 hiicrelerinde indiikledigi hiicre 6liimiiniin apoptoz
ile iliskisi, Anneksin V-FITC ile membran asimetrisini kaybetmis hiicrelerin akim sitometri
cihazinda saptanmasi yolu ile arastirildi. Analizde ayrica nekrotik hiicreleri tanimlamak i¢in PI
boyasi ile hiicreler boyandi. Her iki boya negatif hiicreler canli, sadece AnnexinV-FITC pozitif
olan hiicreler erken apoptotik, hem AnnexinV-FITC hem de PI hiicreler ge¢ apoptotik ve sadece

PI pozitif hiicreler nekrotik olarak kabul edilmektedir.

Farkli konsantrasyonlarda peptit uygulanan hiicrelerde kontrol grubuna kiyasla canli hiicre
sayisinda anlaml bir degisim gozlenmemistir (p>0,05) (Sekil 4.8). Pozitif kontrol olarak
olusturulan 5-FU (100 pg/ml) uygulanan grup canli hiicre sayisini anlamli olarak azaltmistir
(**p<0,01) (Sekil 4.8). FBS yoklugunda hiicrelerin canliliginda anlamli bir azalma
gozlenmemistir ((p>0,05) (Sekil 4.8).

Erken apoptotik hiicrelerin sayis1 peptit uygulanmayan kontrol grubuna kiyasla 10, 40 ve 80
ug/ml peptit konsantrasyonlarinda daha fazla (***p<0,001), 20 pg/ml peptit uygulanan
hiicrelerde ise daha az olarak anlamli artis géstermistir (*p<0,05) (Sekil 4.8). 5-FU ve FBS
yoklugu erken apoptotik hiicre sayisinda anlamli bir degisime yol agmamistir (p>0,05) (Sekil
4.8).

Tiim deneysel kosullarda ge¢ apoptotik hiicre sayisinda anlamli bir degisim gozlenmemistir
(p>0,05) (Sekil 4.8). Nekrotik hiicre oliimiinii gosteren PI pozitif hiicreler kontrol grubuna
kiyasla sadece 5-FU uygulanan grupta anlamli bir artig géstermistir (*p<0,05) (Sekil 4.8). Farkli
konsantrasyonlardaki FK-16-Frenatin 2.1S peptiti ve FBS yoklugu nekrotik hiicre sayisinda
anlamli bir degisime yol agmamustir (p>0,05) (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8 : FK-16-Frenatin 2.1S peptitinin farkli konsantrasyonlar: ile 100 pg/ml 5-FU ile FBS
yoklugunun HepG2 hiicrelerinde apoptotik 6liim {izerine etkisinin Anneksin V/FITC-PI metodu
ile degerlendirilmesi. A) Farkli kosullarda 24 saat maruziyet sonrasi elde edilen histogramlar. B)
Canli, erken apoptotik, ge¢ apoptotik ve nekrotik hiicrelerin yiizde degerlerine ait grafikler. Canli
hiicreler i¢in yiizde degerler: Kontrol: 79£3,5; 10 pg/ml peptit: 79,7 +2,7; 20 pg/ml peptit:
68,1+5,9; 40 pug/ml peptit: 81,5+0,4; 80 ug/ml peptit: 78,3+0,3; 100 ug/ml 5-FU: 55,9+4,7; FBS
(-): 78,8+2,3. Erken apoptotik hiicreler igin yiizde degerler: Kontrol: 0,7+0,6; 10 ug/ml peptit: 4
+0,2; 20 pg/ml peptit: 5,7+0,01; 40 ug/ml peptit: 2,1+0,5; 80 ug/ml peptit: 5,1+0,08; 100 pg/ml
5-FU: 1,5+0,2; FBS (-): 1,2+0,03. Geg apoptotik hiicreler i¢in yiizde degerler: Kontrol: 14,7+5,6;
10 pg/ml peptit: 13,4 £1,5; 20 pg/ml peptit: 18,7+1,8; 40 pg/ml peptit: 10,5+3,2; 80 png/ml peptit:
12,04+£1,8; 100 ug/ml 5-FU: 14,8+0,7; FBS (-): 14,7+0,9. Nekrotik hiicreler i¢in yilizde degerler:
Kontrol: 5,5+1,6; 10 ug/ml peptit: 2,9 £1,1; 20 ug/ml peptit: 7,5+4,1; 40 ug/ml peptit: 5,8+3,3;
80 pg/ml peptit: 4,5£1,6; 100 pg/ml 5-FU: 27,7+£5,2; FBS (-): 5,3£1,5. *p<0,05 Kontrole gore
anlamli derecede farklilik. **p<0,01 Kontrole gére anlamli derecede farklilik. *p<0,05 Kontrole
gore anlamli derecede farklilik. *p<0,05, ***p<0,001 Kontrole gore anlaml1 derecede farklilik.
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4.6. HUCRE ICI REAKTIF OKSIJEN TURLERININ (ROS) SEVIYELERINE AIT
BULGULAR

FK-16-Frenatin 2.1S hibrit peptitinin HepG2 hiicrelerinde ROS seviyelerindeki olas1 etkileri
hiicre 6limi ile iligkili olarak caligilmistir. 24 saat stiresince 10, 20, 40 ve 80 pg/ml peptit
uygulanmasini takiben hiicre i¢i reaktif oksijen tiirlerinin seviyesi bir ROS belirteci olan
DCFH-DA kullanilarak 6lgiildii. 10 pg/ml konsantrasyon hari¢, uygulanan tiim peptit
konsantrasyonlar1 kontrol grubuna oranla anlamli olarak ROS seviyelerinde artisa yol agmistir
(*p<0,05). Pozitif kontrol olarak bir grup HepG2 hiicresine 24 saat boyunca 100 uM H>O>
uygulanmis olup, bu grupta ROS seviyelerinde kontrol grubuna kiyasla anlamli bir artis

gozlenmistir (*p<0,05) (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9 : FK-16-Frenatin 2.1S peptitinin HepG2 hiicrelerinde hiicre i¢i reaktif oksijen seviyeleri
tizerine etkisi. 24 saat i¢in kontrole gore normalize edilen degerler: Kontrol: 1+£0,23; 10 pg/ml
peptit: 1,58 +0,3; 20 pg/ml peptit: 1,85+0,43; 40 pg/ml peptit: 1,61+0,25; 80 pg/ml peptit:
1,88,8+0,26; Pozitif kontrol: 1,9+0. *p<0,05 Kontrole goére anlamli derecede farklilik.
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4.7. YARA KAPANMA (MiGRASYON) DENEYINE AiT BULGULAR

FK-16-Frenatin 2.1S hibrit peptidinin HepG2 hiicrelerinde hiicre hareketliligi iizerindeki
etkileri arastirmak icin hiicre ¢ogalmasina etki etmeyen 10ug/ml konsantrasyonu HepG2
hiicrelerine 24 ve 48 saat boyunca uygulanmigtir. Hem 24 hem de 48 saat inkiibasyon
sonucunda deney gruplarinda gerceklesen kapanma, peptidin uygulanmadigi kontrol grubuna
kiyasla daha az gozlendi (Sekil 4.10A) ve kapanma yiizde olarak hesaplanarak istatistiksel
olarak anlamli bir azalmanin oldugu belirlendi (**p<0,01; ***p<0,001) (Sekil 4.10B).
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Sekil 4.10 : FK-16-Frenatin 2.1S peptitinin HepG?2 hiicrelerinde hiicre hareketliliginin yara kapanma
testi ile belirlenmesi. A) HepG2 hiicrelerinde yara iyilesmesinin 0., 24. ve 48. saatteki mikroskop
gortintiileri (4X buyiitme). B) FK-16-Frenatin 2.1S peptitinin HepG2 hiicrelerinde yara
kapanmasina iliskin grafigi. 10 pg/ml FK-16-Frenatin 2.1S peptitinin 24. ve 48. saat uygulamasi
sonucu elde edilen sonuglar: 24 saat i¢in Kontrol:10,34£1,7; 10 pug/ml:7,06£1,5. 48 saat igin:
Kontrol:19,06+1,9; 10 pg/ml:9,8+1,9. **p<0,01; ***p<0,001 Kontrole gore anlamh derecede
farklilik.



70

4.8. KOLONi OLUSTURMA VERIMLILGINE AiT BULGULAR

Tek bir hiicreden koloni olusturma tizerine FK-16-Freantin 2.1S’in olas1 inhibit6r etkilerini
aragtirmak i¢in 10, 40 ve 80 ug/ml konsantrasyonlarda peptite 24 saat maruz birakilan hiicreler
21 giin boyunca inkiibe edildi ve olusturduklar1 koloniler sayildi. 50 hiicreden fazla sayida
hiicreden olusan koloni sayisinda doza baglh olarak istatistiksel olarak anlamli bir azalma
gozlendi ve bu azalma 10 pg/ml konsantrasyonda daha az olmakla birlikte 40 pg/ml
konsantrasyonda daha belirgin olarak gézlendi (*p<0,05; **p<0,01) (Sekil 4.11). 80 ug/ml

konsantrasyonda koloni olusumu gézlenmemistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11 : HepG?2 hiicrelerinde FK-16-Frenatin 2.1S’in koloni olugturma yetenegi lizerine etkileri. A)
HepG?2 hiicrelerine 24 saat uygulanan 10, 40 ve 80 pg/ml konsantrasyondaki FK-16-Frenatin
2.1S’in koloni olusturma yetenegi bulgusu. B) Her kuyucuktaki koloni sayimi ile hesaplanan %
koloni olusturma verimi. Kontrol: 100£33,3 10 pg/ml peptit: 35,2 £3,2; 40 pg/ml peptit: 5,5£5,5;
80 ug/ml peptit: 0. *p<0,05 ve **p<0,01 Kontrole gore anlaml1 derecede farklilik.
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4.9. FK-16-FRENATIN 2.1S’IN VE 5-FU’'NUN HUCRE CANLILIGI UZERINE
SINERJISTIK ETKILERINE AiT BULGULAR

FK-16-Frenatin 2.1S’in antikanser ilaglar ile olas1 sinerjistik etkilerini arastirmak amaci ile
diisik konsantrasyonlardaki FK-16-Frenatin  2.1S, yine disiikk konsantrasyonlarda
antineoplastik bir ilag olan 5-FU ile hiicrelere uygulanmistir. Bu uygulamalar sonucu elde
edilen hiicre canliligindaki azalma ayni konsantrasyondaki tek basina 5-FU uygulanan grup ile

kiyaslanmistir.

HepG2 hiicrelerinde FK-16-Frenatin 2.1S’in  1-10 pg/ml konsantrasyonlarda 48 saat
uygulamasi kontrol hiicrelerine kiyasla hiicre canliligini anlamli olarak azalmigtir (**p<0,01;
***p<0,001) (Sekil 4.12). Bu azalma peptitin en diisiik dozlar1 olan 1 ve 2.5 pg/ml daha fazla
gozlenirken; 5 ve 10 pg/ml dozlarinda daha az oranda gerceklesmistir (**p<0,01; ***p<0,001)
Sekil 4.12) 48 saat uygulanan diisiik konsantrasyonlardaki 5-FU benzer sekilde hiicre
canliliginda istatistiksel olarak anlamli bir azalmaya yol agmistir (p<0,001) (Sekil 4.12).
Bununla birlikte her iki molekiiliin diisiik konsantrasyonlarinda yalniz uygulanmasi hiicre

canliliginda %50’nin altinda bir azalmaya yol agmamuistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12 : HepG2 hiicrelerinde diisik konsantrasyonda 48 saat uygulanan 1-10 upg/ml
konsantrasyonlardaki FK-16-Frenatin 2.1S hibrit peptitinin ve 5-FU’nun hiicre canliligina etkisi.
FK-16-Frenatin 2.18S i¢in 48 saat sonunda elde edilen hiicre canlilik degerleri: Kontrol: 100+4,2;
1 ug/ml peptit: 70,96+4,2; 2,5 pug/ml peptit: 75,65+3,4; 5 ug/ml peptit: 82,74+8,9; 10 pg/ml
peptit: 85,7+3,4. 5-FU i¢in 48 saat sonunda elde edilen hiicre canlilik degerleri: 1 pg/ml peptit:
68,4+3,5; 2,5 pg/ml peptit: 55,65+£3,4; 5 pg/ml peptit: 61,71+3,2; 10 pg/ml peptit: 65,1+10,4.
**p<0,01 ve ***p<0,001 Kontrol grubuna gore anlamli derecede farklilik.
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48 saat 1 pg/ml 5-FU ile 1-10 pg/ml dozlarinda FK-16-Frenatin 2.1S uygulanmasi, tek basina
I pg/ml 5-FU uygulamasina kiyasla hiicre canliliginda anlamli bir azalmaya yol agmamaistir
(p>0,05) (Sekil 4.13). 2,5 ug/ml 5-FU ile 1-10 pg/ml dozlarinda FK-16-Frenatin 2.1S
uygulanmasi ise tek basina 2,5 pg/ml 5-FU uygulamasina kiyasla hiicre canliliginda anlamli bir

artisa yol agmistir (¥p<0,05; # p<0,01) (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13 : HepG2 hiicrelerinde 1 ve 2.5 pg/ml konsantrasyonda 48 saat uygulanan 5-FU’nun ve 1-10
pg/ml konsantrasyonlardaki FK-16-Frenatin 2.1S hibrit peptitinin birlikte uygulanmasinin hiicre
canliligina etkisi. Hiicre canlilik degerleri Kontrol: 100+4,2; 1 ug/ml 5-FU: 68,443,4; 1 ug/ml 5-
FU+1 pg/ml FK-16-Frenatin 2.1S: 72,9+1,9; 1 ug/ml 5-FU+2,5 pg/ml FK-16-Frenatin 2.1S:
77,8£5,2; 1 pg/ml 5-FU+5 pg/ml FK-16-Frenatin 2.1S: 74,5+4; 1 pg/ml 5-FU+10 pg/ml FK-16-
Frenatin 2.1S: 70,4+1,6; 2,5 ug/ml 5-FU: 55,6+3,4; 2,5 pg/ml 5-FU+1 pg/ml FK-16-Frenatin
2.1S: 74,8+4,1; 2,5 pg/ml 5-FU+2,5 pg/ml FK-16-Frenatin 2.1S: 76,2+3.5; 2,5 pg/ml 5-FU+5
pg/ml FK-16-Frenatin 2.1S: 72,3£1,3; 2,5 pg/ml 5-FU+10 pg/ml FK-16-Frenatin 2.1S: 66,6+4.
*#%n<(,001 Kontrol grubuna gore; *p<0,05 ve #p<0,01 2,5 pg/ml 5-FU uygulanan grubu gore.

FK-16-Frenatin 2.1S’in 1, 5 ve 10 pg/ml konsantrasyonlarinin 5 pg/ml 5-FU ile verilmesi, tek
basina 5 pg/ml 5-FU verilen gruba kiyasla hiicre canlilifinda bir degisime yol agmamistir
(p>0,05) (Sekil 4.14). 2,5 ng/ml peptit konsantrasyonunun 5-FU ile verilmesi, 5 pg/ml 5-FU
verilen grupla karsilagtirildiginda hiicre canliliginda artisa yol agmustir (Yp<0,05) (Sekil 4.14).
10 ug/ml 5-FU ile 1, 2,5 ve 5 pg/ml FK-16-Frenatin 2.1S peptitinin beraber uygulanmasi ise
ayn1 konsantrasyonda tek basina 5-FU uygulanan hiicrelere kiyasla hiicre canliliginda anlaml

bir azalmaya yol agmamuistir (p>0,05). (Sekil 4.14). Sadece 10 pg/ml 5-FU ile birlikte verilen
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10 pg/ml peptit hiicre canliligini anlaml bir sekilde azalmaya yol agmistir ve bu azalma %

50’nin altinda gergeklesmistir (*p<0,05) (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14 : HepG?2 hiicrelerinde 5 ve 10 pg/ml konsantrasyonda 48 saat uygulanan 5-FU’nun ve 1-10
pg/ml konsantrasyonlardaki FK-16-Frenatin 2.1S hibrit peptitinin birlikte uygulanmasinin hiicre
canliligina etkisi. Hiicre canlilik degerleri Kontrol: 100+4,2; 5 ug/ml 5-FU: 61,743,2; 5 ug/ml 5-
FU+1 pg/ml FK-16-Frenatin 2.1S: 53,7+6,7; 5 pg/ml 5-FU+2,5 pg/ml FK-16-Frenatin 2.1S:
71,6£2,8; 5 ng/ml 5-FU+5 pg/ml FK-16-Frenatin 2.1S: 68,1£5,7; 5 pg/ml 5-FU+10 pg/ml FK-
16-Frenatin 2.1S: 68+5,5; 10 ug/ml 5-FU: 69,5+6,7; 10 ug/ml 5-FU+1 ug/ml FK-16-Frenatin
2.1S: 66,6+2,8; 10 ug/ml 5-FU+2,5 ug/ml FK-16-Frenatin 2.1S: 71,345,8; 10 pg/ml 5-FU+5
pg/ml FK-16-Frenatin 2.1S: 58,4+2.7; 10 pg/ml 5-FU+10 pg/ml FK-16-Frenatin 2.1S: 48+0,3.
#4%p<(,001 Kontrol grubuna gore; ¥Yp<0,05 5 pg/ml 5-FU uygulanan grubu gére; *p<0,05 10
pg/ml 5-FU uygulanan grubu gore.
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4.10. SITOKIN SEVIYELERINE AiT BULGULAR

HepG2 hiicrelerinde FK-16-Frenatin 2.1S’in 10 ve 20 pg/ml konsantrasyonlarinin 24 saat
uygulanmasi hiicreler tarafindan salgilanan IL-1f seviyelerinde artigsa yol agmistir. Ancak bu
artig istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05) (Sekil 4.15A). 40 ve 80 pg/ml
konsantrasyonlar1 ise kontrol grubuna kiyasla IL-1f seviyelerinde istatistiksel olarak anlaml

bir artisa yol agmustir (*p<0,05) (Sekil 4.15A).

24 saat uygulanan tiim peptit konsantrasyonlari doza paralel olarak hiicre kiiltiir
stipernatantindaki TNF-a seviyelerini arttirmistir. Bu artis 40 pg/ml konsantrasyonunda az
anlamli (*p<0,05); 10 ve 80 png/ml konsantrasyonlarinda orta derecede anlamli (**p<0,01); 20
pg/ml konsantrasyonunda daha fazla anlamli olarak (***p<0,001) olarak gerceklesmistir (Sekil
4.15B).

FK-16-Frenatin 2.1S peptidinin 10, 20 ve 40 ug/ml konsantrasyonlar1 hiicreler tarafindan
salgilanan IL-8 seviyelerinde anlamli bir degisiklige yol agmamistir (p>0,05) (Sekil 4.15C). 80
pg/ml peptit maruziyeti ise kontrol grubuna kiyasla IL-8 seviyesini istatistiksel olarak anlamli

sekilde arttirmistir (**p<0,01) (Sekil 4.15C).
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Sekil 4.15 : ELISA yontemi ile hiicre kiiltir medyumunda 6Slgiilen IL-1B, TNF-a ve IL-8 seviyeleri. A)
IL-1p seviyeleri (pg/ml) Kontrol: 42,2+6,7; 10 ug/ml peptit: 49,9+0,9; 20 ug/ml peptit: 51,7+2,8;
40 pg/ml peptit: 54+0,6; 80 pg/ml peptit: 67,4=1,3. B) TNF-a seviyeleri (pg/ml) Kontrol:
269,1£3,03; 10 pg/ml peptit: 281,243,03; 20 pg/ml peptit: 420,643,03; 40 pg/ml peptit:
525,2+128,8; 80 ug/ml peptit: 794,9+110,6. C) IL-8 seviyeleri (pg/ml) Kontrol: 1182+33,2; 10
pg/ml peptit: 1149+£72,1; 20 pg/ml peptit: 1259+56,1; 40 pg/ml peptit: 1208+35,5; 80 ug/ml
peptit: 1444+53,6. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 Kontrole gore anlamh derecede farklilik.
*p<0,05 Kontrole gore anlamli derecede farklilik.
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5. TARTISMA VE SONUC

Hepatoseliiler karsinoma, c¢esitli patojenler ve inflamasyonla birlikte kronik karaciger
hastaliklarindan tiireyerek malign bir primer karaciger kanseridir. Diinyada kanserlerden
Oliimlerdeki siralamasi gittikce yiikselmekte iken HCC tedavi ¢alismalar1 yeni teknolojilerle
birlikte devam etmektedir (Zucman-Rossi ve dig., 2015). Hepatokarsinogenez, genetik ve
epigenetik degisikliklerle, onkogenlerin aktivasyonu ve tiimoér baskilayici genlerin
inaktivasyonuyla baslayan coklu sinyal yolaklarmin diizensizligiyle ilerleyen karmasik bir
siire¢ olmaktadir. Bu karmasik siireci tanimlayan mekanizmalar hala anlasilmaya devam
ederken terapotik stratejiler iizerine yogunlasilmaktadir (Tsai ve Chung, 2010). Diinyadaki
HCC vakalarinin birgogu viral enfeksiyonlarla desteklendiginden kot prognozla iligkilidir
(Asafo-Agyei ve Samant, 2023). Tedavinin daha zor oldugu ileri evre kétii prognozda HCC
teshisi daha fazla olmaktadir (Schneller ve Angel, 2019). Karaciger hali hazirda tiimor
gelisimini engellemek i¢in baskilayict immiin yanit indiikleyebilen antijenlere sahiptir. Bu
nedenle kanser hiicreleri tarafindan bastirilan immiin yanitlar1 aktiflestirici antikanser
ozellikleri olan c¢alismalar yapilmaktadir (Fu ve dig., 2019). Kontrollii gerceklesen
programlanmis hiicre 6liimlerinden olan apoptoz, nekroz ve otofajiyi kanser hiicrelerinde
aragtirarak spesifik hiicre 6liimii hedefli ila¢ yaklasimlari s6z konusudur (Galluzzi ve dig.,

2018).

Antimikrobiyal peptitler 5-40 amino asitten olusan kiigiik ve katyonik (nétr pH’da net yiik (+2)
ve (+9) aras1) peptitler olup, patojen mikroorganizmalara kars1 etkili molekiillerdir. Dogal
immiin sistemin bir unsuru olan bu peptitler bakterilerden memelilere kadar pek ¢ok organizma
tarafindan dretilmektedirler (Tornessollo ve dig., 2020). Son yillarda antimikrobiyal
aktivitelerinin yani sira antikanser aktiviyete de sahip olduklari da gozlenmektedir. Bu
etkilesimde kanser hiicre membranindaki negatif yiik ve katyonik 6zellikteki peptit arasindaki
elektrostatik etkilesim onem tasimaktadir. Kanser hiicrelerinin membranin dis tarafinda daha
fazla fosfotidilserine sahip olmasi, tekrarlanmis O-glikozilasyonlu bdlgeleri iceren
glikoproteinlerin ¢ok fazla eksprese olmasi ve gangliozid, heparan siilfat gibi diger anyonik
molekiillerin fazla miktarda bulunmasi kanser hiicre yilizeyinin negatif yiiklii olmasina katki
saglamaktadir (Baxter ve dig., 2017; Groux-Degroote ve dig., 2017; Vicente ve dig., 2018).
Normal hiicre membranlarinin zwitter iyonik yapisi antimikrobiyal peptitlerin kanser

hiicrelerine kars1 secgici aktivite gostermesini saglamaktadir. Bununla birlikte elektrostatik
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etkilesim disinda membranin akiskanligi, kanser hiicrelerinde artan yiizey alan1 ve
transmembran potansiyel bu segicilige katkida bulunmaktadir (Patrzykat ve dig., 2002). Bu
nedenle kanser hiicreleri ile hizli ¢ogalan normal hiicrelerde de etkili olan geleneksel
kemoterapinin aksine, kanser hiicrelerine karsi etkili antimikrobiyal peptitler hiicresel
membranlar1 hedef alarak herhangi bir diren¢ gelisimi olmaksizin etki etmektedir (Hilchie ve
dig., 2012). Bununla birlikte antikanser aktiviteli baz1 antimikrobiyal peptitler, bakteri ve
kanser hiicrelerinin yani sira normal hiicrelere de etki gosterebilmektedir (Sancar ve dig., 2023)
Antimikrobiyal peptitler bu bakimdan bakteri, kanser hiicreleri ve normal hiicrelere sitotoksik
olanlar ile bakteri ve kanser hiicrelerine etkili olup normal hiicreler iizerinde etkili olmayanlar
olarak iki gruba ayrilir (Hoskin ve Ramamoorthy, 2008). Son yillarda artan bir ilgiyle hibrit
peptitler, iki veya daha fazla farkli peptitin ¢esitli biyolojik yontemlerle birlestirilip daha etkili
yeni biyolojik aktiviteyi hedefleyen terapétik stratejiler tizerine ¢alisilmaktadir. Calismamizda
iki farkli peptidin bir araya gelmesi ile olusan bir hibrit peptidin antikanser aktivitesini
hepatoselliiler karsinoma hiicre hattinda arastirdik. Uyguladigimiz tiim konsantrasyon (1-100
ug/ml) ve farkli inkiibasyon periyotlarinda (6, 12 ve 24 saat) hiicre canliliginda, HUVEC’lerde
kontrol hiicrelere kiyasla %50°nin altinda bir azalma belirlemedik. En diisiik hiicre canliligini,
20-100 pg/ml peptit uygulamasini takiben 24 saat inkiibasyon sonrasi yaklasik %80 olarak
belirledik. Diger taraftan HepG2’lerde yiiksek dozlardan itibaren tiim inkiibasyon siirelerinde
hiicre canliliginda %50’nin altinda azalmalar oldugunu gozlemledik ve ICso degerlerini 6, 12
ve 24 saat inkiibasyon siireleri i¢in sirasi ile 62,24, 67,09 ve 70,28 olarak hesapladik. Bu
bakimdan sonuglarimiz hibrit peptidin normal hiicrelere daha az toksik etkili oldugunu
gostermektedir. FK-16-Frenatin 2.1S peptidin ilk 16 amino asitli kismin1 olusturan FK-16
peptiti normol kolon epitel hiicrelerinde hiicre canliliginda hafif bir azalmaya yol acarken,
kolon kanser hiicre hatlarinda hiicre canliligini1 daha fazla azaltmistir (Ren ve dig., 2013). Hibrit
peptidin 12 amino asitlik son pargasi olan Frenatin 2.1S ‘in benzer sekilde eritrositlerdeki 1Cso
degerinin akciger adenokarsinom hiicre soyu olan A549 hiicrelerine kiyasla ¢ok daha yiiksek
oldugu da gozlenmistir (Conlon ve dig., 2014). Bu sonuglar hibrit peptidimizin kendisini
olusturan peptitlere benzer sekilde kanser hiicre membranimna daha etkili oldugunu
gostermektedir. Bununla birlikte peptitlerin HepG2 hiicrelerinde tek baslarina olan
etkinliklerinin kiyaslanmas1 da gerekmektedir. Literatiirde AMP’lerden kekropin A (CA) NH2
ucundaki a-sarmal kismi ile melittin (ME) veya magainin 2'nin (MA) NH2 ucundaki a-sarmal

hidrofobik bolgesiyle birlestirilerek olusturulan hibrit peptitlerin (CA-ME ve CA-MA) kiiciik
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hiicreli akciger kanserine karsi sitotoksisite sergiledigi belirlenmistir (Shin ve dig., 1997).
Baska bir hibrit peptit olan P18, CA-MA hibrit peptiti iizerinden tasarlanmis ve I6semi kanser
tiirleri tizerinde arastirilarak kanser hiicrelerine segici sitotoksite gosterdigi anlasiimistir (Shin
ve dig., 2001). Normal hiicrelere kars1 toksik etkisinin daha az olusuyla hibrit ACP antikanser

terapotik stratejiler icin 6nemli bir potansiyele sahip olduklar1 goriilmektedir.

Kanser hiicrelerine karsi etkili olan antimikrobiyal peptitler etki sekillerine gore farklilik
gosterebilmektedir. Bazi antimikrobiyal peptitler kanser hiicrelerinde membranolitik etkiler
gostererek nekrotik hiicre 6liimiine yol agabilmektedir. Diger bazi antimikrobiyal peptitler
hiicre icindeki hedeflerine ulasarak apoptozu baslatabilir veya otofajik hiicre Sliimiine yol
acabilmektedir. Kanser hiicre membranlarina yukarida agiklanan sebepler ile baglanan
antimikrobiyal peptitler, kendi hidrofobik kisimlarini membranin hidrofobik kisimlarina
yerlestirerek membrana demirledikleri diistiniilmektedir (Hilchie ve Hoskin, 2010). Bundan
sonraki agsama membranda por olusturma ve hiicre lizisi veya dolayl olarak hiicre membranina
zarar vermeden sitoplazmada kaspaz bagimli ya da bagimsiz olarak apoptozu baslatmaktir
(Hilchie ve dig., 2019). Okaryotik membranlarin kompleks yapisi sebebi ile antimikrobiyal
peptitlerin kanser hiicre membranlarina olan etkisini tahmin etmek zordur. Peptit
konsantrasyonu, membranin lipid yapis1 ve yiikii farkli etkilerin ortaya ¢ikmasma yol
acabilmektedir ve bu durum ayni peptidin farkli kanser hiicrelerinde farkli etki mekanizmasina
sahip olmasina yol acabilmektedir. Ormegin sigir laktoferrisin peptiti ndroblastoma
hiicrelerinde hiicre lizisine yol agarken (Eliassen ve dig., 2006); ayn1 peptidin lenfoma, 16semi
ve meme kanser hiicre soylarinda apoptozu indiikledigi gozlenmistir (Mader ve dig., 2007;
Furlong ve dig., 2006; 2010). Bununla birlikte bazi antimikrobiyal peptitlerin kanser
hiicrelerinde otofajik hiicre 6liimii ile iliskili oldugu gdzlenmistir. Ornegin Rama ridibunda tiirii
kurbaga derisinden elde edilen Brevinin-2R peptidinin lizozomal membranlarda yer alarak
otofaji-benzeri hiicre Oliimiinii indiikledigi gosterilmistir (Ghavami ve dig., 2008).
Caligmamizda FK-16-Frenatin 2.1S peptitinin kanser hiicre membranlar iizerine olast etkileri,
sitoplazmik bir enzim olan LDH’mm membran hasar1 sonucu salinarak hiicre Kkiiltiir
medyumunda aktivitesinin dl¢iilmesi yolu ile arastirilmistir. Farkli konsantrasyonlarda peptit
uygulamas1 LDH saliniminda kontrole kiyasla bir artis meydana getirmemistir. Bu sonug,
peptidin membranolitik etkili olmadigin1 gostermektedir. Atlantik pisi baligindan izole edilen
NRC-03 ve NRC-05 peptitleri meme kanseri hiicre hattt MDA-MB-231 hiicrelerinde doza ve

siireye bagli olarak LDH saliniminin artmasina yol agmislardir ve membranda por
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olusturduklar1 gozlenmistir (Hilchie ve dig., 2011). Benzer sekilde sigir noétrofillerinde
tanimlanan siklik dodekapeptit membranda por olusturarak meme kanseri hiicrelerinde lizisi
indiiklemektedir (Sancar ve Bolkent, 2022). Membran biitiinligiiniin bozulmas1 peptitlerin
amfipatik yapilari sayesinde membranda transmembran seklinde yerleserek por olusturma (figi-
cubuk modeli), membranda kiimeleserek lokal konsantrasyonlarinin artmasi ve sonucta
membranin kivrilarak halkasal por olusturmasi (halkasal por modeli) veya deterjan benzeri etki
ile lipid membrani kiigiik pargalara ayirma seklinde olabilmektedir (Nguyen ve dig., 2011). Bu
etkilerin ortaya ¢ikmasinda amino asit dizisi, net yiik, hidrofobiklik orani, membranla etkilesim
halinde iken peptidin sahip oldugu sekonder yapi, membran kompozisyonu ve peptidin
oligomerlesmesi pek cok faktor etkili olabilmektedir (Hoskin ve Ramamoothy, 2008). Isik
mikroskobu bulgularimizda, hibrit peptit uygulanan hiicrelerin membraninda bir bozulma
olmamast ve hiicrelerin artan konsantrasyonlarda hacimsel olarak kii¢iilmesi diger 6lim

tiplerini diistindiirmiistiir.

FK-16-Frenatin 2.1S peptitinin HepG2 hiicrelerinde apoptotik hiicre 6liim tipini belirlemek
amac1 ile AO/EB ikili boyama yontemini sonrast hiicre nukleuslarinin morfolojileri ve boyanma
ozellikleri incelendi. 24 saat siiresince farkli konsantrasyonlardaki peptit maruziyeti yesil renkte
fragmente olan nukleuslarin sayica artmasina yol agmistir. Kirmizi renkli nekrotik hiicre
nukleusu esas olarak 100 pg/ml 5-FU uygulanan grupta arttigi gozlenmistir. HepG2
hiicrelerinde 18 saat FBS yoksunlugu kontrole kiyasla belirgin bir farklilik olusturmamastir.
Akim sitometri sonuglart bu morfolojik goézlemlerimizi destekler niteliktedir. Apoptotik
hiicrelerde hiicre membranin i¢ yapraginda yerlesik olan fosfatidilserin bu asimetrisini
kaybederek dis yapraga yerlesir ve bu lipide FITC konjuge Annexin V’in baglanmasi erken
apoptotik hiicrelerin belirlenmesini saglar. Akim sitometrisi sonuglarimiza gore erken apoptotik
hiicre sayis1 artan peptit dozuna bagli olarak istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artig
gostermistir. Nekrotik hiicre sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik belirlenmemistir.
Bu sonuglarimiza gore FK-16-Frenatin 2.1S peptitinin HepG2 hiicrelerinde apoptotik hiicre
Oliimiine yol agtig1 ileri siiriilebilir. Bununla birlikte apoptotik 6liimle iligkili molekiiler

mekanizmalarin daha ayrintili galisilmasi gerekmektedir.

Literatiirde kanser hiicrelerinde antimikrobiyal peptitler ile indiiklenen apoptozun yani sira
otofajik hiicre 6liimiiniin de gerceklesebilecegi az sayida calisma ile ortaya konmustur. Akim

sitometrisi sonuglarina gore peptit maruziyeti canli hiicre sayisinda anlamli bir degisime yol
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agmamis ve erken apoptotik hiicre sayis1 hafif diizeyde arttirmistir. Bu nedenle FK-16-Frenatin
2.1S peptiti ile indiiklenebilecek otofajik hiicre 6liim tipini belirlemek i¢in peptit maruziyeti
sonras1 otofajik vakuolleri boyayan MDC boyas1 hiicrelere uygulanmistir ve otofajik
vakuollerden elde edilen floresan 1s1manin yogunlugu yazilim programu ile 6l¢tilmiistiir. 24 saat
uygulanan hibrit peptit 6zellikle 40 ve 80 pg/ml konsantrasyonlarda otofajik vakuol sayisini
anlamli olarak arttirmaktadir. Bulgularimizla uyumlu olacak sekilde FK-16 peptiti uygulanan
kolon kanseri hiicrelerinde hem otofajik hiicre 6liimii hem de kaspaz bagimsiz apoptotik hiicre
olimii gozlenmistir. Apoptotik hiicre 6limiinde rol oynayan Endo G ve AIF genlerinin
susturulmast ATG5 ve ATG7 protein seviyelerinde artisina, buna karsin ATGS ve ATG7
genlerinin susturulmasi nuklear konumlu Endo G ve AIF miktarinda artisa yol agmaktadir (Ren
ve dig., 2013). Benzer sekilde Scorpio maurus palmatus venomunda belirlenen katyonik
antimikrobiyal peptit Smp43, A549 akciger adenokarsinoma hiicrelerinde hem otofajik hiicre
Olimiinii hem de kaspaz bagimli apoptotik hiicre 6liimiinii indiiklemektedir. Smp43 A549
hiicrelerinde mitokondri membran potansiyelinde azalma ve ROS iiretiminde artisa yol agmistir
(Deng ve dig., 2023). Kaminskyy ve arkadaslarinin (2012), yaptigi ¢alismada kiigiik hiicreli
olmayan akciger kanserinde otofajinin inhibisyonu sisplatin ile indiiklenen apoptozu attirdig:
gosterilmistir. Benzer sekilde glioblastoma hiicrelerinde erlotinib hem otofaji hem da kaspaz-
bagimsiz apoptozu uyarmaktadir ve otofajinin baskilanmasi erlotinib ile indiiklenen apoptozun
artmasina yol agtig1 goriilmiistiir (Eimer ve dig., 2011). Apoptoz ve otofaji arasindaki bu
iliskinin Beclin 1 ve Bcl-2 proteinleri tarafindan diizenlendigi ileri siiriilmistiir (Kang ve dig.,
2011). Bcl-2 siRNA’s1 uygulanan HeLa hiicrelerinde aglikla indiiklenen otofajinin arttig
gozlenmistir. Anti-apoptotik bir protein olan Bcl-2 proteinin Beclinl proteinini bagladigi ve
pre-otofagozomal yapilarin olusmasini 6nleyerek otofajiyi inhibe ettigi gosterilmistir (Pattingre
ve dig., 2005; Yo ve dig., 2009). Bu nedenle ¢alismamizda FK-16-Frenatin 2.1S peptiti ile
HepG2 hiicrelerinde bu protein seviyelerindeki degisikliklerin arastirtlmasinin hiicre 6lim

mekanizmanin aydinlatilmasi agisindan 6nemli olacagi kanaatindeyiz.

Pozitif kontrol olarak HepG2’lere uyguladigimiz 100 pg/ml 5-FU nekrotik 6liime yol ac¢tig1 151k
mikroskobu, nekrotik nukleus boyamasi ve akim sitometre sonuglari ile anlagilmaktadir.
Hagiwara ve arkadaglar1 (2007) HepG2 hiicrelerinde 5-FU ile indiiklenen apoptotik 6lim
belirlemislerdir. Brenes ve arkadaglari (2007) ise hem apoptoz hem de nekrotik 6lim
gozlemlemislerdir. Sonuglar arasindaki bu farklilik uygulanan dozlarin ve hiicrelerdeki p53

aktivitesinin farkli olmasindan kaynaklanabilir. Bununla birlikte otofaji uyarmak ic¢in 18 saat
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FBS yoklugu otofajik vakuol sayisin1 kontrole kiyasla degistirmemistir ve bu durum maruziyet

stiresi ile ilgili olabilecegini diisiinmekteyiz.

Kanser hiicre membranina zarar vermeden hiicre igine ulasan antimikrobiyal peptitlerin ROS
tiretimine yol acacak sekilde mitokondri membrani ile etkilestigi NRC-03 uygulanan oral yass1
hiicre karsinoma hiicrelerinde (Hou ve dig., 2022), laktoferrisin uygulanan 16semi hiicrelerinde
(Mader ve dig., 2007), Brevinin-2R ve Temporin-1CEa uygulanan meme kanseri hiicrelerinde
(Ghavami ve dig., 2008; Wang ve dig., 2013) gosterilmistir. Artan ROS seviyeleri
antimikrobiyal peptitler ile indiiklenen mitokondri membran hasart sonucu ortaya ¢ikmaktadir.
Laktoferrisin B’nin 16semi, néroblastoma hiicrelerinde (Eliassen ve dig., 2006; Mader ve dig.,
2007) ve NRC-03 ile NRC-07 meme kanseri hiicrelerinde (Hilchie ve dig., 2011) mitokondride
lokalize oldugu konfokal mikroskopi ile gosterilerek hiicre 6liimiiyle iliskilendirilmistir. Hiicre
ici primer ROS kaynag1 mitokondri olup, membran hasar1 membran potansiyelinin azalmasi,
sitokrom c¢ salinim1 ve apoptozun indiiklenmesine yol a¢tig1 gdzlenmistir (Zhang ve dig., 2019).
Calismamizda HepG2 uygulanan peptit konsantrasyonuna bagl olarak hiicre i¢i ROS
seviyelerinde artis gdzlemledik. Pozitif kontrol olarak hiicrelere disaridan uyguladigimiz H.O>
da benzer sekilde hiicre i¢1 oksidatif stresi arttirdi. Hiicre membraninda bir hasar olmayisi ve
ROS seviyelerinde gozlemledigimiz artig, hibrit peptidin hiicre i¢i hedeflerinden birinin
mitokondri olabilecegini diigiindiirmektedir. Floresan boya konjuge hibrit peptitlerin

kullanilarak tasarladigimiz hibrit peptidin hiicre i¢i hedeflerin belirlenmesi gerekmektedir.

Kanser hiicrelerinde hiicre oliimiinii tetikleyen antimikrobiyal peptitlerin diger bir hiicre i¢1
hedefi lizozomlar olabilir. Kekropin tiirevli M 1-8 peptitinin HepG2 hiicrelerinde lizozomlarda
biriktigi, lizozomlardan katepsin D salinimi ile dogrudan ya da dolayli olarak mitokondri hasar1
ve kaspaz aktivasyonu ile apoptozu indiikledigi gézlenmistir (Zeng ve dig., 2023). Brevinin-2R
uygulanan meme kanseri hiicrelerinde lizozomlar1 hedef alarak katepsin B salinimini arttrdigi
ve mitokondri hasar1 sonucu ATP seviyelerinde azalmaya ve ROS artisina yol agtig1, boylelikle
lizozomal membran hasarinin daha fazla gergeklesmesiyle otofagozomlarin artmasi yolu ile
otofajiyi indiikledigi belirlenmistir (Ghavami ve dig., 2008). Calismamizda peptit uygulamasini
takiben gozlemledigimiz ROS artisi ile otofajik vakuol sayilarindaki artis, FK-16-Frenatin 2.1S
peptidinin hiicre i¢i hedeflerinden birinin lizozomlar olabilecegini diisiindiirmektedir. Bunun
kanitlamak i¢in isaretli bir peptidin lizozom boyasi kullanilarak isaretlenen lizozomlarda

lokalize oldugunun gosterilmesi gerekmektedir.
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Hiicre migrasyonunun in vitro olarak baskilanmasi, kanser tedavi stratejilerinden birisi olan
metastazin Onlenmesinin bir indikatoriidiir (Palmer ve dig., 2011). FK-16-Frenatin 2.1S
peptidinin HepG2 hiicrelerinde hiicre hareketliligine olan etkisini 6l¢mek i¢in yara kapanma
deneyini gergeklestirdik. 10 pg/ml peptit uygulamasini takiben 0., 24. ve 48. saatlerde yara
genisligini Olctiigiimiizde hiicre hareketliliginin 24. ve 48. saat sonunda kontrol hiicrelere
kiyasla anlaml1 olarak azaldigin1 gozlemledik. Sonuglarimizla paralel sekilde Brevinin-2R’nin
gastrik kanser hiicre hareketliligini azalttigt (Gholizadeh ve dig., 2023); ipek bdcegi
larvalarindan elde edilen kekropin A ve D’nin 0&zafagiyal kanser hiicrelerinde hiicre
hareketliligini azalttigi (Xu ve dig., 2020) ve balik AMP olan hepsidin TH2-3’iin insan
fibrosarkoma hiicrelerinde motiliteyi azalttifi (Chen ve dig., 2009) gosterilmistir. Hiicre
hareketliligindeki bu azalma katyonik olan FK-16-Frenatin 2.1S peptidinin, kanser hiicre
yilizeylerinde arttig1 belirtilen ve hiicre hareketliligi ile iliskili negatif yiikli molekiiller ile
etkilesimi sonucu olabilir. Heparan siilfat ve kondroitin siilfat ile NRC-03 ve -07 peptitlerinin
etkilestigi Hilchie ve arkadaglari (2011) tarafindan belirlenmistir. Benzer sekilde sigir
noétrofillerinde tanimlanan katyonik siklik dodekapeptit, heparan siilfat ve kondroitin siilfata
baglanabilmektedir (Sancar ve Bolkent, 2022). Tiimor hiicre yiizeyinde artan negatif yiikli
kondritin siilfat proteoglikanlarin kanser hiicrelerinde adezyon, invazyon ve hareketlilikle
iligkili oldugu ileri siiriilmektedir (Iida ve dig., 1996). Dolayis1 ile katyonik peptitlerin hiicre
ylzeylerindeki bu molekiillerle olasi etkilesimi kanser hiicre hareketliligini sinirlandirabilir.
Diger taraftan Xia ve arkadaslar1 (2014), o6zofagiyal karsinoma hiicrelerinde kekropin
ailesinden bir AMP olan kekropinXJ’nin hiicre i¢inde mikrotiibiill ve aktin sentezini
engelleyerek migrasyon ve invazyonu inhibe ettigini gostermistir. Karasineklerde tanimlanan
kekropinin insan hepatoseliiler karsinoma hiicreleri BEL-7402 hiicrelerinde E-kaderin

ekspresyonunu arttirarak migrasyonu inhibe ettigi de ileri stirilmistiir (Jin ve dig., 2013).

Caligmamizda hiicre proliferasyonunun baskilanarak koloni olusumunun engellenmesi 24 saat
10, 40 ve 80 ug/ml FK-16-Frenatin 2.1S peptiti maruziyeti sonrast 21 giin inkiibe edilen
hiicrelerde arastirildi. Peptit uygulanmayan kontrol hiicrelere kiyasla, 10 ve 40 pg/ml doza bagl
olarak koloni sayisinda anlamli azalma gozlendi ve 80 pg/ml peptit uygulanan hiicrelerin koloni
olusturmadiklar1 goézlendi. Bulgularimizla paralel olarak o©zofagiyal kanser hiicrelerinde
kekropin A ve D’nin (Xu ve dig., 2020) ve gastrik kanser hiicrelerinde KekropinXJ ‘nin koloni
olusumunu azalttig1 gosterilmistir (Wu ve dig, 2015). Lentiviriis vektor kullanilarak insan o-

defensin protein DEFA-5 geninin asir1 ekspresyonunun gergeklestirildigi insan kolon kanseri
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hiicrelerinde koloni olusumunun azaldig1 gozlenmistir (Qiao ve dig., 2021). Benzer sekilde oral
yassi hiicre karsinoma hiicreleri HSC-3 hiicrelerinde insan katelisidin antimikrobiyal peptidinin
asirt ekpsresyonunun da koloni olusumunu azalttigi belirlenmistir (Chen ve dig., 2020).
Calismamizda artan peptit konsantrasyonlari ile HepG2 hiicrelerinin koloni olusumu ciddi bir
diisiis gosterdiginden FK-16-Frenatin 2.1S hibrit peptitin, kontrolsiiz cogalarak kolonilesmeye

giden tiimoral aktiviteyi baskilayici etkiye sahip oldugu belirlenmistir.

Hiicrelerin ¢ogalmasini veya sinyal yolaklarini hedef alan geleneksel kanser ilaclarindan farkl
bir mekanizma ile kanser hiicre canliligini azaltan antimikrobiyal peptitler kanser ilaglar1 ile
sinerjistik sitotoksisite gosterebilir ve yliksek ilag konsantrasyonuna bagli olarak ortaya ¢ikan
yan etkilerin azalmasina yardimci olabilir. Sentetik olarak sentezlenen D-Kglg peptidinin
androgen reseptor pozitif ve negatif prostat kanser hiicrelerinde doksorubisin ile sinergistik etki
gosterdigi belirlenmistir (Papo ve dig., 2004). Benzer sekilde boceklerde tanimlanan AMP olan
kekropin A, insan lenfoblastik 16semi hiicrelerinde 5-FU ve sitarabin ile belirli dozlarda
sinerjistik etkili oldugu bulunmustur (Hui ve dig., 2002). Balik AMP olan NRC-03 meme
kanser hiicre hattt MDA-MB 231 hiicrelerine sisplatinle verildiginde, tek basina sisplatinin
etkin dozunu 5,5 kat azalttig1 gozlenmistir (Hilchie ve dig., 2011). Huseynzade (2022)’nin
yaptig1 caligmada ise A549 hiicrelerinde doksorubisin ile agustos bocegi hemolenfinde tanimli
bir AMP olan kriptoninin beraber verilmesi, belirli dozlarda tek basina ilag uygulamasina gore
hiicre canliliginda daha fazla azalmaya yol agmistir. Benzer sekilde besinlere koruyucu olarak
eklenen bir AMP olan nisin Z ve kanser ilaglar1 arasinda melanoma hiicrelerinde sinerjistik etki
oldugu hem in vitro hem de in vivo galismalar ile gosterilmistir (Preet ve dig., 2017; Lewies ve
dig., 2018). Calismamizda diisiik konsantrasyonlarda FK-16-Frenatin 2.1S ve diisiik
konsantrasyonlarda bir antikanser ila¢ olan 5-FU 48 saat hiicrelere uygulandiginda belirli
dozlarda hiicre canliliginda tek basina 5-FU verilen hiicrelere kiyasla hiicre canliliginin daha
fazla azaldigin1 gézlemledik. HepG2 hiicrelerine uygulanan diisiik dozlarda 5-FU (1, 2,5, 5 ve
10 pg/ml)’nun hiicre canliligini %50 ‘nin altinda azaltmadigini1 gézlemledik. 10 pg/ml hibrit
peptit ve 10 pg/ml 5-FU hiicre canliligini %48 oraninda azaltirken, tek basina ayni1 doz 5-FU
verilen hiicrelerde ise hiicre canliliginin %69,5 oraninda istatistiksel olarak anlamli sekilde
azaldigimi gozlemledik. Diger taraftan 48 saat 5-FU’nun HepG2 hiicrelerinde ICso degerini
20,94 pg/ml olarak hesaplamistik. Dolayisi ile sonuglarimiz 5-FU’nun FK-16-Frenatin 2.1S ile
birlikte verilmesinin, belirli dozlarda hiicre canlilifinda %50 azalmaya yol acan 5-FU

konsantrasyon degerini azalttigin1 gostermektedir. Bununla birlikte bu azalmanin meme
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kanserin hiicrelerinde membranolitik aktiviteye sahip NRC-03 peptidine kiyasla daha az
gozlenmesinin, FK-16-Frenatin 2.1S peptidinin etki mekanizmasindaki farklilik ile ilgili
olabilecegini diisiindiirmektedir. Diger doz kombinasyonlari, tek basina ilag verilen grupla
kiyaslandiginda anlamli bir azalma go6zlenmedi. Sadece 2.5 pg/ml 5-FU ve farkli
konsantrasyonlarda peptit uygulanan kombinasyonlarinda ise hiicre canliliginda hafif artislar
gozlendi. Bu durum peptidin konsantrasyona bagli olarak ilacin hiicre i¢ine alinmasi veya ilacla

indiiklenen toksisiteyi engellemesi ile iliskili olabilecegini diistindirmektedir.

Antikanser aktiviteye sahip antimikrobiyal peptitler hiicreler tizerindeki sitotoksik ve tiimor
ozelliklerini baskilayici etkileri disinda immiin yanitlari diizenlemek amaci ile inflamatuvar
hiicrelerin kemotaksisini uyardigi, kemokin ve sitokinlerin iiretimini uyardigi bilinmektedir
(Yang ve dig., 2000; Elssner ve dig., 2004). Dogal immuniteye uyarmak amaci ile insan beta
defensin ve LL-37 antimikrobiyal peptitlerinin keratinositlerden IL-6, IL-10, MCP-1 gibi
sitokin ve kemokinlerin tretimini indiikleyerek primer dogal immuniteyi sagladiklari
belirlenmistir (Niyonsaba ve dig., 2007). Sitokinler immiin hiicreleri tiimor hiicrelerine karsi
aktive eden immiin sistemin kritik unsurlaridir. Antimikrobiyal peptit Brevinin-2R ve
Temporin-Ra uygulanan akciger kanser hiicrelerinde IL-1 ve IL-8 ekspresyonlarinin arttigini
gozlenmistir (Asadi ve dig., 2013; Asoodeh ve dig., 2013). Bir antimikrobiyal peptit olan
tilapya hepsidin TH1-5 insan fibrosarkoma hiicreleri, HT1080 ve serviks adenokarsinoma
hiicreleri, HeLa hiicrelerinde IL-8 de dahil olmak iizere ¢esitli interlokinlerin ekspresyonlarinda
artisa yol actigi gozlenmistir (Chang ve dig., 2011). Laktoferrisin B’den tiirevli LTX-302
peptitinin in vivo timor hiicrelerinde litik etkili oldugu ve inlamatuar hiicrelerin infiltrasyonuna
yol agtig1 da gosterilmistir (Camilio ve dig., 2014). Calismamizda FK-16-Frenatin 2.1S peptiti
ile uygulamayi takiben HepG?2 hiicrelerinden salinan IL-1f3, TNF-o ve I1L-8 seviyelerinde doza
baglh artislar oldugunu belirledik ve sonuglarimiz hibrit peptitin immiin-modiilator etkili
olabilecegini gostermektedir. FK-16-Frenatin 2.1S hibrit peptidin ilk kism1 olan 16 amino
asitlik F-16 peptidinin immiimodiilator etkileri bilinmemekle birlikte, koken aldigir 37 amino
asit uzunlugunda LL-37 peptidinin hepatoselliiler karsinoma hiicrelerinde 1L-8 ve IL-6’nin
ekspresyonlarinin baskilandigi gézlenmistir (Ding ve dig., 2021). FK-16-Frenatin 2.1S hibrit
peptidin ikinci kismi olan Frenatin 2.1S peptitinin fare makrofajlarinda IL-1p, IL-23 ve TNF-a
tiretimini arttirdig1 gosterilmistir (Conlon ve dig., 2014). Bununla birlikte kanser hiicrelerinde
sitokin {liretimi {izerine bir ¢alisma bulunmamaktadir. Peki FK-16-Frenatin 2.1S hibrit peptiti

sitokin {iretimini nasil diizenlemektedir? Sitokin tiretimi NF-kB sinyal yolaginin aktivasyonu



85

sonucu ger¢eklesmektedir ve bu sinyal yolunun 6nemli bir aktivatoriiniin ROS seviyelerindeki
artis oldugu bildirilmistir (Wang ve dig., 2006; Xie ve dig., 2023). Dolayisi ile calismamizda
peptit ile indiiklenen olas1 mitokondri ve/veya lizozom membran hasar1 sonucu artan ROS
seviyeleri bu sinyal yolunu aktive etmis olabilir. Bununla birlikte FK-16-Frenatin 2.1S hibrit
peptitinin immiin hiicreler iizerindeki etkisinin arastirilmasi, immiinmodiilator etkileri daha 1yi

bir sekilde ortaya ¢ikaracaktir.

Calismamizin sonuglart FK-16-Frenatin 2.1S hibrit peptidinin yari-segici olarak hepatoselliiler
karsinoma hiicre hatti HepG2 hiicrelerinde hiicre canliligin1 azalttigin1 gostermektedir.
HUVEC hiicrelerinde benzer doz ve siirelerde gozlenen diisiik toksisite hibrit peptidin olas1
terapotik degerini arttirmaktadir. LDH salinimini olmaksizin 24 saat boyunca uygulanan peptit
dozuna bagl olarak fragmente nukleuslarin ve otofajik vakuol sayisindaki artig peptitin HepG2
hiicrelerinde litik etkisinin olmadigini, hiicre canlilifini otofaji ve apoptotik mekanizmalar ile
azalttigin1 gostermektedir. Akim sitometrisi sonuclar1 erken apoptotik hiicre sayisinda artig
oldugunu da goéstermistir. Farkli konsantrasyonlarda 24 saat uygulanan FK-16-Frenatin 2.1S
peptiti HepG2 hiicrelerinde koloni olusumunu azaltmistir. Hiicre canliligini 24 saat
azaltmadigini belirledigimiz 10 pg/ml peptit konsantrasyonu hiicre hareketliliginde azalmaya
yol agmistir. Bu sonuglar peptit maruziyetinin hiicrelerde proliferasyon ve migrasyon
yeteneginde azalmaya yol agtigin1 gostermektedir. Calismamizin sonuglart hibrit peptitin 5-FU
ile uygulandiginda belirli konsantrasyonlarin tek basina 5-FU uygulamasina kiyasla hiicre
canliligini daha fazla azalttigini da gostermistir. Diger taraftan, peptit uygulamasiin bazi
sitokin seviyelerinde degisiklikler yapmasi, peptit ile indiiklenen hiicre Sliimiiniin immiin
cevabr degistirebilecegini de gostermektedir. Elde ettigimiz sonuglarin molekiiler
mekanizmalarinin daha ayrintili ¢alisilmasi ve peptitin immiin hiicreler tizerindeki etkilerinin
arastirtlmasi, FK-16-Frenatin 2.1S hibrit peptitinin hepatoselliiler karsinomda tedavi amagl

kullanilmasina 6nemli katki saglayacagini diistinmekteyiz.
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