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Klotho geni, ilk kez 1997 yilinda Makato Kuro-o ve arkadaslarmin farelerde yaptigi
bir calismada yaslanma karsit1 bir faktor olarak kesfedilmistir. Bu gen, iki farkli formda
klotho (KL) proteini dretir: Birincisi membrana entegre olarak gorev yaparken, digeri
salgilanarak dolasima katilir. Klotho proteini en yogun olarak bobrek {istii bezlerinin distal
tubdllerinde Uretilse de, beyin, akciger, karaciger, yumurtaliklar ve diger organlarda da
diisiik miktarlarda bulunmaktadir. Membrandan serbest birakilan ve salgilanan KL proteini
(s-KL), kan, beyin, omurilik sivisi ve idrarda bulunur. KL protein miktari, yaslanmayla
birlikte viicutta azalirken, Alzheimer, kanser, kemik erimesi, bobrek yetmezligi ve kronik
akciger hastalig1 gibi hastaliklar ile birlikte KL proteininin ekspresyonunun artirilmasi, yas
Omriinlii uzatmak ve hastaliklarin seyrini iyilestirmek konusunda umut verici sonuglar
dogurmustur.

Bu tez, rekombinant insan Klotho (hKL) proteininin antikanserojenik potansiyelini
insan deri kanseri hiicre hatti VMMO917 {izerinde arastirmayr amaglamaktadir. hKL
proteininin melonama kanserine karsi olasi etkileri, farklt hKL konsantrasyonlari ile yapilan
testler, MTT sitotoksisite analizi, hiicre dongiisii analizi ve melanoma gelisiminde rol
oynayan genlerin ekspresyon seviyelerinin gPCR ile incelenmesi yoluyla kapsamli bir
sekilde arastirilmistir. Calisma sonucunda, hKL proteini muamelesine kars1 VMM917 hiicre

hattinin nispeten direng gosterdigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Klotho Proteini, Antikanser, VMM917
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The Klotho gene was first discovered in 1997 by Makato Kuro-o and his colleagues
during a study conducted on mice, where it was identified as an anti-aging factor. This gene
encodes two different forms of Klotho (KL) protein: one is membrane-bound, while the other
(s-KL) is secreted into the circulation. Although KL protein is predominantly expressed in
the distal tubules of the kidneys, it is also present in lower amounts in the brain, lungs, liver,
ovaries, and other organs. s-KL might be available in blood, cerebrospinal fluid, and urine.
The level of s-KL protein decreases with aging and has been associated with several age-
related diseases such as Alzheimer’s disease, cancer, osteoporosis, kidney failure, and
chronic lung diseases. Increasing KL expression has shown promising potential for
extending lifespan and improving the progression of these diseases.

This thesis aimed to investigate the anticancer potential of recombinant human Klotho
(hKL) protein on a human skin cancer cell line VMM917. The possible effects of hKL on
melanoma were comprehensively examined through experiments using various hKL
concentrations, MTT cytotoxicity assay, cell cycle analysis, and gPCR analysis of gene
expression levels involved in melonama development. As a result, it was determined that the
VMMOI17 cell line exhibited resistance to hKL protein.

Key Words: Klotho Protein, Anticancer, VMM917
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Kilotho

Klotho geni, ilk kez 1997 yilinda Makato Kuro-o ve ¢alisma arkadaslar1 tarafindan fare
modellerinde yiiriitiilen bir ¢alismada tanimlanmistir. Bu tarihten itibaren Klotho proteini;
kanser, diyabet, bobrek yetmezligi ve nérodejeneratif hastaliklar basta olmak tizere gesitli
kronik hastaliklarla iligkilendirilmistir. Klotho geninin alternatif mMRNA islenmesi
sonucunda, transmembran ve salgilanabilir olmak {iizere iki farkli protein izoformu
olusmaktadir (Hajare vd., 2025). a-Klotho geni, insan, fare ve sigan gibi tiirlerde yiiksek
oranda korunmustur. Ozellikle insan ve fare a-Klotho proteinleri arasinda yaklasik %98
oraninda dizilim benzerligi bulunmaktadir (Y. Xu & Sun, 2015). Salgilanabilir a-Klotho (a-
KL) proteini, insanlarda 1650 niikleotid, farelerde ise 1647 niikleotid uzunlugundaki mRNA
dizilerinden sentezlenmektedir (Y. Xu & Sun, 2015).

Yaglanmayla birlikte dolasim sistemindeki a-Klotho protein diizeylerinin azaldigi
bildirilmistir (Arroyo vd., 2023). Ayrica bobrek yetmezligi, nérodejeneratif hastaliklar ve
cesitli kanser tiirlerinde de a-Klotho ekspresyonunun belirgin sekilde azaldigi gosterilmistir.
Buna karsin, o-Klotho arttirilmasinin hastaliklarin ilerleyisinde yavaslamaya ve bazi
olgularda klinik iyilesmeye yol actigi tespit edilmistir. Giincel ¢alismalar, a-Klotho
proteinin; meme, akciger, mide, kolorektal ve karaciger kanseri gibi farkli tiimor tiplerinde
tiimor baskilayici (tiimor stipresor) ozellikler sergiledigini ortaya koymaktadir (Prud’homme
vd., 2022).

Klotho proteini baslica bobrek {istli bezleri, beyin, iskelet kaslari, hipofiz bezi, kolon
ve paratiroid bezlerinde eksprese edilmektedir. Klotho geninin asir1 ekspresyonunun,
farelerde yasam siiresini yaklasik %30 oraninda uzattigi gosterilmistir (Bittmann, 2023).
Transmembran bdlgenin 6tesinde, Klotho proteini fibronektin tip III benzeri yapilar igeren
hiicre dis1 iki ardisik tekrar domainine sahiptir. a-Klotho ve p-Klotho izoformlari, fibroblast
biiylime faktorii reseptorleri (FGFR’ler) ile etkilesime girerek bu reseptorlerin 6zgiilliigiinii
ve etkinligini artirmakta, boylece FGF sinyal yolaklarinin diizenlenmesine katkida
bulunmaktadir (Chen vd., 2023).

Transmembran formdan proteolitik kesim yoluyla serbestlestirilen salgilanabilir o-

Klotho (sKL) proteini, sistemik dolasima katilarak endokrin hormon benzeri bir islev



ustlenir (Dalton vd., 2017). sKL; Wnt sinyal yolaklari, insiilin/IGF-1 sinyallemesi, FGF
aracilt hiicresel siirecler, mineral dengesi, bilissel homeostaz, N-metil-D-aspartat reseptori
(NMDAR) fonksiyonlar1 ve yaslanma mekanizmalar1 basta olmak tizere ¢esitli fizyolojik
stireclerin diizenlenmesinde kritik roller tistlendigi bildirilmistir (Dalton vd., 2017; Hanson
vd., 2021).

1.1.1. a-Klotho Proteini Molekiiler Fonksiyonlar1 ve Antikanser Potansiyeli

a-KL, en kapsamli sekilde incelenmis Klotho izoformudur ve baslica beyin ve
bobreklerin distal tubdl hiicrelerinde eksprese edilmektedir. Bu bolgelerde a-KL, fosfat (Pi)
emiliminin ve 1-25-dihidrosivitamin Ds (aktif D vitamini) sentezinin dizenlenmesinde
gorev almaktadir. a-KL, fosfat ve D vitamini metabolizmasimnin temel diizenleyicilerinden
biri olan fibroblast blytme faktéri 23 (FGF23) icin yardimci reseptor olarak islev goriir
(Haussler vd., 2012). a-KL ve FGF23 arasindaki etkilesim, bobreklerden fosfat yeniden
emilimi ile ciltteki D vitamini biyosentezinin dengelenmesini saglamaktadir. Bununla
birlikte, Klotho proteini FGF23’ten bagimsiz ¢esitli biyolojik islevlere de sahiptir (Mencke
vd., 2017).

Transmembran formdan proteolitik yolla ayrilarak dolasima katilan salgilanabilir
Klotho (sKL), endokrin sistemde hormon benzeri bir rol Gstlenir. sKL, hiicre biyumesi,
hareketliligi, hayatta kalma, metabolizma ve anjiyogenez gibi hiicresel sireclerin
dizenlenmesinde yer alan PIBK/AKT/mTOR sinyal yolunu inhibe edebilme kapasitesine
sahiptir. Bu nedenle, potansiyel bir tiimor baskilayict molekiil olarak degerlendirilmektedir
(H. Zhou vd., 2021). Bununla birlikte, PI3K/AKT/mTOR yolunun asir1 aktivasyonu,
bobreklerdeki sKL — diizeylerini  baskilamaktadwr. sKL ayrica iyon kanallarinin
organizasyonu, kalsiyum-fosfat metabolizmasi, mitokondriyal fonksiyonlarin siirdiiriilmesi
ve oksidatif stresin azaltilmasinda da rol oynamaktadir (Dalton vd., 2017; Donate-Correa
vd., 2023; Huang, 2010; Y. Xu vd., 2025). Bunun yaninda, sKL, hiicreleri oksidatif hasara
kars1 koruyan antioksidan sisteminin diizenlenmesine de katki saglamaktadir (Sekil 1).
(Donate-Correa vd., 2023).

Klotho proteininin bir diger 6nemli 6zelligi, hiicre cogalmasi ve farklilagmasinda kritik
rol oynayan Wnt sinyal yolunun negatif diizenleyicisi olmasidir (Dalton vd., 2017). sKL,
Wnt ligandina baglanarak bu ligandin hiicre ylizeyindeki reseptorlere baglanmasini engeller.

Wnt sinyal yolunun gegici aktivasyonu kok hiicrelerin ¢ogalmasi ve sagkalimi agisindan



onemli olsa da; bu yolun siirekli aktivasyonu kok hiicrelerin yaglanmasina ve tiikenmesine
yol acabilir. Nitekim, KI geninin eksik oldugu farelerde, deri ve kil folikiillerinde epidermal
kok hiicre sayisinin belirgin sekilde azaldigi, buna bagli olarak da yara iyilesmesinde
gecikme gorildigi bildirilmistir (Kuro-o, 2009). Bu durum, Wnt yolunun kronik
aktivasyonunun kok hiicre islev bozukluklarina ve yaslanma siireglerinin hizlanmasina

katkida bulundugunu gostermektedir.
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Sekil 1. s-KL etkiledigi sinyal yolaklar1 (Prud’homme vd., 2022)

Diusiik sKL seviyeleri; kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, ateroskleroz, vaskiiler
disfonksiyon, kronik bobrek hastaligi (KBH), diyabet, ndrodejeneratif hastaliklar ve biligsel
gerileme gibi yasa bagli patolojik durumlarla iligkilendirilmistir (Buchanan vd., 2020;
Prud’homme vd., 2022; H. Zhou vd., 2021). Ayrica, SKL ekspresyonundaki azalma;

ozafagus, mide, meme, akciger, hepatoseliiler, pankreas, kolorektal, yumurtalik ve bobrek



timorleri dahil olmak {izere bircok kanser tiirliniin gelisimi ve metastatik yayilimi ile
iligkilidir (Kuro-o, 2010).

sKL’nin antikanserojenik etkilerinin; hiicre proliferasyonunun ve apoptozun
diizenlenmesi, DNA hasar onariminin desteklenmesi gibi mekanizmalar araciligiyla ortaya
ciktig1 One siliriilmektedir. Saglk tiizerinde genis kapsamli etkileri g6z Oniinde
bulunduruldugunda, rekombinant sKL proteini; kanser, biligsel bozukluklar, Alzheimer
hastaligi, kronik bobrek hastaliklari, kardiyovaskiiler rahatsizliklar ve diger bagisiklik
sistemi  baskilanmis hastaliklar icin potansiyel bir farmasotik ajan  olarak
degerlendirilmektedir (Abraham vd., 2012; Sachdeva vd., 2020). Bu baglamda, insan sKL
proteinine yliksek sekans benzerligi gosteren fare sKL proteininin (%79,61 amino asit
sekans benzerligi) model mikroalg Chlamydomonas reinhardtii konaklarinda ekstraselliiler
ve fotosentetik olarak rekombinant iiretimi ilk kez gergeklestirilmistir (Cakmak & Uzuner,
2024). Calisma sonunda rekombinant protein basariyla mikroalg kiiltiir sivilarindan
saflagtirilmis ve ilgili rekombinant proteinin fonksiyonel olarak antitimor etkisi, iki farkli
kanser hiicre hattinda test edilmek suretiyle dogrulanmustir (Cakmak, 2021). Ozellikle
kanser hastalarinda diisiik sKL diizeylerinin yeniden dengelenmesi, immiin sistemi
baskilanmis bireylerde kanser gelisimini Onleyici bir strateji olarak onem tasgimaktadir.
Nitekim sKL’nin immiin bagisiklig1 modiile edici 6zellikler tasidig ve bagisiklik sisteminin

dizenlenmesinde etkili olabilecegine dair bulgular giderek artmaktadir.

1.2. Kanser

Kanser, viicudun herhangi bir doku veya organinda, bazi hiicrelerin kontrolsiiz bir
sekilde c¢ogalmasi, biliylimesi ve koken aldigi dokudan komsu dokulara invazyon
gOstermesiyle karakterize edilen kompleks bir hastalik grubudur. Bu anormal hiicreler,
zamanla uzak organlara metastaz yapabilme yetenegine de sahiptir (Hesketh, 2023).

Diinya Saglik Orgiitiine gore kanser, diinya genelinde en onde gelen 6luim
nedenlerinden biri olup, toplum sagli1 agcisindan dnemli bir kiiresel yiik olusturmaktadir.
Dunya genelinde her yil yaklasik 20 milyon kanser vakasi rapor edilmistir ve yaklasik 10
milyon insan kansere bagl nedenlerle yasamini yitirmistir (URL-1, 2024).

En sik goriilen kanser tiirleri arasinda meme Kkanseri (2,26 milyon vaka), akciger
kanseri (2,2 milyon vaka), kolon kanseri (1,9 milyon vaka), prostat kanseri (1,4 milyon

vaka), cilt kanseri (1,2 milyon vaka) ve mide kanseri (1,1 milyon vaka) yer almaktadir (URL-



2, 2025). Gelisen tan1 yontemleri ve kisisellestirilmis tedavi yaklagimlaria ragmen, kanser

hala en yaygin 6liim nedenlerinden biri olmaya devam etmektedir.

1.2.1. Hucre DOngusu

Hicre dongusu, bir hicrenin blytme, DNA replikasyonu ve bdliinme sireclerini
kapsayan, duzenli olarak tekrarlanan bir olaylar dizisidir. Bu sureg, doku yenilenmesi,
blyume ve homeostazin siirdiiriilmesi agisindan temel dneme sahiptir. Hiicre dongusunin
iki ana asamas1 vardir: interfaz ve mitototik asama. Interfaz, G1 (Gap 1), S (Sentez) ve G2
(Gap 2) olmak iizere li¢ asamaya, mitototik faz ise mitoz ve sitokinez olmak tizere iki

asamaya sahiptir (Sekil 2) (Matthews, Bertoli, vd. Bruin 2022).

3 Mitotoik Faz Mitotik evre
interfaz 1 sonucu iki
\ ’ Mitoz P hiicre
e — / Sitokinez olusumu :
4. gerceklesir.
interfaz

Sekil 2. Hiicre dongiisii asamalar1 (Molnar & Gair, 2015)

G1 fazi1 sirasinda hiicre, DNA replikasyonuna hazirlanir; protein sentezi, RNA {iretimi
ve organel artisi gerceklesmektedir. Hicre, dis ortamdan gelen biyiume faktorleri
araciligiyla bu evrede ilerleyip ilerlememeye Kkarar vermektedir. S fazinda DNA

replikasyonu gerceklesir G2 fazinda ise hiucre, mitoz igin gerekli mikrotubtl proteinlerini



sentezleyerek boliinmeye hazirlanir. Son olarak mitoz fazinda kardes kromatidler ayrilir,
sitokinez fazinda ise hicre ikiye bolunir (Gomez-Raya-Vilanova vd., 2025).

Hicre donglsu boyunca genomik biitiinliigiin korunmasi, iki temel kontrol noktasi
araciligryla saglanmaktadir.

e G1/S kontrol noktasi, DNA hasarina yanit olarak, hicre dongusinun
durmasina neden olur; bu sayede hasar onarilmadan replikasyona gegis
engellenir.

e G2/M kontrol noktasi, DNA replikasyonundaki hatalar sebebi ile mitotik faza
gecisi engeller.

Bu kontrol noktalar1 siklinler ve siklin bagimli kinazlar (CDK’lar) ve CDK
inhibitorleri tarafindan diizenlenmektedir (Y. Xu vd., 2024).

Hiicre dongisl kontrol noktalarinda meydana gelen mutasyonlar, kontrolsiiz hiicre
proliferasyonuna yol agarak kanser gelisiminde Kritik rol oynamaktadir. Ozellikle CDK4/6
aktivasyonunun artisi, p53 mutasyonlar1 kanser hiicrelerinde sik gozlenen olaylardir

(Deshpande vd., 2005).

1.3. Cilt Kanseri

Yaklasik bes kisiden biri hayatinin bir doneminde cilt kanserinden musdariptir. Erken
teshis ve uygun tedavi sayesinde diisiik 6liim oranlar1 gézlemlenmistir. Melanom dis cilt
kanseri (NMSC) ve melanom cilt kanseri (MSC) olarak belirtilen iki ana cilt kanseri turd
vardir (Sekil 3). Bu kanserler tiim cilt kanserlerinin %90’indan fazlasini olusturmaktadir

(Roky vd., 2025).
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Sekil 3. Cilt kanseri tirleri (Hossain vd., 2025)

1.3.1. Melanom Dis1 Cilt Kanseri

Avustralya ve Kuzey Amerika’nin en yiiksek NMSC sikligina sahip bdlgeler oldugu
bildirilmistir (Perera vd., 2015). NMSC, melanom hiicreleri disinda kalan epidermal
hiicrelerin malign transformasyonu sonucu gelisen cilt kanseri tirlerini kapsamaktadir.
NMSC olusumunda en 6nemli etiyolojik faktdr, ultraviyole (UV) 1sinlarina kronik maruziyet
olup 6zellikle agik tenli bireylerde risk belirgin sekilde yiikselmektedir (L. Zhou vd., 2025).
Bunun yam sira, TP53 gen ailesindeki mutasyonlar basta olmak {izere cesitli genetik
degisiklikler de NMSC gelisimine katkida bulunmaktadir. Baslica iki tipi vardir (Sekil 3);
bazal hucreli karsinom (BCC), skuamdéz hicreli karsinom (SCC) (Zambrano-Roman vd.,
2022). NMSC’nin %99’unu BCC ve SCC olusturmaktadir.

BCC, insanlarda bulunan en yaygm cilt malignitesidir. Epidermis tabakasinin bazal
hiicrelerinden geligir (Roky vd., 2025). En biiyiik risk, asir1 giines 151gina maruz kalmaktir.
Skuamdz hicreli karsinoma gore diisiik 6liim oranina sahiptir ancak dokularin lokal yikimi
nedeni ile morbidite orani yiiksektir. Ciltte yumru veya pembemsi leke olarak gorundr (Lali
vd., 2018).



SSC, ikinci en yaygim NMSC tiiriidiir ve skuamdz ve skuamdz olmayan epitel dokular
dahil olmak uzere epidermal keratinositlerden kaynaklanmaktadir (Roky vd., 2025). Pullu
kirmiz1 ve sert yumru seklinde ciltte belirginlesir (Cigzynska vd., 2020). SSC olusumundan
sorumlu birkag faktor vardir; agik ten rengi, yaslanma, yanik izleri, bagisiklik baskilanmasi,
kimyasal karsinojenler, UV isinlar1 ve genetik mutasyonlar en belirgin nedenleri arasinda

yer almaktadir (Samarasinghe & Madan, 2012).

1.3.2. Melanoma Kanseri

Melanom, melanositlerin malign transformasyonundan kaynaklanan agresif bir cilt
kanseri turidir. Melanositler epidermisin bazal tabakasinda bulunur. Amerika Birlesik
Devletleri’nde her yil yaklagik 100.000 yeni vaka ile teshis edilmektedir ve 8.000’den fazlas1
oliimle sonuglanarak cilt kanserleri arasinda en yiiksek mortalite oranima sahiptir (Liguori
vd., 2025). Son yillarda melanom insidansi diinya genelinde belirgin bir artis géstermis olup,
bu durum kiiresel bir halk sagligi problemi haline gelmistir (Ahmed vd., 2020).

Melanom, diinya genelinde tiim yeni tani alan primer malignitelerin yaklasik %1,7’sin1
olusturmakta ve melanom kaynakli 6liimler tiim kanser mortalitesinin yaklasik %0,7’sine
karsilik gelmektedir (Guo vd., 2021). Tiim cilt kanseri hastalarinda 6liim vakalarinin %75’
tek basina kotii huylu melanomdan kaynaklanmaktadir (Hong vd., 2008). Melanomun alt
tiplerinin dagilimi ve patogenez mekanizmalari, etnik kdken ve cografi faktorlere bagh
olarak farklilk gdstermektedir. Ozellikle agik ten rengine sahip bireylerde melanom
insidans1 koyu tenli bireylere gore anlamlhi derecede yliksektir. Melanom gelisiminde rol
oynayan baslica risk faktorleri arasinda ultraviyole (UV) ismlarma maruziyet, viicutta
bulunan ben sayisi, agik ten fenotipi ve aile dykiisiinde melanom bulunmasi yer almaktadir.
Giines 1sinlarina yogun maruziyet, 6zellikle DNA hasari, genetik mutasyonlar, reaktif
oksijen turlerinin (ROS) birikimi ve oksidatif stres araciligiyla melanom gelisimi
tetiklenmektedir. Nitekim UV’ye baglh genetik bozulmalar arasinda en sik gézlemlenenler,
BRAF ve NRAS gen mutasyonlaridir. Bu mutasyonlar, hiicresel profilerasyonun

diizensizligine ve malign transformasyona neden olarak melanomun patogenezine katki

saglar (Guo vd., 2021).



1.4. Cilt Kanseri ilerlemesinin Mekanizmasi

Cilt kanserinin gelisimi; normal cilt hiicrelerinin kanserli hiicrelere doniismesine yol
acan genetik, molekiiler ve cevresel faktorlerin Kkarmasik bir etkilesiminden
kaynaklanmaktadir. Bu durum, cildin agikta kalan bdlgelerinin dogrudan UV radyasyonuna
maruz kalmasi, immiinojenik cilt sorunlari, ¢esitli nedenlerle olusan DNA hasari, cilt rengi,
solaryum ve daha bir¢ok nedenden kaynaklanabilir. Cilt kanserlerine neden olan c¢esitli

etiyolojik etkenler asagida detaylandirilmustir.

1.4.1. UV Isinlan

UV 1sinlari cilt kanserinin baskin temel nedenidir. Cilt kanseri vakalarinin %80’ inden
fazlasmdan sorumludur (Jones vd., 2020). Ug tiir UV radyasyonu vardir: UV-A, UV-B ve
UV-C. UV-A ve UV-B, giines 151gmin bilesenlerinin ¢ogunlugunu olusturur. UV-A diger
tiplere gore daha uzun bir dalga boyuna (320-400 nm) sahip oldugundan, dermise girebilir
ve orada serbest radikaller Uretebilir. Daha kisa bir dalga boyuna (290-320 nm) sahip olan
UV-B epidermise girerek timin dimerlerinin sentezini indikleyebilmektedir. Hem UV-A
hem de UV-B kanser gelisimini etkilemektedir, ancak UV-A kanser olusumunda daha
etkindir. UV 1ginlar1 apoptozu indiikleyerek ve DNA onarim siireglerini engellemek suretiyle

DNA mutasyonlarina neden olmaktadir (Narayanan vd., 2010).

1.4.2. Ten Rengi

Cilt kanseri, farkli etnik gruplarda degisen oranlarda karsimiza ¢ikmaktadir.
Kafkasyalilarda tiim neoplazmlarin yaklasik %35-45’ini, Asyalilarda %2-4’UnU ve
siyahilerde %1-2’sini olusturmaktadir (Gloster & Neal, 2006). Epidermisteki melanin
miktar1 bu farkliligin temel nedenlerinden biridir. Beyaz Kafkasyali cildi, hem melanom hem
de melanom dis1 cilt kanserleri agisindan pigmentli ciltlere gore daha yiksek risk
tasimaktadir. Bunun temelinde koyu tenli bireylerin epidermisinde yer alan daha blyuk ve
yogun melanin icerikli melanozomlarm UV isinlarint Kafkasyalilarin daha kiigiik
melanozomlarma kiyasla daha verimli absorbe etmesi ve dagitmasi yatmaktadir. Bununla
birlikte, tiim etnik gruplar genellikle benzer tedavi yaklasimlarindan faydalanmaktadir

(Gloster & Neal, 2006).
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1.4.3. Immiinojenik Morbidite

Bagisiklik sisteminin baskilanmasi, giiniimiizde 6zellikle melanoma disi cilt kanserleri
icin 6nemli bir predispozan faktordir (Howard vd., 2018). Organ nakli yapilan bireyler
immiin baskilayici tedavilere bagli olarak genel popiilasyona kiyasla yaklasik %50 daha
yiiksek oranda cilt kanseri gelistirmekte ve daha agresif seyretmektedir (Howard vd., 2018).
Bagisiklik baskilayici ilaglarin cilt karsinogenezini hizlandirdig: bilinmektedir (Schrom vd.,
2020). Bu artista, 0zellikle immiin baskilayici tedavilerin T hiicresi supresyonu kritik rol
oynamaktadir. Melanom hiicreleri, bagisiklik sistemi ile etkilesim halinde olup,
proliferasyon ve metastaz sirecleri buyuk 6lctide timor mikrogevresi igerisindeki bagisiklik
hiicrelerinin yanitina baghdir. Tiimorle iligkili lenfositlerin sayisi, dagilimi ve bilesimi,
metastaz riskini ve sagkalimini etkileyen onemli faktorlerdir (Fridman vd., 2012). Bu
baglamda, 6zellikle CD8+ ve CD4+ T hiicrelerinin tiimdr c¢evresinde baskin oldugu
gosterilmistir. Ayrica, pl6 ekspresyonunun azalmasi, makrofajlarin M2/M1 polarizasyon
dengesi ve bagisiklik kontrol noktalar1 gibi molekiiller de prognozla iligkili bulunmustur

(Madonna vd., 2018).

1.4.4. Kapah Alanda Bronzlasma

Kapali alanda bronzlasma, giiniimiizde yapay UV radyasyonunun en o6nemli
kaynagidir ve bu uygulamanin artan kullanimi hem melanom hem de melanom dis1 cilt
kanserlerinin gelisiminde 6nemli bir risk faktorii olarak one ¢ikmaktadir (Schulman &
Fisher, 2009). Gengler arasinda solaryumun yayginlasmasi ise melanom vakalarinin ve g6z

saglig1 sorunlarimimn artmasina neden olmaktadir (Seidenberg vd., 2015).

145 Yas

Yas, cilt kanseri olusumunda en dnemli belirleyici faktorlerden biridir. Ileri yas
grubundaki bireylerin cilt kanserine yakalanma riski, gen¢ ve orta yas grubundaki kisilere
kiyasla belirgin sekilde daha yiiksektir. Yaslanma, insanlarda zaman igerisinde ortaya ¢ikan
psikolojik sosyal ve fiziksel degisikliklerin yani sira; biyolojik diizeyde de birikimsel etkiler
olusturmaktadir. Bu nedenle yaslanma, kanser dahil olmak {izere bir¢ok hastalik i¢cin en

giiclii risk faktorlerinden biri olarak tanimlanmaktadir.
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Molekiiler diizeyde, hiicreler birkag¢ nesil replikasyonun ardindan giderek daha fazla
somatik mutasyon biriktirme egilimindedir. Bu birikim, DNA tamir mekanizmalarinin
zayiflamasiyla birlestiginde, hiicrelerin kontrolsiiz biilylimesine ve malign transformasyona
yol acabilmektedir (Ribero vd., 2018).

1.5. Melanoma Kanseri Genetik Temeli

Melanom karsinogenezinin gelisimi ile alakali olarak; mitojenle aktive edilen protein
kinaz (MAPK) yolu, protein kinaz B (AKT) yolu, p53 yolu, hiicre dongisi dizenleyici
mekanizmalar ve epigenetik faktorler dahil olmak uzere birgok sinyal yolagi ile iliskili gen
mutasyonlar1 tanimlanmustir (Sekil 4) (Diazzi vd., 2023; Guo vd., 2021). Bu sinyal yolaklari,
hiicre proliferasyonu, apoptoz, farklilasma ve genetik stabilite gibi temel biyolojik siiregleri
duizenlemektedir. Ozellikle MAPK yolu, melanom dahil pek ¢ok kanser tiriinde, timor
hiicresinin hizl1 ve kontrolsiiz proliferasyonunu desteklemek amaciyla sik¢a aktive edilir.
Melanomda bu yolun aktiflesmesinde rol alan baslica genler BRAF, NRAS, NF1 ve KIT
olarak tanimlanmistir. Bu genlerde meydana gelen mutasyonlar, MAPK sinyal yolunun
hiperaktivasyonu ile sonuglanmakta ve timor hicrelerinin bayumesini tetiklemektedir.
Melanom hastalarinin yaklasik %50’sinde BRAF, %25’inde ise NRAS mutasyonlar1 tespit
edilmistir (Wellbrock & Arozarena, 2016). BRAF, Raf kinaz ailesine ait bir serin/treonin
kinaz olup, MAPK yolundaki sinyal iletiminde 6nemli bir role sahiptir. Diger yandan NRAS,
Ras ailesine ait GTP baglayici bir onkogen olup, hiicre i¢i sinyal iletiminde anahtar gérev
gormektedir (Diazzi vd., 2023; Guo vd., 2021).

NF1 (Neurofibromin 1) ise bir tiimor baskilayici gen olup, melanom hastalarmin %12-
30’unda mutasyona ugramaktadir. Bu oranlar, NF1’i melanomda BRAF ve NRAS’tan sonra
en sik mutasyona ugrayan liclinci gen konumuna getirmektedir. NF1 proteini, NRAS
aktivitesini negatif yonde diizenleyerek MAPK yolunun asir1 aktivasyonunu baskilayan bir
timor baskilayici mekanizma gorevi goriir (Kiuru & Busam, 2017; Olbryt, 2022).

Melanom gelisiminde en belirgin biyolojik 6zelliklerden biri, hiicre dongiisiiniin
kontrolsiiz sekilde ilerlemesidir. Ozellikle siklin bagimli kinaz inhibitdrii 2A (CDKN2A),
retinoblastoma ile iliskili protein (RB) ve siklin bagimli kinaz 4/6 (CDK4/6) gibi hicre
dongiisiinii diizenleyen genlerin mutasyona ugramasi, melanom karsinogenezinde sik
karsilasilan bir durumdur. CDKN2A, hiicre dongiisiinde G1/S gegisini kontrol eden
pl6INK4a ve pl4ARF proteinlerini kodlayarak hem RB hem de p53 yollarmi regiile
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etmektedir. CDKN2A’nin islev kayb1, hiicre dongiisiiniin durdurulamamasina neden olarak
hlcrelerin kontrolsiiz bir sekilde gogalmasina zemin hazirlar (L. Xu vd., 2019). Hucre
dongisu diizenlenmesinde rol olan diger bir faktér mikroftalmi ile iligkili transkripsiyom
faktoradir (MITF). MITF, melanositlerin gelisimi ve g¢ogalmasinda rol alan onemli bir
dizenleyidir. MITF genindeki mutasyon melanom hiicrelerinin kétii huylu gelismesinde
biiyiik 6l¢iide rol oynamaktadir (Guo vd., 2021; Vidwans vd., 2011). Benzer sekilde, timor
baskilayic1 gen olan TP53 tarafindan kodlanan p53 proteini, DNA hasarina yanit olarak
hiicre dongiisiinii durdurarak tamir mekanizmalarina zaman kazandirir veya apoptoz
mekanizmalarint aktive eder. Ancak melanomda, p53 yolunun ekspresyon seviyesinin
azalarak hiicre dongiisiiniin kontrolsiiz ilerlemesine katki sagladigi gosterilmistir (Guo vd.,
2021).

Melanom Kkarsinogenezinde ayni zamanda transkripsiyonel sinyal yolaklarinin
bozulmasi da tiimdr gelisimi ve metastaz siirecine 6nemli katki saglamaktadir. Bu baglamda
ozellikle dikkat ¢eken yolaklardan biri, evrimsel olarak olduk¢a korunmus olan Wnt/(-
katenin sinyal yolagidir. Wnt sinyali embriyonik gelisim, doku rejenerasyonu, proliferasyon,
farklilasma ve homeostaz gibi temel biyolojik sureclerde kritik rol oynar. Melanomda,
Wnt/B-katenin yolunun siirekli ve diizensiz aktivasyonu, hiicre proliferasyonunun artmasina,
farklilagsma siire¢lerinin bozulmasima ve ozellikle tiimor hiicrelerinin invaziv metastatik
kapasitesinin artmasina neden olmaktadir (Gajos-Michniewicz & Czyz, 2020; Zhan vd.,
2017).
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Sekil 4. Melanomada rol oynayan 3 6nemli sinyal yolagi; MAPK yolu (turuncu), PI3K/AKT
yolu (yesil) ve CDK4/6-p53 (kahverengi)

1.5.1. Melanoma Kanseri Tedavi Yontemleri

Metastatik melanom tedavisinde, ABD Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan
onaylanan baslica tedavi ajanlari; dakarbazin temelli kemoterapiler ile yiksek doz
interlokin-2 (IL-2) uygulamalaridir. Bununla birlikte, adjuvan tedavi amaciyla interferon
alfa-2b (IFN-a2b) de klinik kullanima sunulmustur. Ancak bu ajanlarin ciddi sistemik
toksisiteleri, sinirli klinik etkinlikleri ve tedaviye diisiik yanit oranlar1 nedeniyle kullanimlari
zamanla azalmis ve yerlerini daha hedefli tedavi yaklagimlarina birakmistir (Di Trolio vd.,
2015; Guo vd., 2021).

Melanom tedavisinde 2010 yilindan itibaren devrim niteliginde gelismeler yasanmis
ve FDA tarafindan bir dizi immiinoterapétik ve hedefe yonelik ajan onaylanmistir. Bu
ajanlar arasinda; sitotoksik T-lenfosit protein-4 (CTLA-4)inhibitorid ipilimumab,
antimetastatik programlanmis hiicre 6liimi proteini 1 (PD-1) inhibitdrleri olan nivolumab
ve pembrolizumab gibi immdin kontrol noktasi inhibitorleri one ¢ikmistir. CD152 olarak
bilinen CTLA-4, aktive olmus T hiicrelerinin yilizeyinde bulunan ve B7’nin CD28’e
baglanmasini engelleyen bir inhibitér molekiildiir. CTLA-4, lenf diigiimlerindeki naif T
hiicresi aktivasyonunun baglangi¢ agsamasini durdurma islevi goriir ve T hiicresi yanitlarinin

azalmasinda etkilidir. Ipilimumab gibi Anti-CTLA-4 antikorlari, CTLA-4 baglanmasini
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bloke etmek ve T hiicresi fonsiyonunun inhibisyonunu Onlemek {izere tasarlanmistir
(Sivanandam vd., 2019). Ayrica, ipilimumab ile nivolumab kombinasyonlari, daha yiiksek
yanit oranlar1 sunmasi nedeniyle ileri evre melanom tedavisinde tercih edilen protokoller
arasina girmistir (Guo vd., 2021; Muto vd., 2025).

Hedefe yonelik tedaviler kapsaminda ise, 0zellikle BRAF V600E mutasyonlarina
sahip melanom hastalarinda etkili oldugu gosterilen BRAF inhibitorleri (vemurafenib,
dabrafenib) ve MEK (mitogenle aktive edilen protein kinaz kinaz-MAPKK) inhibitori
trametinib gibi ajanlar klinik kullanima girmistir. Bu modern terapotik ajanlar, melanom
hastalarinin sagkalim siiresini anlamli diizeyde artirmis ve tiimdr kontroliinde olumlu
sonuglar vermistir. Ancak tiim bu gelismelere ragmen, diisiik yanit oranlar1 ve zaman iginde
gelisen tedavi direnci, hastalarin uzun vadeli iyilesme potansiyelini smnirlamaktadir. Bu
nedenle, mevcut tedavi yaklasimlarinin optimize edilmesi, yeni terapotik kombinasyonlarin
gelistirilmesi ve alternatif tedavi hedeflerinin belirlenmesi biiyiik 6nem arz etmektedir (Guo

vd., 2021).

1.6. Salgilanan Klotho ve Kanser Hiicresinde Etkiledigi Gen Yolaklar

Yapilan gesitli calismalar, Klotho gen ekspresyonunun bir¢ok malign timor tipinde
anlaml1 diizeyde azaldigmi ortaya koymustur. Ozellikle akciger, kolorektal, pankreas, meme
ve yumurtalik kanserlerinde, malign doku 6rneklerinde Klotho ekpresyonunun, saglikli
dokuya kiyasla belirgin sekilde azaldigi gosterilmistir (Sachdeva vd., 2020). Bu durum,
Klotho’nun tiimor baskilayici 6zelliklerini desteklemektedir (Sekil 5) (Sachdeva vd., 2020).
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Klotho

invazyon, hiicre cogalmass,

protein sentezi

Sekil 5. a-Klotho proteininin etkiledigi sinyal yolaklar1 (Sachdeva vd., 2020)
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1.7. Klotho ve Melanoma Kanseri

Camilli ve arkadaglarinin yamis olduklar1 bir ¢calismada, UACC903, M93-047 ve
G361 melanoma hiicre hatlar1 kullanilarak rekombinant klotho proteininin etkileri
arastirilmistir. Bahsi gecen calismada, melanoma hiicrelerine rekombinant klotho proteini
uygulanmast sonucunda WNT-5A protein ekspresyonunun anlamli diizeyde azaldigi ve
buna bagli olarak Wnt sinyal yolunun aktivitesinin baskilandigi gosterilmistir (Camilli vd.,
2011).

Ayrica, bu ii¢ farkl hiicre hattinda Kl gen ekspresyon seviyeleri kantitatif PCR (QPCR)
yontemi ile analiz edilmistir. Klotho mRNA diizeylerinin, hem UACC903 hem de M93-047
hiicrelerinde, G361 hiicre hattina kiyasla daha diisiik seviyede oldugu saptanmustir. Bu
sonuglar, klotho proteininin melanoma hucrelerinde normal hiicrelere kiyasla daha az ifade
edildigini ve ekspresyon seviyelerinin WNT-5A ekspresyonu ile ters orantili oldugunu
ortaya koymustur (Camilli vd., 2011).

1.8. Cahsmanin Amaci

Bu c¢alismada, c¢esitli kanser tiirleri i¢in antikanserojenik etkileri literatiirde
tanimlanmig insan Klotho (hKL) proteininin, insan malign melanom hiicre hatt1 (VMM917)
Uzerindeki potansiyel antitimor etkilerinin arastirilmas: amaglanmustir. Klotho proteininin,
melanoma hiicrelerinin proliferasyonu, canliligit ve hiicre dongiisii lizerindeki olas1
dizenleyici etkilerinin in vitro kosullarda degerlendirilmesi hedeflenmistir.

Calismada elde edilen verilerin giivenirligini ve biyolojik anlamliligini artirmak
amaciyla, saglikli insan epidermal keratinosit hiicre hatt1 HaCaT, kontrol hicre modeli
olarak kullanilmistir. Bu sayede, hKL proteininin kanserli ve saglikli hiicreler tizerindeki
farkli etkileri karsilastirilmali olarak incelenerek hiicreye 6zgii yanit profillerinin ortaya

konmas1 hedeflenmistir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Deri Hiicre Hatlarimin Sivi Azottan Cikartilarak Kiiltiir Edilmesi

Calismanm amacma hizmet edecek deneysel surecgler igin, sivi azot igerisinde
muhafaza edilen VMMO917 ve HaCaT hiicre hatlar1 kullanmilmistir (Sekil 5 ve Sekil 6).
VMMO917 hiicre hatt1 Karadeniz Teknik Universitesi Macka Meslek Y tiksekokulunda gérev
yapmakta olan Dog¢. Dr. Elif Ayazoglu’dan; HaCaT hiicre hatt1 ise Karadeniz Teknik
Universitesi T1p Fakiiltesi Temel T1p Bilimleri Anabilim Dalinda gérev yapmakta olan Dog.
Dr. Tuba Dinger’den temin edilmistir. Calismalarin baslangicinda, VMM917 ve HaCaT
hiicreleri, 37 °C sicakliktaki su banyosunda hizli bir sekilde ¢oziindiiriilmiistiir. Céziinmenin
hemen sonrasinda hiicre siispansiyonuna, 4 mL taze besiyeri (Tablo 1) ilave edilerek
homojenize edilmis ve 1000 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek hiicrelerin ¢6kmesi saglanmaistir.
Santrifiij sonras1 siipernatant dikkatlice uzaklastirilmis ve elde edilen hiicre peleti 1 ml
besiyeri ile ¢oziilerek T75 yiizey alanma sahip kiiltiir kabma aktarilmistir. Son hacim
besiyeri ile 10 mL’ye tamamlanarak kiiltiir ortami1 hazirlanmistir. Hiicreler, %5 CO2 iceren
37 °C’deki etiivde inkiibe edilmistir. Hiicre morfolojileri belirli araliklarla ters (inverted)

mikroskop altinda gézlemlenmistir (Sekil 6 ve Sekil 7).

Tablo 1. Hiicre hatlar1 igin besiyeri igerigi

VMM917 HaCaT
%79 RPMI %79 DMEM
%20 FBS %20 FBS

%1 PS %1 PS
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ATCC Numbes: CRL3232
Desgnation:  VMMS17

Low Demity

¢

!
fas

ke
Sekil 7. HaCaT hiicre hatt1 10X mikroskop goriintiileri

2.2. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hicrelerin proliferasyonunun maksimum oranda gerceklestigi durumda, T75 kiltir
kabimin yiizeyini tamamen kaplamasi ile birlikte, hiicreler arasindaki temas artar ve kontakt
inhibisyon nedeniyle ¢ogalma hizlar1 azalmaya baglar. Bu durum hiicrelerin strese girmesine
ve Oliimlerinin baglamasma yol acar. Bu nedenle, hiicrelerin saglikli biiyime ortamlarinin
korunabilmesi amaciyla belirli araliklarla yeni kiiltiir kaplarina aktarilmasi (pasajlanmasi)
gerekmektedir.

Bu baglamda pasajlama iglemi i¢in dncelikle hiicrelerin bulundugu kiiltiir ortamindaki
besiyeri dikkatlice uzaklastirilmis, ardindan hiicre kalintilarinin temizlenmesi ve enzimatik

ayrigmanin daha etkin olmasi igin hiicreler, 4 mL PBS (fosfat tamponlu salin) solusyonu ile
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yikanmugtir. Daha sonra kiiltiir kab1 tabanina tutunmus hiicrelerin ayristirilabilmesi amaciyla
1 mL 1xTripsin-EDTA ¢6zeltisi hiicrelerin tizerine eklenmis ve hiicreler 37 °C sicaklikta,
%5 COz igeren inkiibatorde 5 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda,
hiicrelerin tabandan ayrilip ayrilmadigi inverted mikroskop altinda gdzlemlenmis; hiicrelerin
yiizeyden tamamen ayrildig: tespit edildikten sonra 2 mL FBS igeren besiyeri eklenerek
tripsin inaktive edilmistir. Elde edilen hiicre siispansiyonu, 230 Xg’de 5 dk santrifiij edilerek
coktlirtilmiistiir. Santrifiij sonrasi elde edilen hiicre pelleti, 1 mL taze besiyeri ile ¢oziilmiis
ve homojen hale getirilen siispansiyon, Thoma lami kullanilarak sayilmistir. Elde edilen
hiicre sayist dogrultusunda 300.000 hiicre yeni kiiltiir kabina ekilmistir. Bu iglemler,
hiicrelerin saglikli proliferasyonunun devam ettirilmesi ve deneysel uygulamalarda

kullanilabilir durumda olmalarinin saglanmas1 amaciyla diizenli olarak tekrarlanmigtir.

2.3. Hiicrelerin Dondurulmasi

Deneysel uygulamalarin stirdiiriilebilirligi amaciyla elde edilen hiicrelerin bir kismi
stoklanmigtir. Bunun i¢in hiicreler, dondurma medyas: ile stispanse edilmistir (Tablo 2).
Steril kriyojenik tiiplere aktarilan hiicreler, 6nce -80 °C dondurucuda kademeli olarak
sogutularak, daha sonra uzun siireli saklama amaciyla sivi azot tankina transfer edilerek

depolanmustir.

Tablo 2. Hiicre dondurma medyasi igerigi

VMM917 HaCaT
%49 RPMI %49 DMEM
%40 FBS %40 FBS
%10 DMSO %10 DMSO
%1 PS %1 PS

2.4. Rekombinant a-Klotho Proteininin Hazirlanmasi

Calismalarda kullanilacak olan rekombinant insan o-Klotho proteini ticari olarak
temin edilmis (PEPROTECH, Cat N0:100-53) ve iiretici firmanin &nerdigi protokol
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dogrultusunda hazirlanarak 1 pg/mL ana stok olusturulmustur. Hazirlama islemi sirasinda,
proteinin stabilitesini ve biyolojik aktivitesini koruyabilmek amaciyla %0,1 oraninda Bovine
Serum Albumin (BSA) igeren ¢ozeltiden faydalanilmistir. Hazirlanan stok c¢ozeltiler,
kontaminasyon riskine karsi steril sartlar altinda hazirlanarak, ileride yapilacak dozaj

uygulamalarinda kullanilmak iizere -20 °C’de saklanilmistir.

2.5. hKL Proteininin VMM?917 ve HaCaT Hiicre Hatlar1 Uzerindeki
Sitotoksik Etkisinin MTT Hiicre Canlilik Testi ile
Degerlendirilmesi

Bu ¢aligmada, rekombinant insan klotho (hKL) proteininin melanoma hiicre hatti
(VMMO917) ve normal insan keratinosit hiicre hatt1 (HaCaT) {izerindeki olas1 sitotoksik
etkisi, hiicre canlilik oranini lgmeye yonelik olarak yaygin sekilde kullanilan MTT (3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolyum bromid) testi ile degerlendirilmistir. MTT testi,
hicrelerdeki mitokondriyal aktiviteyi temel alarak hiicre canlilik oranini belirlemede etkin
bir yontemdir. Canli hiicreler MTT’yi ¢oziinmeyen formazana donistiiriir, bu da
spektrofotometrik olarak dlgllebilir bir renk degisimini tetikler.

hKL proteini, farkli konsantrasyonlarda (0, 25, 50, 100, 200, 400 ve 800 ng/mL)
VMMO917 ve HaCaT hicrelerine uygulanarak hiicre canlilik tizerindeki etkisi test edilmistir.

e Deneyler her bir hiicre hatt1 (VMM917 ve HaCaT) icin U¢ deney ici tekrar
olacak sekilde ve iki farkli inkiibasyon siiresi (48 saat ve 72 saat) dikkate
alinarak 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarinda gergeklestirilmistir.

e Her kuyucuga 15.000 hiicre igeren 200 UL hiicre siispansiyonu eklenmistir.

e Hiicrelerin tabana tutunmalar1 ve adezyonlarmnin saglanabilmesi amaciyla
kiiltiir kaplari, %5 COzigeren 37 °C inkiibatorde inkiibe edilmistir. Hlicrelerin
yaklasik %80 konfluent olmas1 beklenmistir.

e Hiucreler %80 konfluente ulastiginda, her kuyucuga artan dozlarda hKL
proteini (0, 25, 50, 100, 200, 400 ve 800 ng/ml) igeren besiyeri eklenmistir.

e Uygulama sonrasi hiicre morfolojileri inverted mikroskop ile gézlemlenmis ve
her kuyucuk fotograf ile belgelenmistir.

e Kiiltiir kaplar1 48 ve 72 saat boyunca 37 °C’de %5 CO2 ve %95 nem iceren

inkiibatorde inkiibasyona birakilmistir.
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e 72 saatlik inklibasyon sonunda kuyucuklardaki medyalar uzaklastirilmistir.
Her kuyucuga 130 pL taze besiyeri + 10 pL 5 mg/mL MTT c¢ozeltisi iceren
besiyeri karigimi eklenmistir.

e Hiicreler 4 saat 37 °C’de inkiibe edildikten sonra MTT iceren besiyeri
uzaklastirilmis ve her kuyucuga 200 pL DMSO eklenmistir.

e Hiicre plakalar1 oda sicakliginda, gece boyunca 120 rpm’de calkalanan
sallayiciya yerlestirilmistir.

e Ertesi giin, mikropleyt kuyucuklarinda olusan renk degisimlerinin 590 nm
dalga boyunda spektrofotometrik Glgtimleri gergeklestirilmis ve absorbans
degerleri kaydedilmistir.

e Elde edilen absorbans degerleri normalize edilerek % hiicre canlilig1

hesaplanmistir.

2.6. MTT Sonuclarimin SPSS Analizi

Elde edilen hiicre canlilig1 verileri, istatiksel analiz i¢in SPSS yazilimina aktarilmistir.
hKL proteininin farkli dozlar ve inkiibasyon siireleri boyunca hiicre canliligi iizerindeki
etkilerini degerlendirebilmek amaciyla tek yonlii varyans analizi (UNIANOVA) testi
uygulanmistir. Bu analizle hem bagimsiz degiskenlerin (doz ve zaman) hem de bu

degiskenler arasi etkilesimin istatiksel olarak anlamli olup olmadig1 degerlendirilmistir.

2.7. hKL Proteininin Hiicre Déngusi Uzerindeki Etkisinin Analizi

Bu deney kapsaminda, hKL proteininin VMM917 ve HaCaT hicre hatlarinda hiicre
dongust Uzerindeki etkisi Propidium loidide (PI) (Elabscience Ref #E-CK-A161) boyama
yontemi kullanilarak analiz edilmistir. Bu baglamda, hKL muamelesi sonrasi deri
hicrelerinin  belirli fazlarda (G0/G1, S, G2/M) nasil konumlandiginin belirlenmesi
hedeflenmistir. Bunun icin hiicre déngust analizleri, BD Accuri C6 Plus Sitometri (BD
Biosciences) cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir. Deneysel analiz igin, MTT analizi
sonuglarma gore sitotoksik etkinin en yiiksek oldugu 72. saat, 800 ng/mL doz hKL
muamelesi drnekleri kullanilmistir. Ilgili deneysel siirelerin detaylar1 asagida listelenmistir:

e VMMOI17 ve HaCaT hiicre hatlar1 T-25 kiiltiir kaplarina her biri igin 1.5 x 10°

hiicre olacak sekilde ekilmistir.
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e Hiicreler 24 saat boyunca 37 °C’de inkiibe edilerek tabana tutunmalar1 ve
cogalmalar1 saglanmistir.

e Inkiibasyon sonrasi, kiiltiir kaplarindaki eski kiiltiir besiyeri uzaklastirilmis ve
3 mL PBS ile yikanmustur.

e Yikama isleminin ardindan, hiicreler 800 ng/mL hKL proteini iceren 2 mL taze
besiyeri ile muamele edilerek 72 saat inkiibe edilmistir.

e Kontrol grubu ise, hKL icermeyen besiyeri ile ayni kosullarda inkiibe
edilmistir.

e Inkiibasyon sonunda hiicreler tripsin-EDTA ¢ozeltisi ile tripsinize edilmis,
hiicre stispansiyonlar1 15 mL’lik steril santrifuj tiiplere aktarilmustir.

e Her tipe 3 mL PBS eklenmis ve 230 xg’de 5 dk santrifiij edilerek yikama
islemi yapilmistir. Santrifiij sonrasi siipernatant uzaklastirilmastir.

o Elde edilen hticre pelletleri 500 pL soguk %70 etanol ile karistirilarak 4 °C’de
gece boyunca fikse edilmistir.

e Ertesi gun, hiicreler 1000 rpm’de 15 dk santrifij edilerek etanol ortamdan
uzaklastiriimistir.

e Hiucre pelletleri 500 pL PBS ile yikanmis ve 700 rpm’de 15 dk santrifiij
edilerek PBS ortamdan uzaklastirilmistir.

e Pelletler, 50 puL RNaz A (100 pg/ml) ile muamele edilerek 30 dakika 37 °C’de
inkiibe edilmistir.

e RNaz uygulamasi sonrasi hiicreler tekrar 700 rpm’de 15 dk santrifuj edilmistir.

e Her bir 6rnek tlpe, 50 pL PI (50 pg/ml ) ¢ozeltisi ilave edilerek hiicreler 4
°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir.

e Boyama sonrasi hiicreler 700 rmp’de santrifiij edilmis ve 500 puL PBS ile
yikanmustir.

e Yikama islemi yapildiktan sonra tekrar 500 pL PBS ile siispanse edilmistir.

e Boyanan hiicre siispansiyonlar1 akim sitometri cihazina yiiklenmis ve her 6rnek

icin minumum 10.000 hiicre sayim1 gerceklestirilmistir.

2.7.1. Akim Sitometrisi Verilerinin Analizi

Elde edilen hticre dongusu verileri Modfit Verity (Version 6.0) yazilimina aktarilarak,

kantitatif analizleri gergeklestirilmistir.
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2.8. Toplam RNA izolasyonu

Bu ¢alismada, VMMO917 ve HaCaT hiicrelerinden toplam RNA izolasyonu, TRIzol

reaktifi (Thermo Sicentific, Inc, Katolog No: 15596-026) kullanilarak gergeklestirilmistir.

RNA izolasyonunda RNA’nin biitlinligiinii korumaya yonelik olarak izolasyon sirecleri,

yuksek sanitasyon ve hassasiyet gozetilerek yiiriitiilmiistiir.

RNA izolasyonuna baslanmadan 6nce, ilgili hiicre hatlari, hiicre dongiisii
analizinde uygulanan kiiltiir kosullarina benzer sekilde T-25 kiiltiir kaplarinda
kiiltiire edilmis ve 37 °C, %5 COz igeren etiivde 72 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda, hiicreler tripsinize edilerek kiiltiir kab1 yiizeyinden
ayrilmig ve 15 ml’lik steril tiiplere aktarilmustir.

Hiicre siispansiyonlari, 230 Xg’de 5 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriilmiis ve
kirli stipernatant uzaklastirilmistir.

Hucre pelletlerinin tzerine 3 mL PBS eklenerek hiicreler yikanmig, ardindan
tekrar 230 xg’de 5 dakika santrifiij edilmistir.

Ust faz (siipernatant) dikkatlice uzaklastirildiktan sonra, hiicre pelletinin
uzerine 1 mL TRIzol reaktifi eklenmis ve pipetaj ile hiicrelerin tamamen lizis
olmasi1 saglanmustir.

Elde edilen lizat, RNA izolasyonu islemi i¢in 1,5 mL’lik mikrosantrifij
tuplerine aktarilmustir.

TRIzol ile lizis edilen hiicre siispansiyonlarinin her birine 200 pL saf kloroform
ilave edilmis, tiipler 15 saniye boyunca kuvvetlice c¢alkalanmis ve oda
sicakliginda 3 dk bekletilmistir.

Ardindan tiipler 16.0000 xg’de 15 dakika, 4 °C’de santrifiij edilmistir.

Bu islem sonucunda RNA’y1 igeren iist faz dikkatlice pipetlenerek yeni bir
mikrosantrifilj tlplne aktarilmistir.

RNA’nm ¢oktiiriilmesi amaciyla 500 pL %100 izopropanol eklenmis ve 1 saat
-20 °C’de bekletilmistir.

Ardindan, Ornekler 16.000 xg’de 20 dakika 4 °C’de santriflij edilerek
RNA’larm ¢oktiiriilmesi indiiklenmistir.

Ust faz atilmis ve RNA pelleti Gizerine 1 mL %75 etanol eklenerek yikamalar1

gerceklestirilmis ve alt-iist yapilarak karistirilmustir.
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Tupler, 16.000 xg’de 10 dakika santrifiij edilmis ve siipernatant dikkatlice
uzaklagtirilmagtir.

Yikama islemi sonrasi, tiipler kisa siire ters ¢evrilerek agzi agik sekilde 37
°C’ye kaldirilmis ve etanoliin buharlagsmasi saglanmaistir.

Kurutulan RNA pelletleri, 10 pL RNAaz icermeyen su ile ¢oziilmiistiir.

Elde edilen toplam RNA 0Ornekleri, -20 °C’de saklanmak iizere etiketlenmis ve

stoklanmistir.

RNA Kalite ve Konsantrasyon Analizi

Izole edilen RNA’nin konsantrasyonu ve saflig1, NanoDrop spektrofotometresi
(Thermo Scientific™) ile 260/280 nm ve 260/230 nm oranlarinda 8l¢iilmiistiir.
260/280 oran1 1,8-2,0 araliginda olan 6rnekler yiiksek saflikta kabul edilerek

%1 agaroz jel elektroforezi ile dogrulanmastir.

2.9. cDNA Sentezi

Toplam RNA izolasyonunun ardindan, Orneklerdeki gen ekspresyonu analizi igin

komplementer DNA (cDNA) sentezi gergeklestirilmistir. Bu islem iretici firmanin

protokoliine uygun olarak yiiksek verimli ters transkriptaz enzimi iceren ticari bir cONA
sentez kiti (A.B.T, Katolog No #C01-01-20) kullanilarak yiirtitiilmiistiir.

Her bir 6rnek icin reaksiyon karisimi Tablo 3’te belirtilmistir.

Tablo 3. cDNA sentez reaksiyon igerigi

Bilesen Miktar

Total RNA 4 ng olacak sekilde hesaplanip eklenmistir.
Oligo dT primer (50 uM) 1,0 uL

dNTP karigimi (2,5 mM) 1,0 uL

RNaz icermeyen su Toplam hacim 10 pL olacak sekilde

eklenmistir.

Tiipler 65 °C’de 5 dakika 1sitilarak RNA’nin ikincil yapilar1 denatiire edilmis

ve ardindan hizlica buz {izerinde sogutulmustur.
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e Sogutulan karisima Tablo 4°te yer alan bilesenler ilave edilmistir.

Tablo 4. cDNA sentezi 2. adimda eklenen bilesenler

Eklenen Reaktif Miktar

10X Reaksiyon Tamponu 2 uL

RNaz Inhibitorii (40 U/uL) 0,5 pL

Ters Transkriptaz Enzimi (200 U/uL) 1,0 uL

DTT (100 mM) 1,0 L

RNaz icermeyen su Toplam hacim 20 pL olacak sekilde
eklenmistir.

Reaksiyon tiipleri Tablo 5°te belirtilen kosullarda PCR cihazina yerlestirilmistir.

Tablo 5. PCR kosullar1

Adim Dongii Sayisi Sicakhk Sure
1 1 42 °C 60 dk
2 1 70 °C 10 dk
3 41 4°C 0

e Inkiibasyon siireci sonunda elde edilmis cDNA’lar, sonraki gPCR analizlerinde

kullanilmak tizere -20 °C’de stoklanmuistir.

2.10. Gercek Zamanh PCR ile Gen Ekpresyon Analizi

Bu asamada, hKL proteini ile muamele edilmis VMM917 ve HaCaT hiicre hatlarinda
belirli genlerin ekspresyon diizeyleri gercek zamanli kantitatif PCR yontemiyle analiz
edilmistir. Bu deney icin GoTaq Master Mix (Katolog No#A6001, Promega Inc) ve CFX
Connect™ real-time cihazi (BIORAD, Inc) kullanilmistir. Deney kapsaminda, 72. Saat, 800

ng/mL doz hKL uygulamasi sonrast hiicreler kullanilmastir.
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2.10.1. Kullanilan Primerler

qPCR analizi esnasinda, hKL uygulamasi sonrasi belirli genlerin ekspresyon analizini
hedefleyen ¢aligma kapsaminda kullanilacak hedef genler, BRAF, NRAS, NF-1, CDK4,
TP53 ve MITF olarak belirlenmistir. Referans gen olarak g-Aktin geni kontrol grubu olarak
kullanilmistir. qPCR analizi i¢in belirlenmis hedef genlere 6zgii olarak dizayn edilmis ve

akabinde sentezlenmis olan gen-spesifik primer dizileri Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6. qPCR analizinde kullanilan primer dizileri

Gen Adr Primer Dizisi (5°—3’)

BRAF F: TGAAAACACTTGGTAGACGGG
BRAF R: CATTTTCACTGCCACATCACC
NRAS F: AATACATGAGGACAGGCGAAG
NRAS R: GTTTCCCACTAGCACCATAGG
NF-1 F: TCCCACATCTCCTTACCCTC
NF-1 R: GTTCTCCTTGTCGATTCCTGG
MITF F: AGAGTGTGGATTCATTTCAGGG
MITF R: ACCCCGAGTTACAATTCTGC
CDK4 F: TTCGTGAGGTGGCTTTACTG
CDK4 R: TCTACATGCTCAAACACCAGG
TPS53 F: CCAGCCAAAGAAGAAACCAC

TPS53 R: TGAGTTCCAAGGCCTCATTC
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2.10.2. Reaksiyon Kosullar

qPCR deneysel siireglerini her bir drnek i¢in tatbik etmek maksadiyla, Tablo 7°de

belirtilmis reaksiyon karigimlar1 olusturulmustur.

Tablo 7. gPCR reaksiyon kosullar1

Eklenen Reaktif Miktar (pL)
gPCR Master Mix 10 pL

Forward Primer 1 pL (500 pM)
Revers Primer 1 puL (500 uM)
cDNA Ornegi 0,5 L (100 ng)
Niikleaz igermeyen Su 7,5 uL

2.10.3. Termal Dongui Kosullar:

PCR reaksiyon karisimlar1 olusturulduktan sonra, reaksiyon pleytinin iizeri yapiskan

plastik membran kapatilarak miihiirlenmis ve asagida detaylar1 belirtilmis kosullar altinda

gPCR reaksiyon analizleri tatbik edilmistir (Tablo 8).

Tablo 8. gPCR sentezi termal dongii programi

Adim Dongii Sayisi Sicakhk Sure
Polimeraz  Enzim 1 95 °C 2 dk

Aktivasyonu

Denattrasyon 40 95 °C 15sn
Baglanma ve Uzama 40 60 °C 1sn




3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. VMMO917 ve HaCaT Hicre Hatlarmin Kiiltiir Edilmesi

Caligmada, laboratuvar stoklarinda sivi azot igerisinde muhafazasi gerceklestirilmis
VMMO917 ve HaCaT hiicre hatlar1 kullanilmistir. Bu hiicreler, tim deneysel uygulamalarda
kullanilmak iizere pasajlanmis ve kiiltiir siireci boyunca morfolojik 6zellikleri inverted

mikroskop altinda diizenli olarak gézlemlenmistir (Sekil 8 ve 9)

Sekil 8. VMM917 hiicre hattmin kiiltiirdeki morfolojisi (Inverted mikroskop, 10X ve 5X)

Sekil 9. HaCaT hiicre hattinin kiiltiirdeki morfolojisi (Inverted mikroskop, 10X ve 5X)



29

3.2. Sitotoksik Etkinin MTT Aracili SPSS Analizi ile
Degerlendirilmesi

Klotho proteininin hucrelerdeki sitotoksik etkisinin belirlenmesi amaciyla, boliim
2.5’te belirtilmis sartlar altinda insan keratinosit hiicre hatti (HaCaT) ve insan malign
melanom hiicre hatt1 (VMMO917) farkli konsantrasyonlarda (0, 25, 50, 100, 200, 400 ve 800
ng/ml) hazirlanmis hKL proteinine maruz birakilmis; hicre canliliklart MTT testi ile 48. ve
72. saatlerde degerlendirilmistir. Her bir grup igin 3 deney i¢i tekrar ile analizler
gergeklestirilmistir.

Elde edilen verilere gore; hKL proteininin HaCaT hiicre hattindaki sitotoksik etkisinin
zamana ve doza bagli olarak degiskenlik gdsterdigi belirlenmistir. Kisa siireli inkiibasyon
(48. saat) sonunda; diisiik ve orta hKL konsantrasyonlarinda (25-400 ng/mL) hicre
canliliginin %95’in lizerinde seyrettigi ve hatta bazi dozlarda hafif artiglarin gozlendigi tespit
edilmistir (Sekil 11). Bu durum, hKL proteininin kisa sureli uygulamalarda bir sitotoksisite
olusturmadigini diisindiirmektedir. Ancak 72. saat verileri incelendiginde, 6zellikle 400 ve
800 ng/mL konsantrasyonlarinda hiicre canliliginda kontrol grubuna kiyasla bir azalma
g6zlenmistir. En belirgin diisiis 800 ng/mL dozunda olup, hiicre canliligi %81,15 seviyesine
gerilemistir. Diisiik dozlarda canliligin artis egiliminde olmasi, olas1 bir proliferatif yanit
veya adaptif mekanizmalarla iliskili olabilecegini diistindiiriirken; yiiksek dozda gdzlenen
azalma, hucrelerin inklibasyon siiresine bagli bir yanit gelistirdigini diistindiirmektedir.

Buna karsilik, VMMO917 hiicre hattinda hKL proteini uygulamalar1 sonrasinda 48.
saatte 50 ve 100 ng/mL dozlarinda belirgin bir proliferatif etki gézlenmis; hiicre canliligi
%120,18 ve %113,80 olarak Ol¢iilmiistiir (Sekil 10). Bu etki 72. saatte azalarak %105,99-
101,14 seviyelerinde kalmis, ancak genel canlilik seviyesi yiiksek seyretmistir. Onemli
olarak 800 ng/ml dozda 72. saatte hiicre canlilig1 %85,12’ye diismiis olup, HaCaT hicre
hattinda ayn1 dozda g6zlenen daha belirgin diisiise kiyasla, VMM917 hiicrelerinin hKL’ye
kars1 nispeten daha direncli bir yanit olusturduklar1 tespit edilmistir.

Bu sonuclar, literatiirde bildirilen bazi beklentilerin aksine, HaCaT hiicrelerinin
ylksek doz hKL uygulamasina karst VMMO917°ye kiyasla daha duyarli olabilecegini ve bu
farkliligin hiicresel yanit mekanizmalar ile iliskili olabilecegini diigiindlirmektedir. Deneyin
ilerleyen asamalarinda 800 ng/mL dozun sec¢ilmesinin gerekgesi, bu dozda VMM917 hiicre

hattinda bu direncin segici etki potansiyelini degerlendirme gerekliligidir.
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Sekil 10. VMMO917 hiicre hatt1 48. ve 72. saat doza bagimli % hiicre canliligin1 gosteren
grafikler. A) Excel grafigi, B) SPSS grafigi
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Sekil 11. HaCaT hiicre hatt1 48. ve 72. saat doza bagimli % hiicre canliligin1 gosteren
grafikler. A) Excel grafigi, B) SPSS grafigi
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MTT analizlerinden elde edilmis bulgular, SPSS analizi ile istatistiki
degerlendirmelere tabi tutulmustur. Ulasilmis istatistiki veriler incelendiginde; 400 ng/mL
ve 800 ng/mL hKL konsantrasyonunda kontrol grubuna kiyasla HaCaT hiicre canliliginda
anlaml1 azalma saptanmistir (p<0,05) (Tablo 9).

Tablo 9. HaCaT hiicre hattinda hKL muamelesi sonrasi ¢oklu karsilagtirma analizi (LSD

testi)
Bagimli Degisken: Canlilik
LSD
Mean Difference 95% Confidence Interval

() Doz (J) Doz (1-J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound

,00 25,00 3,3000 3,97468 416 -4,9658 11,5658
50,00 2,3725 3,97468 ,557 -5,8933 10,6383
100,00 1,1275 3,97468 779 -7,1383 9,3933
200,00 2,5825 3,97468 ,523 -5,6833 10,8483
400,00 9,7150" 3,97468 ,023 1,4492 17,9808
800,00 12,7800 3,97468 ,004 4,5142 21,0458

25,00 ,00 -3,3000 3,97468 416 -11,5658 4,9658
50,00 -,9275 3,97468 ,818 -9,1933 7,3383
100,00 -2,1725 3,97468 ,590 -10,4383 6,0933
200,00 -, 7175 3,97468 ,858 -8,9833 7,5483
400,00 6,4150 3,97468 ,121 -1,8508 14,6808
800,00 9,4800 3,97468 ,027 1,2142 17,7458

50,00 ,00 -2,3725 3,97468 ,557 -10,6383 5,8933
25,00 ,9275 3,97468 ,818 -7,3383 9,1933
100,00 -1,2450 3,97468 757 -9,5108 7,0208
200,00 ,2100 3,97468 ,958 -8,0558 8,4758
400,00 7,3425 3,97468 ,079 -,9233 15,6083
800,00 10,4075 3,97468 ,016 2,1417 18,6733

100,00 ,00 -1,1275 3,97468 779 -9,3933 7,1383
25,00 2,1725 3,97468 ,590 -6,0933 10,4383
50,00 1,2450 3,97468 757 -7,0208 9,5108
200,00 1,4550 3,97468 ,718 -6,8108 9,7208
400,00 8,5875 3,97468 ,042 3217 16,8533
800,00 11,6525 3,97468 ,008 3,3867 19,9183

200,00 ,00 -2,5825 3,97468 ,523 -10,8483 5,6833
25,00 , 7175 3,97468 ,858 -7,5483 8,9833
50,00 -,2100 3,97468 ,958 -8,4758 8,0558
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Tablo 9’un devam

100,00 -1,4550 3,97468 ,718 -9,7208 6,8108
400,00 7,1325 3,97468 ,087 -1,1333 15,3983
800,00 10,1975 3,97468 ,018 1,9317 18,4633
400,00 ,00 -9,7150* 3,97468 ,023 -17,9808 -1,4492
25,00 -6,4150 3,97468 121 -14,6808 1,8508
50,00 -7,3425 3,97468 ,079 -15,6083 ,9233
100,00 -8,5875" 3,97468 ,042 -16,8533 -,3217
200,00 -7,1325 3,97468 ,087 -15,3983 1,1333
800,00 3,0650 3,97468 ,449 -5,2008 11,3308
800,00 ,00 -12,7800* 3,97468 ,004 -21,0458 -4,5142
25,00 -9,4800* 3,97468 ,027 -17,7458 -1,2142
50,00 -10,4075* 3,97468 ,016 -18,6733 -2,1417
100,00 -11,6525* 3,97468 ,008 -19,9183 -3,3867
200,00 -10,1975* 3,97468 ,018 -18,4633 -1,9317
400,00 -3,0650 3,97468 ,449 -11,3308 5,2008

*p< 0,05

MTT analizlerinden elde edilmis bulgular, SPSS analizi ile istatistiki
degerlendirmelere tabi tutulmustur. Ulasilmis istatistiki veriler incelendiginde; 800 ng/mL
hKL uygulamasinin, tek basina VMMO917 hiicre canlilig1 tizerinde anlamli bir etkisinin
oldugu bulunmustur (p<0.05). Zaman faktorinin (48. ve 72. saat) hiicre canlilig1 iizerinde
anlaml farkliliklar olusturdugu saptanmustir (p<0.05). Ayrica doz x zaman etkilesimi de
anlamli bulunmustur (p<0.05), bu da artan dozlarin zaman ilerledikge daha belirgin

sitotoksik/antikarsinojenik etki gosterdigini ortaya koymustur (Tablo 10).
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(LSD testi)
Bagimli Degisken: Canlilik
LSD
Mean 95% Confidence Interval

() Doz (J) Doz Difference (I-J) | Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound

,00 25,00 -2,6425 4,30324 ,546 -11,5916 6,3066
50,00 -10,6525" 4,30324 ,022 -19,6016 -1,7034
100,00 -9,8925" 4,30324 ,032 -18,8416 -,9434
200,00 -6,6325 4,30324 ,138 -15,5816 2,3166
400,00 -1,7925 4,30324 ,681 -10,7416 7,1566
800,00 9,0400" 4,30324 ,048 ,0909 17,9891

25,00 ,00 2,6425 4,30324 ,546 -6,3066 11,5916
50,00 -8,0100 4,30324 ,077 -16,9591 ,9391
100,00 -7,2500 4,30324 ,107 -16,1991 1,6991
200,00 -3,9900 4,30324 ,364 -12,9391 4,9591
400,00 ,8500 4,30324 ,845 -8,0991 9,7991
800,00 11,6825 4,30324 ,013 2,7334 20,6316

50,00 ,00 10,6525 4,30324 ,022 1,7034 19,6016
25,00 8,0100 4,30324 ,077 -,9391 16,9591
100,00 ,7600 4,30324 ,862 -8,1891 9,7091
200,00 4,0200 4,30324 ,361 -4,9291 12,9691
400,00 8,8600 4,30324 ,052 -,0891 17,8091
800,00 19,6925 4,30324 ,000 10,7434 28,6416

100,00 ,00 9,8925 4,30324 ,032 ,9434 18,8416
25,00 7,2500 4,30324 ,107 -1,6991 16,1991
50,00 -,7600 4,30324 ,862 -9,7091 8,1891
200,00 3,2600 4,30324 457 -5,6891 12,2091
400,00 8,1000 4,30324 ,074 -,8491 17,0491
800,00 18,9325 4,30324 ,000 9,9834 27,8816

200,00 ,00 6,6325 4,30324 ,138 -2,3166 15,5816
25,00 3,9900 4,30324 ,364 -4,9591 12,9391
50,00 -4,0200 4,30324 ,361 -12,9691 4,9291
100,00 -3,2600 4,30324 457 -12,2091 5,6891
400,00 4,8400 4,30324 273 -4,1091 13,7891
800,00 15,6725 4,30324 ,002 6,7234 24,6216

400,00 ,00 1,7925 4,30324 ,681 -7,1566 10,7416
25,00 -,8500 4,30324 ,845 -9,7991 8,0991
50,00 -8,8600 4,30324 ,052 -17,8091 ,0891
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Tablo 10’un devamu

100,00 -8,1000 4,30324 ,074 -17,0491 ,8491
200,00 -4,8400 4,30324 273 -13,7891 4,1091
800,00 10,8325 4,30324 ,020 1,8834 19,7816
800,00 ,00 -9,0400* 4,30324 ,048 -17,9891 -,0909
25,00 -11,6825* 4,30324 ,013 -20,6316 -2,7334
50,00 -19,6925* 4,30324 ,000 -28,6416 -10,7434
100,00 -18,9325* 4,30324 ,000 -27,8816 -9,9834
200,00 -15,6725* 4,30324 ,002 -24,6216 -6,7234
400,00 -10,8325* 4,30324 ,020 -19,7816 -1,8834

*p< 0,05

3.3. hKL Proteininin Hiicre Dongiisii Uzerindeki Etkisinin Akim
Sitometresi ile Degerlendirilmesi

Klotho proteininin VMM917 ve HaCaT hiicre hatlarinda hiicre dongiisii tizerindeki
etkisi, akim sitometri analizi ile degerlendirilmistir. Analiz 800 ng/mL konsantrasyon ve 72.
saat i¢cin degerlendirilmistir.

Inkiibasyon 6ncesi ve sonras1 hiicre gorintileri, Sekil 12 ve Sekil 13’te yer almaktadir.
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0. saat 72. saat

Sekil 12. VMMO917 hiicre hatt1 hKL muamelesi oncesi ve muamele sonrast mikroskop
goruntaleri (5X)

Kontrol (Ong/mL)

800 ng/mL.




Kontrol (Ong/mL)

800 ng/mL.

0. saat

Sekil 13. HaCaT hiicre hattu hKL muamele dncesi ve muamele sonrasi mikroskop

Hiicre dongiisii analiz sonuglar1 ise; Modfit 6.0 Verity programu kullanilarak analiz

edilmis ve sonuclar1 Sekil 14 ve 15°te verilmistir. Analiz sonuglara gore elde edilen veriler

Tablo 11°de belirtilmistir.

Tablo 11. VMMO917 ve HaCaT hiicre hatlar1 i¢in hiicre dongusu analiz verileri

VMMO917

HaCaT

Kontrol 800 ng/mL
GO0/1 Evresi %78,75 %64,03
S Evresi %6,37 %16,45
G2/M Evresi %14,88 %19,53
GO/1 Evresi %57,28 %60,22
S Evresi %28,56 %9,50
G2/M Evresi %14,16 %30,28
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Elde edilen hucre siklusu analiz verileri, hKL proteininin deri kanseri (VMMZ917) ve
normal deri (HaCaT) hiicre hatlarinin hiicre dongiisii dinamiklerini farkli sekillerde
etkiledigini ortaya koymustur.

VMMOI17 hiicre hatt1 kontrol grubunda; hiicrelerin %78,75’1 G0/G1 fazinda, %6,37’si
S fazinda ve %14,88’1 G2/M fazinda belirlenmistir. 800 ng/mL hKL uygulamasi sonrasi
G0/G1 orani azalarak %64,03’e dismiis, buna karsilik S faz1 %16,45’e, G2/M faz1 ise
%19,53 ¢ yiikselmistir. Kontrol grubunda baskin olan GO/G1 orani, hKL varliginda azalmis
ve hiicrelerin 6nemli bir kismit S ve G2/M fazmna kaymustir. Bu durum, hKL muamelesinin
hiicre dongisuni regule ederek DNA replikasyonu fazinda ve mitototik S fazinda birikimini
tetiklemis olabilecegini diisiindirmektedir (Sekil 14 ve Tablo 11).

HaCaT hiicre hattinda ise; kontrol grubunda %57,28 olan GO/G1 oran1 hKL
uygulamast ile %60,22’ye yiikselmistir, S faz1 %28,56’dan %9,50’ye diismiis, G2/M fazi1 ise
%14,16’dan %30,28’¢ ¢cikmistir. Buna gore hKL uygulamasi HaCaT hiicrelerinde DNA
sentez fazini baskilamis ve hiicrelerin G2/M fazinda yogunlagsmasina neden olmustur (Sekil
15 ve Tablo 11). Literatiirde Klotho proteininin Wnt ve PI3K/AKT/mTOR yolaklarmni
negatif diizenleyerek hiicre proliferasyonunu baskiladig bildirilmektedir (Camilli vd., 2011)
(Sachdeva vd., 2020). Ancak bizim bulgumuzda goériilen S ve G2/M artisi, Klotho’nun
melanoma hicrelerinde farkli bir mekanizma ile hiicre dongiisii ilerlemesine etki
edebilecegini diisiindiirmektedir. Bu farklilik, hiicre tipine 0zgii sinyal yolaklarinmn hKL

tarafindan farkli sekillerde uyarilmis olmasiyla iliskili olabilir.
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Sekil 14. VMMO917 hiicre hattinin hKL proteini ile 72. saat muamelesi sonucu hiicre dongiisii
analiz grafigi. A) Kontrol, B) 800 ng/mL
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Sekil 15. HaCaT hiicre hattinin klotho proteini ile 72 saat muamelesi sonucu hiicre dongiisii
analiz grafigi. A) Kontrol, B) 800 ng/mL
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3.4. gPCR Analiz Verileri

Yapilan gPCR analizi sonucunda elde edilmis veriler Excel’e aktarilmig ve her érnek
icin Livak yontemine dayali AACt degeri hesaplamalar1 gerceklestirilmistir. AACt degerleri
(-) ile ¢arpilarak log2FC doniisiimii uygulanmustir.

VMMO17 hiicre hattinda Klotho proteini uygulanmis hiicrelerdeki belirli genlerin
ifadesinin sorgulanmasi kontrol grubu ile karsilastirmali olarak incelenmistir (Sekil 16).
Ulasilmis veriler 1s18inda; gen ekspresyon seviyesindeki degisimler log.FC formatinda su
sekilde elde edilmistir: BRAF geninde -0,41 kat azalis, CDK4 geninde -0,84 kat azalig, MITF
geninde -1,35 kat azalig, NF1 geninde -0,45 kat azalis, NRAS geninde degisim yok denecek
kadar az (-0,02 kat azalis) ve TP53 geninde -0,76 kat azalis tespit edilmistir.

Gen ekspresyon seviyelerinde belirlenmis varyasyonlar, VMM917 hiicre hattinda hKL
proteini muamelesi sonrasinda MITF, CDK4, TP53 BRAF ve NF1 genleri Uzerinde
transkripsiyonel bir baskilanmanin gergeklesmis olabilecegini diisiindiirmektedir. NF1,
CDK4 ve BRAF’taki azalis MAPK aktivitesini artirma potansiyelini diisiindiirse de; NRAS
geninde anlamli bir degisimin gergeklesmemis olmasi; sadece mRNA verileri 1s1ginda kesin
bir yargiya varmay1 zorlastirmaktadir.

gPCR verileri 15181nda, HaCaT hiicre hattinda Klotho uygulanan grubun kontrol ile
karsilastirilmasi galismalar1 gergeklestirilmistir (Sekil 17). Bu veriler 1s18inda; BRAF
geninde +0,32 kat artis, CDK4 geninde degisim yok denecek kadar az (+0,07 kat artis), MITF
geninde degisim yok denecek kadar azalis (-0.10 kat azalis), NF1 geninde -0,31 kat azalis,
NRAS geninde +0,79 kat artis ve TP53 geninde +0,54 kat artis tespit edilmistir.

HaCaT hiicre hattinda hKL muamelesi sonrasi gen ekspresyonunda gézlenen durum,
MAPK ekseninde yukar1 yonlii bir artis olasiligin1 diisiindiirmektedir. Ozellikle NRAS taki
artig ve NF1’deki azalma birlikte degerlendirildiginde, RAS aktivitesinin artabilecegine
isaret eder. BRAF’taki hafif artis bu tabloyla ayn1 yone isaret etse de; sonug sinirhidir; tistelik
proteomiks analizi verileri olmadan sadece tespit edilmis mRNA artisina dayali yolak
aktivasyonunun gerceklestigine dair varsayimlar ve bu yondeki c¢ikarsamalar yanlis
yorumlamalar dogurabilir. Bu nedenle ekstra analizlerle ilgili durumun teyit edilmesi ileriki
calismalarin konusu olmaya adaydir.

TP53 transkriptlerinde belirlenmis artis, hKL muamelesi sonrasi olusan bir stres

yanitin veya hiicre dongiisii sinirlamaya yonelik bir yaklagimm gostergesi olabilir ancak
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kesin kanit sunmaz. Yapilan istatistiki analizler CDK4 ve MITF ekspresyon seviyelerindeki
kiiciik degisimlerin anlamli olmadigini ortaya koymustur.
Genel olarak, HaCaT ve VMMO917’de goézlenen bu karma sonug¢ Klotho’nun hiicre

tipine 6zgii etkiler gdsterebilecegini diisiindiirmektedir.
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Sekil 16. VMMO917 hiicre hattinda hKL muamelesi sonrasi kontrol grubuna gére BRAF,
CDK4, MITF NF1, NRAS ve TP53 genlerinin qPCR analizi grafigi
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Sekil 17. HaCaT hiicre hattinda hKL muamelesi sonrasi kontrol grubuna gére BRAF, CDK4,
MITF NF1, NRAS ve TP53 genlerinin qPCR analizi grafigi



4. SONUCLAR

Bu tez caligmasinda, insan keratinosit hiicre hatt1 (HaCaT) ve insan malign melanoma
hiicre hatt1 (VMMO917) (izerinde hKL proteininin sitotoksik etkisi, hiicre dongustne etkisi
ve transkripsiyonel diizeydeki etkileri incelenmistir. Elde edilen bulgular, hKL proteininin
hiicresel yanitlarmin hem doza hem de inkiibasyon siiresine bagli olarak degiskenlik
gosterdigini ortaya koymustur.

MTT sonuglarinda; HaCaT hiicrelerinde diisiik ve orta dozlarda (25-400 ng/mL) hiicre
canliliginda anlamli bir azalma saptanmazken, yuksek dozda (800 ng/mL) Ozellikle 72.
saatte kontrol grubuna kiyasla bir diisiis (%81,15) gézlenmistir. Ancak bu diisiis literatiir ile
kiyaslandiginda diisiik Sitotoksisite olarak degerlendirilmistir. (Zhu vd., 2022). Buna karsin,
VMMOI17 hiicre hattinda 48 ve 72 saatlik muameleler sonrasinda canlilik degerlerinin
maksimum %85,12’ye kadar diistiigii, dolayisiyla hKL proteininin bu hiicre hattinda kontrol
grubuna ve HaCaT hiicre hattina kiyasla belirgin bir sitotoksik etki olusturamadigi
belirlenmistir.

Hicre dongusi analizinde; VMM917 hucrelerinde 800 ng/mL hKL uygulamasi,
GO0/G1 fazindaki hiicre oranini azaltirken, S ve G2/M fazindaki oranlar1 artirmistir. HaCaT
hiicre hattinda ise 800 ng/mL hKL uygulamasi, hiicre dongiisiinde S fazin1 baskilamis ve
hiicrelerin G2/M fazinda belirgin bir sekilde birikmesine yol agmistir. Bu sonuglar, Klotho
proteininin her iki hiicre hattinda G2/M fazin1 diizenleyerek hiicre bolinmesini
etkileyebilecegini diisiindiirmektedir.

gPCR analizinde elde edilen ¢iktilar degerlendirildiginde VMMO917 hiicre hatt1 igin
klotho uygulamasi sonrasi tum genlerde bir azalma goézlenmistir. Ancak NRAS geni
transkripsiyon seviyelerindeki degisim yok denecek kadar azdir. Bu tablo, VMM917 hiicre
hattinda Klotho’nun direkt olarak NRAS tizerinden degil de; BRAF, MITF ve CDK4 genleri
uzerinden hucre proliferasyonunu baskilamis olabilecegini diistindiirmektedir. Ancak bu
sonuglar mRNA diizeyine dayalidir, kesin biyolojik ¢ikarimlar igin protein/fosfo-protein
dogrulamalar1 ile mevcut bulgularin desteklenmesine yonelik gelecek g¢aligmalar daha
saglikli yorumlamalara zemin olusturabilir.

Sonug olarak, hKL proteininin VMMO917 hucrelerinde yiksek dozda (800 ng/mL)
HaCaT hiicresine kiyasla daha diisiik sitotoksisite gosterebildigi belirlenmistir. Bu farklilik,
VMMO917 hiicre hatlarinda mevcut NRAS mutasyonlarinin olast hKL antikanserojenik
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etkisini ortaya koymada etkisiz kalmasma yol a¢gmis olabilecegini diisindiirmektedir.
Ayrica literatirde hKL’nin tiimor baskilayic1 roliine isaret eden calismalarla
kiyaslandiginda, elde edilen veriler MTT analizi, Hicre dongusi analizi ve NF1 ve
TP53’deki gen ekspresyon degisimi beklenenden farkli bir yanit ortaya koymustur. Bu
durum hKL proteininin biyolojik etkilerinin hiicresel mikrogevre, sinyal yolaklar1 ve doz-
zaman parametrelerine gore farklilik gosterebilecegini vurgulamaktadir.

Diger taraftan, kiigiik GTPaz NRAS mutasyonlari, kutan6z melanomda ikinci en
yaygin onkojenik faktordiir ve vakalarim %15-20'sinde goriilir. Melanomdaki en yaygin
NRAS mutasyonlar1 (%80'den fazlasini olusturur) 61. kodonda (Q61R, Q61L ve Q61K)
bulunur ve GTPaz aktivitesini bozarak geni kalict olarak ACIK pozisyonunda kilitler
(Phadke & Smalley, 2023). Buna paralel olarak VMM917 hiicre hatt1 genetik altyapisinin
Q61L  Q61R ve CDKN2A: R80 mutasyonlarint  icerdigi  bildirilmistir
(https://www.atcc.org/products/crl-3232 ).

Bugiine kadar, NRAS mutant melanom i¢in hedefli tedavi stratejileri gelistirmede ¢ok
az ilerleme kaydedilmistir ve cogu hasta, anti-programlanmis hiicre 6liimii proteinleri gibi
bagisiklik kontrol noktasi inhibitorleri (ICI) ile tedavi edilmektedir. ICI'lere yanit vermeyen
veya daha sonra direng gelistiren NRAS mutant melanomlu bireylerin ise baska tedavi
secenegi olmadigi bildirilmistir (Phadke & Smalley, 2023). ilgili 6ncii calismalar VMM917
melanoma hiicre hatlarinin bu baglamda olduk¢a direngli deri kanseri tiirleri olduguna isaret
etmektedir. Bu durum, mevcut ¢alisma kapsaminda hKL proteini muamelesi ile ulasilmig
sonuglarda c¢ok koklii antikanserojenik yanitlar gdzlemlenememis olmasini nispeten
aciklamaktadir.

Daha 6nce de belirtildigi lizere melanom agresif yapisi ve metastaz gelistirme egilimi
nedeni ile tedavide 6nemli bir zorluk gerceklestirmektedir (Valdez-Salazar vd., 2024). Bu
baglamda c¢alismanin genel c¢iktilari, hKL proteininin melanoma (zerinde antitimor
potansiyelini anlamak ic¢in daha ileri diizeyde in vitro ve in vivo arastirmalara ihtiyag
oldugunu ve 6zellikle farkli melanoma alt tipleri ile normal hiicre hatlarinin karsilagtirmali

olarak incelenmesinin dnem tagidigini ortaya koymaktadir.



5. ONERILER

Bu ¢aligma kapsaminda insan keratinosit (HaCaT) ve melanoma (VMM917) hiicre
hatlarinda hKL proteininin etkileri degerlendirilmistir. Elde edilen bulgular dogrultusunda,
Klotho’nun melanoma hiicre hattinda anikanser potansiyel roliiniin daha kapsamli bigimde

anlasilabilmesi i¢in asagidaki oneriler sunulmaktadir:

5.1. Daha Genis Doz Araliklan ile Calismalar

Mevcut galisma sonucunda, hKL proteininin VMMO917 hiicre hattinda, diisiik dozda
kontrol grubuna kiyasla proliferatif etki, yliksek dozlarda kontrol grubuna kiyasla sitotoksik
etki gosterdigi saptanmistir. Ancak kontrol hiicre hatt1 olarak kullanilmis HaCaT hiicre hatt1
verileri ile kiyaslandiginda; VMM917 hiicre hattinin 72. saat muamelesi esnasinda hKL’ye
kars1 direng gosterdigi belirlenmistir. Bu ¢ift yonlu etkinin, ilgili gen yolaklar1 tizerinde nasil
ortaya ¢iktigini kesin olarak belirleyebilmek i¢in, daha genis bir doz araliklarinda ve daha
uzun inkibasyon sureleri boyunca hKL muamelesinin takip edilmesi ve optimum antitimaor
etkinin hangi kosullar altinda olustugunun belirlenebilmesi adina daha kapsamli ¢alismalar

yuratulebilir.

5.2. Zaman Bagimh Etki ve Klotho Temini

Deneysel bulgular sadece 48. ve 72. saatler icin degerlendirilebilmistir. Klotho
proteininin erken (12 ve 24. saat) ve ge¢ donem (96 ve 120. saat) etkilerinin de incelenmesi,
zaman bagiml farkliliklarin ortaya konmasma katki saglayacaktir. Ayrica ticari klotho
proteininin nispeten pahali olusu; deneysel kosullarin optimizasyonuna yonelik planlamalari
kisitlandirmistir. Bu nedenle, klotho proteininin rekombinant olarak Gretiminin yapilip,
hiicre kiiltiirii caligmalarinin daha kapsamli olarak ele alinmasi, hKL’ nin antimelanom

etkilerine iliskin daha saglikli verilere ulagilmasini kolaylastirabilir.

5.3. Farkl Hiicre Hatlan

Bulgularmn yalnizca HaCaT ve VMMO917 hiicre hatlarinda incelenmis olmasi

siirlayicidir. Farkli melanoma alt tipleri ve diger deri kanseri hiicre hatlarmda da Klotho
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proteininin etkinliginin test edilmesi; hKL proteininin digsal uygulamalar sonucu

antimelanom etki olusturma potansiyellerini kesfetme agisindan oldukga degerlidir.

5.4. Kombinasyon Tedavileri

Klotho proteininin tek basina uygulanmasmin yerine, mevcut kemoterapétikler (6r.
Dacarbazine, vemurafenib) ile kombine edilerek degerlendirilmesi iyilesme oranlarinda
gelisme elde etmek acgisindan faydali olabilir. Boylece olast sinerjistik veya antagonistik
etkileri belirlemek mimkun olabilecektir.

5.5. In vivo Calismalar

Hucre kiltira modelleri, biyolojik sistemlerin tiim karmasikligin1 yansitmamaktadir.
Bu nedenle, elde edilen bulgularin dogrulanmasi amaciyla hayvan modellerinde timor
gelisimi ve tedavi etkinligini sorgulamaya yonelik farkli hKL uygulamalariin yapilmasi

daha somut verilere ulasilmasina katki saglayacaktir.

5.6. Farklh Genlerin Etkisi

Calismada degerlendirilen genlere; hiicre proliferasyonu, apoptoz, metastaz ve
hlcresel stres yanit1 gibi kritik yolaklara ait genlerin eklenmesi, Klotho’nun melanom
hiicrelerinde etkiledigi molekiiler aglarin daha kapsamli olarak ortaya konmasina katki

sunacaktir.

5.7. Protein ve Fosfo-Protein Dogrulama Cahsmalar

gPCR sonuglarinin desteklenmesi amaciyla Western blot ve fosfo-protein analizleri
gibi yontemlerle protein ekspreyonu ve protein aktivitesi degerlendirilebilir. Bu yontemler,
Klotho’nun melanom hiicrelerinde hangi sinyal yolaklarini modiile ettiginin daha net

anlasilmasma yardimcei olacaktur.
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