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OZET

Yiksek Lisans Tezi

TUMOR HUCRELERI APOPTOZ FAKTORU’NUN (TCApF) INSAN
KARACIGER KANSERiI HUCRE HATTI UZERINE SiTOTOKSIK VE
GENOTOKSIK ETKIiLERININ BELIRLENMESI

Damra CETINTAS

Erzincan Binali Yildirim Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisu
Genetik ve Biyoteknoloji Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Deniz ALTUN COLAK

Karaciger kanseri diinya genelinde 6liim oraninin en fazla oldugu kanser tiirtidur. Tek bir tedavi
yoOnteminin tatmin edici iyilestirici etkilere ulasmasi olduk¢a zordur. Bu nedenle, anti-tumor
ilaglarinin arastirilmasi ve gelistirilmesi acil karsilanmasi gereken bir ihtiyagtir. Anti-kanser
peptitleri (ACP'ler) olarak siiflandirilan, anti-tlimor aktivitesine sahip katyonik diisiik molekiil
agirlikli peptitler bu ihtiyagtan ortaya c¢ikmistir. Yeni bir tiimor hiicresi apoptoz faktori
(TCApF), insanlar {izerinde yapilan akut myleoid 16semi, meme, glioblastom, ndroblastom,
prostat ve akciger kanserleri iizerinde apoptoza ugrattigi belirlenmistir. Kat1 malignitelerin
tedavisinde en ¢ok kullanilan kemoterapotik ajan olan 5-Fluorourasil (5-FU), birgok kanser
hastalifinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu tez calismasinda 6nemli anti kanser etkilere
sahip oldugu bilinen ve son yapilan ¢aligmalarda gittik¢e 6nemi artan anti kanser peptit olan
TCApF’in antikanser ilag olan 5-FU ile kombine kullaniminin karaciger kanser hiicreleri
(HepG2) uizerindeki sitotoksik etkisi MTT, genotoksik etkisi Comet yontemiyle arastirilmstir.
MTT analiz sonuglarina gore, HepG2 hiicre hatt1 izerinde TCApF ve 5-FU kombinasyonunun
sitotoksik etkisinin en uzun maruz kalma suresi olan 72 saatin sonunda 1750 ng/mL TCApF+
3,5 mg/mL 5-FU deney grubunda oldugu gézlenmistir. Ayrica 1250- 1750 ng/mL+ 3,5 mg/mL
5-FU kombinasyonun uygulandigi HepG2 hiicrelerinde pozitif kontrole gore daha fazla
genotoksik etkinin olustugu DNA kuyruk yogunlugu ve DNA kuyruk gocli parametreleri
kullanilarak gosterilmistir.
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Anahtar Kelimeler: 5-Fluorourasil, Antikanser peptitler, Apoptoz faktorii (TCApF),
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Liver cancer is the type of cancer with the highest mortality rate worldwide. It is very difficult
for a single treatment method to achieve satisfactory curative effects. Therefore, research and
development of anti-tumor drugs are an urgent need. Cationic low molecular weight peptides
with anti-tumor activity, classified as anti-cancer peptides (ACPs), emerged from this need. A
new tumor cell apoptosis factor (TCApF) has been determined to cause apoptosis in acute
myeloid leukemia, breast, glioblastoma, neuroblastoma, prostate, and lung cancers in humans.
5-Fluorouracil (5-FU), which is the most widely used chemotherapeutic agent in the treatment
of solid malignancies, is widely used in many cancer diseases. In this thesis study, the
cytotoxic effect of TCApF, which is known to have important anti-cancer effects and
has been increasing in importance in recent studies, in combination with the anticancer
drug 5-FU, on liver cancer cells (HepG2), the cytotoxic effect was investigated by MTT
and the genotoxic effect by Comet method. According to the MTT analysis results, the
cytotoxic effect of the combination of TCApF and 5-FU on the HepG2 cell line was observed
in the experimental group at 1750 ng/mL TCApF+ 3,5 mg/mL 5-FU after the longest exposure
time of 72 hours. In addition, using DNA tail density and DNA tail migration parameters, it
has been shown that more genotoxic effects occur in HepG2 cells in which 1250-1750 ng/mL
+ 3,5 mg/mL 5-FU combination is applied compared to the positive control.
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1. GIRIS

Kanser, bir¢ok tedavi yontemlerinin olmasina karsin basta gelismis iilkeler olmak iizere
tiim diinyanin en biiylik saglik problem olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Hastaliklara bagl
oliimler arasinda kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra en fazla ikinci 6liim oranina sahip
olan kanser, halk saghg1 acisindan énemli bir saglik sorunu haline gelmistir. Ozellikle,
sanayilesmis iilkelerde kanser insidansi az gelismis tlkelere gore ¢ok daha yuksektir.
Hepatoseliler karsinom (HCC), primer (birincil) karaciger kanserinin en yaygin olanidir.
HCC, diinya ¢apinda en yaygin besinci kanser ve kanserin neden oldugu oliimlerde ise
liclincii sirada yer alan en yaygin kanser tiirtidiir. Hem teshis hem de tedavide yeni
teknolojik gelismelere ragmen, hastaligin insidansi ve mortalitesi artmaya devam
etmektedir. Gelismis Bat1 iilkelerinde daha az olmasina ragmen giderek gorilme siklig
onemli 6l¢iide artmaktadir. Bu kanser tiirii, erkekler ve yaslilarda daha fazla oranda
gorulmektedir. HCC goriilme orani, 6zellikle Dogu ve Giineydogu Asya ve Afrika'da
yiiksek, Giliney Avrupa'da orta ve ¢cogu yiiksek gelirli iilkelerde daha diisiiktiir. Bu kanser
icin en belirgin risk faktdrleri hepatit B viriisii (HBV) ve hepatit C viriisii (HCV) olmasina
karsin siroz, sigara ve alkol kullanimi, obezite, aflatoksin maruziyeti, ailesel ve genetik
faktorler ile metabolik bozukluklar gibi bazi1 diger faktorler yiiksek HCC insidansinda yer

almaktadir.

Son yillarda bazi kanser tiirlerinin tani, tedavi ve onlenmesinde 6nemli bir ilerleme
kaydedilmistir. GUnumuizde kanser tedavileri, cerrahi, kemoterapi, radyasyon, biyolojik
ve hormonal tedaviyi icermektedir. 5-Fluorourasil (5-FU), diinya capinda kati
malignitelerin tedavisinde en ¢ok kullanilan iigiincii kemoterapdtik ajandir. 5-FU, uzun
yillardan beri klinik olarak kullanilmaktadir. 5-FU, meme, mide, pankreas, 6zofagus,
karaciger, anlis, bas ve boyun kanserlerini igeren kat1 timérlerin birgogunda aktiviteye
sahiptir. Bir¢ok avantaji bulunmasina ragmen, geleneksel kanser tedavileri, ila¢ direnci,
timor seciciligi ve ¢Oziiniirliigiiniin  olmamas1 nedeniyle terapotik kullanimlarini

kaybetmekte ve bu nedenle yeni ajanlarin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anti-kanser peptitler (ACP), kanser tedavisini kolaylastirict molekiillerin gelistirilmesi
acisindan giinlimiizde Onemli bir yere sahiptir. Yeni kanser tedavi yaklagimlarinin
kaynag1 olarak disiliniilen anti kanser peptitlerin avantajlari; viicutta kolaylikla

metabolize olmalari, 6zellikle karaciger veya bobrekler gibi hayati fonksiyonlara sahip



organlarda birikmemesi ve toksik etki gostermemesidir. Buna ilave olarak ACP’ler hizli
sentezlenmesi, kolayca modifiye edilebilmesi ve rekombinant antikorlardan veya
proteinlerden daha az immunojenik olmasi diger avantajlari arasindadir. ACP’lerin
boyutlariin kiigiik olmasi, hiicre zarlarina etkilerinin daha kolay olmasi ve ayni zamanda
yiiksek aktivite, 6zgiilliik ve afiniteye sahip olmalar1 sebebiyle diger ilaclarla etkilesimleri
epeyce diisiiktiir. Nispeten yiiksek doku penetrasyonu ve diisiik ilag direnci olusumu ile

birlestiginde, ACP’lerin klinik uygulama beklentisi umut vericidir.

Anti kanser bir peptit olan timaor hicreleri apoptoz faktori (TCApF), timus, kolon ve
beynin frontal lobunda ekpresyonu gosterilen 84 aminoasitlik peptit yapili yeni bir
hormondur. Bu hormon ve tiirevleri (kisa formlari) lizerine yapilan az sayidaki ¢alisma
ile s6z konusu olan bu peptitin T1/ST2 reseptorii (Interldkin 1 reseptdr ailesinin bir iiyesi)
tizerinden hiicreye etki gosterdigi bildirilmistir. Yapilan arastirmalar sonucunda, T1/ST2
reseptdr grubunun en 6nemli hastaliklarin basinda kanser, kardiyovaskiler ve inflamatuar
hastaliklar gibi gesitli hastaliklarda 6nemli roller istlendigi rapor edilmistir (Erden ve
Gunay, 2020).

Kanser, yuksek insidansa ve ozellikle gec evrede yiiksek mortaliteye sebep olmasi
yuziinden diinya ¢apinda ciddi bir saglik sorunu olmustur. Bu hastaligin mortalitesinin
distiriilmesi i¢in teshis ve tedavide yeni gelismelere ihtiyag duyulmaktadir. Yeni bircok
teknolojik gelismelerle bu hastalik grubuna ait etkilerin belirlenmesi amaciyla bir¢cok
calisma ile heniliz ¢6ziim yollar1 tam anlamiyla bulunamamasina ragmen yine de umut
verici niteliktedir. Bununla birlikte en biyik problemlerden birisi kemoterapdtiklerin
saglikli hiicreler iizerinde olumsuz sonuglar birakmasidir. Bu yiizden biyouyumlulugu
yiiksek yeni terapotiklerin kesfi gelecekte kansere bakis agisinin degistirilebilecegini
diistinmemizi saglayacaktir. Bu tez calismamizda, karaciger kanser hiicre hatt1 (HepG2)
kullanilarak genomumuz tarafindan sentezlenen TCApF’in, hiicre canlilik degisimleri
uzerindeki sitotoksik etkisi MTT (3-(4,5-dimetiltiazol—2-il)-difeniltetrazoliumbromid) ve
genotoksik etkisi Comet Assay (tek hiicre jel elektroforezi) yontemiyle incelenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Karaciger Anatomisi ve Histolojisi

Karaciger, anatomi ve islevi agisindan olagandis1 bir 6zellige sahip olan karmasik bir
organdir. Kan miktar1 bakimidan zengin olan arteriyel ve vendz kaynaklar1 olagantistii
bir diizen i¢inde isler. Viicudumuzdaki salgi yapan kati organlarin en biiyiigii ve en agir
olamidir (Mahadevan, 2020). Agirlig1 insanlarda genel olarak ortalama 1,2- 1,8 kg
arasindadir. Yetiskin erkeklerde 1,4- 1,8 kg, yetiskin kadinlarda 1,2- 1,4 kg arasindadir
(Mitra ve Metcalf, 2009). Karaciger kahve renkte olup piirlizsiiz bir dig yiizeye sahiptir.
Karm boglugunun sag iist kisminda diyaframin hemen altinda yer almaktadir. Karaciger
uygun bir pozisyonda kalabilmesi i¢in falciparum ligament ad1 verilen bir periton kivrimi

ile 6rtultdur (Humagain, 2021, Taylor, 2021).

Karaciger histolojik olarak hepatosit adi verilen kordonlarin meydana getirdigi
lobillerden meydana gelmektedir. Boyutlar1 poligonal prizmatik bir kat1 bez kitlesidir.
Vena sentralis, lobiiliin orta kisminda bulunur. Lobiiller karacigerin biiyiik bir alaninda
birbirlerine yakin yerlerde bulunur. Bazi alanlarda fibréz doku ve damarlar birbirinden
ayrilirlar. Lobiller arasindaki bu alanlara portal aralik denir. Insan karacigerinde her
lobiiliiniin etrafinda 5 veya 6 tane portal aralik yer almaktadir. Bu portal araliklarda portal
ven adi verilen veniil bulunmaktadir. Arteriol, safra kanali ve lenfatikler hepatik arterin
bir dalidir. Bu yapilar fibréz dokudan olusan bir kilif i¢inde bulunurlar. Kuguk portal
araliklardaki safra kanallarina interlobiiler duktus adi verilir. Biiyiik portal araliklara da
septal duktuslar denilmektedir. Inter lobiiler duktuslar ise kiibik veya basik silindrik
yapidadir. Septal duktuslar ise epitel ile doseli yliksek silindirik sekildedir (Aksoy, 2020,
Gerber ve Thung, 1987).

2.2. Kanser Nedir?

Kanser, kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra diinyada ikinci sirada gelen olim
sebeplerinden biridir. Kanser, eski ¢aglardan beri bilinen bir hastaliktir ve tiim diinyadaki
insanlar1 etkilemeye devam etmektedir. Kanser kelimesi, Yunanca karkinos kelimesinden
gelen (M.O. 460-370) karsinom tiimérlerini tantmlamak igin kullanilmistir. M.O. 1600
civarinda, eski Misir mumyalarinda insan kemik kanserinin en eski kanitlarindan olan el

yazmalar1 bulunmustur. Diinya tarihimizin en eski meme kanseri vakas1 da M.O. 1500°de
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eski Misir tarafindan bulunmus fakat kokli bir tedavi yonteminin bulunamamistir
(Akulapalli, 2009). Kanser, trilyonlarca hiicreden olusan viicuttaki bazi hiicrelerin
kontrolsiiz bir sekilde ¢ogaldig1 ve viicutta diger organlara yayilabilen bir hastaliktir.
Normal olarak insan viicudu ihtiya¢ duydugu yeni hiicreleri ¢cogaltmak ve biiyiitmek i¢in
hlcre bolinmesi yoluyla yeni hiicreler iiretir. Hasar gérmiis ve yaslanmis hiicreler oliirler
ve boylelikle yerine yeni hiicreler olusur. Bazen bu diizenli hiicre bdliinmelerinde
anormal ya da hasarli hiicreler ¢ogalir ve biiylimeye baslar. Bu hiicreler, kontrolsiiz
bliylime sonucu viicudumuzda olusmamasi gereken tiimor adi verilen doku pargaciklari
olusur (NCI, 2021, Weinber, 1996). Diger hastaliklarla karsilastirildigimizda kanser
kendini gostermesi, ilerlemesi ve neden oldugu sonu¢ bakindan digerlerinden farklilik
gosteren, genetik, kimyasal ve ¢evresel kosullardan etkilenen, diger doku ve organlara
metastaz yapabilme 6zelligine sahip kompleks bir hastalik tiirlidiir. Kanserin olusmasinda
genellikle timor baskilayici genlerdeki meydana gelen inaktivasyon, onkogenlerde
olusan aktivasyon, hiicre boliinmesinde onemli olan kontrolii saglayan genlerde ve
DNA'’da olusabilecek hasarlardan ve onariminda gorev alan genlerde meydana gelen
mutasyon veya anormal olaylar sonucu olusmaktadir. Karsinogenez olusumu, normal
hiicrelerden anormal 6zellikte hiicrelerin degisim gostermesine denir ve bu gelisen olayda

hiicresel degisiklikler meydana gelmektedir (Demirkaya vd., 2019).

2.3. TUmOr Gelisimi

Dokudaki tumdrlerin iyi huylu mu kétii huylu mu olduguna, hiicrenin farklilasma derecesi
ve yayilma alanlar1 incelenmektedir. Bu kapsamda kullanilan iki teknik bulunmaktadir.
Timor evrelemesi, tiimorlerin diger doku ve organlara yayilma derecesini inceler ve buna
gore degerlendirilir. Histolojik ve sitolojik kriterlere dayanan tlimor derecelendirme,
timorlerde farklilasma derecesini 6lger. Histolojik farklilasma, dokunun yapisindaki
degisikliklere dayanir. Sitolojik derecelendirme belirli tiimor hiicrelerinin yapisina benzer

olanaklarin uygulanmasina dayanan bir tekniktir.

2.3.1. Iyi huylu (benign) timorler

Iyi huylu tiimérler, saglikli hiicrelerinden biiyiik oranda farklilik gdstermezler. Iyi huylu
tiimorler ¢cevre dokuyu istila etmezler, fakat boyutlar1 biiytirse, kalan normal hiicrelere
veya Ustteki sinir dokusuna baski yaparak onlara zarar verebilir ve normal fonksiyon

kaybina neden olabilir.



2.3.2. Kotu huylu (malign) timorler

Kot huylu tiimorler, hiicresel anormalliklere sahip ve bazi durumlarda da ¢evre dokulari
istila edebilir. Tan1 koymak kolaydir. Standart hiicresel kriterler, hiicre sayisinda yerel bir
artig, hiicrelerin normal diizeninin kaybi, hiicre sekli ve boyutunda degisikliklere sahip
olabilir. Cogunlukla DNA igerigindeki artisi, artan hiicre béliinmesini ve anormal mitoz
ve kromozomlarin varligini anlamamizi saglar. Kétd huylu timarlerin bir kapsuli yoktur
ve timor hucreleri, iyi huylu timorlerden daha fazla diizensizdirler. Bazi timor hiicreleri,
kan veya lenf damarlarini istila edebilir. Kan veya lenf yoluyla viicudun diger bolgelerine
taginabilirler ve bu uzak bolgelerde sekonder (ikincil) timorlere doniisebilirler. Bu tiir

yayilmaya metastaz denir ve kotii huylu timorlerin 6zelligidir (Selby ve Knowles, 2005).

2.4. Karaciger Tiimorleri

Karacigerin sahip oldugu hepatosit, biliyer epitelyum, vaskiiler endotel, kupffer hiicresi,
stellat hiicreler, lenfoid hiicreler ve ndroendokrin hiicreler gibi degisik hiicre gruplarindan
olugsmaktadir. Tablo 2.1’de siiflandirildig: gibi karaciger hiicrelerinden herhangi birinde

benign veya malign timor olusabilmektedir (Klatskin ve Conn, 1993).

2.5. Hepatoselltler Kanser (HCC)

Hepatoselliiler kanser (HCC), karaciger kanserlerinin %80-90’m1 olusturan ve
karacigerin en sik rastlanan primer tiimoriidiir. Karaciger kanseri, 2020 yilinda diinya
genelinde 905.677 yeni vaka sayist ile en sik teshis konulan altinc1 kanser, 830.180 6lim
sayist ile en 6liimciil kanser olarak ticiincii sirada yer almistir. En yiiksek goriilme siklig
Bat1 Afrika ve Cin iilkeleridir. Son on yilda ise kansere bagl 6liim sebeplerinden ikinci

sirada yer almaktadir (Chen vd., 2021).

HCC’ye yakalanma riskini artiran en 6nemli faktorler; diinyada en sik goriilen hepatit B
virisu (HBV) enfeksiyonu, siroz gelisimi, alkol, hepatit C virusii (HCV) gibi viral hepatit
ve alkolsiiz yagh karaciger hastaligidir (Ghouri vd., 2017). HCC’un kesinlesmis
semptomlart bulunmamaktadir. Genellikle hastalarda en yaygin bulunan siroz
hastaliginin septomlarinin kendini gostermesiyle hastaligin teshisi yapilabilir. Hastaligin
gec fark edilmesinden dolayi iyilestirici tedaviler uygulanamadigindan hastalik ileri

boyutlara tasinmaktadir (Tinkle ve Haas-Kogan, 2012).



Tablo 2.1. Karaciger tiimorlerinin siniflandirilmasi (Varolgiines vd., 1997).

Malign tumorler Benign tumorler
e Primer e Epitelyal
e Epitelyal o Hepatoselliler adenom
o Hepatoselliler Karsinom (HCC) o Fokal noduler hiperplazi
o Fibrolamellar kanser o Hepatoblastom
o Hepatoblastom o Bilier kanal adenoma
o Kolanjioselltler kanser o Intrahepatik bilier
o Kistadeno kanser Paapillomatozis
o Karsinoid o Noddler rejeneratif
hiperplazi
e Mezodermal
o Hemanjiosarkoma
o Epitelyal hemanjioendotelyoma
o Indiferansiye sarkom e Mezodermal
o Lenfoma o Hemanjiom (Kavernoz)
o Infantil

. hemanjioendotelyoma
e Metastatik

2.6. Hepatoseliiler Karsinomun Genetik ve Molekiiler Yapisi

Hepatoselliiler karsinomun gelisimi, birgok sayida genomik lokusta epigenetik ve genetik
degisiklikleri icermesi sonucu olusan ve sinyal yollarinda degisikliklere sebep olan
karmagik bir yapidir. Eger bu karmagik yapiya, hepatoselliiler karsinomun genetik
anormalliklerini, etnik kokeni, etiyolojisini ve cevresel etkileri acisindan olusan
farkliliklar1 da eklersek hastalik onemli derecede heterojen yapinin olusmasina neden olur
(Yim ve Lee, 2021). Cesitli genetik degisimlere sahiptir. En karakteristik olan1 p53 timor
baskilayici genidir. Bu genin mutasyonu HCC’l1 hastalarin %29’ unda bulunur. Genellikle
ileri evrede goriiliir. Retinoblastoma gen (Rb) ve tlimor baskilayici gen AXINI, hastalarda
%50 oraninda gorilmektedir. DNA metilasyonu malign degisimlerde Onemlidir.
Hipermetilasyon, tlimor baskilayic1 genleri bozar ve tiimoriin biiyiime ve metastazina
yardimcr olur. DNA hipermetilasyonu HCC kadar sirotik karaciger agisindan da
6nemlidir. DNA hipermetilasyonu tedavinin etkinligini degerlendirmede yarar saglar.
Tiimoriin ¢ikartilmasi sonrasinda ilk aylarda goriilen kanserin tekrar nilks etme nedeni,
operasyon sonrasi kalan mikroskobik tlimor kalintilaridir. Ancak ge¢ ortaya ¢ikmis bu
seyirlerde Fenetti ve Gish’e gore tiimdre komsu olan dokunun genetik durumu agisindan

6nemlidir. Bu komsu dokudaki genetik degisimler, tiimorli bolgelerin ¢ikarilmasindan
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aylar-yillar sonra nitkks HCC gelisimine sebep olur. Bu da ge¢ niiksetmesinin gergekte
yeni malign lezyonlar olusabilecegini gostermektedir (Tiizlin vd., 1999). Hepatoselliler
karsinoma sebep olan genetik etkilerden biri de heterozigotluk kaybidir. Bir kisinin hiicre
genomunun olusumuna katki yapan kisminin kaybolmasina heterozigotluk kaybi (LOH)
denir. Normal kosullarda, her bir bireyden bir kopya geldiginden dolayi, bir genin iki
kopyasi arasinda kiigiik farklilik bulunmaktadir. Bu heterozigotlugun kaybolmasi bir
mutasyon olabilecegi anlamina gelmektedir. Bu durum, delesyon, gen doniisiimii ve
kromozom kaybi gibi gesitli sebeplerden dolay1 ortaya ¢ikabilir. HCC tanis1 varligini
tespit etmede Avrupa ve Asya’da LOH i¢in yapilan genom taramalarinda lokuslarda en
yuksek yulzdeler 8p23, 4922-24, 4935, 17pl3, 16qg23-24, 6927, 1p36 ve 9pl2-14
kromozomlarinda goriilmiistiir. HCC’de amplifikasyon oranlart %58 ile %78 arasinda
degisiklik gostermektedir (Metodieva, 2008). Hepatit B virlisii (HBV) sonucu olusan
timorler, genellikle konak transkripsiyon faktorlerinin, guglendiricilerin  ve
protoonkogenlerin aktivitesini degistiren hepatit BX (HBX) proteini tarafindan
indUklenir. Aflatoksin maruziyetinde ise genellikle timdr baskilayict TP53°Un erken
mutasyonlarina sebebiyet vermektedir. Biitiin bu farkliliklar, HCC’nin heterojenliginde
onemli oldugunu gostermektedir (Marks ve Yee, 2016). En sik delesyona ugrayan
kromozom kollar1 17p, 8p, 16q, 16p, 4q, 9p, 13q, 1p ve 6q’dur. En sik kromozomal
kazanimlar 1q, 7q, 8q ve 17q lizerinde bulunmaktadir. HCC vakalarinda mutasyonlar
sonucu olusan anomaliliklerin %30°u p53’te mutasyonlarin gériilmesidir. Vakalari, %14
ila %44’Unde CTNNB1 geninin ekson 3 bdlgesinde meydana gelen mutasyonlar
olusturmaktadir. PI3KCA, AXIN1 ve KRAS’da gorillen mutasyonlara daha az oranda
rastlanmaktadir (Minguez vd., 2009).

Genetik degisiklikler tarafindan yaygin olarak degistirilen yollar arasinda sorumlu
sliregler bulunmaktadir. Bu yollar Wnt/beta-katenin yolu, p53 yolu, fosfatidilinositol 3-
kinaz (PI3K) /Ras sinyal yollari, oksidatif ve endoplazmik retikulum stres modiilatorleri
ve kromatin yeniden modellenmesidir. Enteresan bir sekilde, farkli mutasyonlar hastanin
sahip oldugu altta yatan karaciger hastaliginin sebebiyetine gore farklilik gdsterir. Buna
ornek verirsek, kromatin yeniden dizenlenmesine dahil olan genlerin inaktivasyonu,
alkolik sirozlu hastalarda daha fazla gorulirken, HBV-pozitif hastalarda p53 yolu
diizensizligi ve HCV’li hastalarda daha fazla Ras geni baskindir. HCC’nin baslatilmasi,
biiyiimesi ve yayilmasinda VEGF ve reseptorleri 6nemli oldugu bilinmektedir. Fibroblast

bliylime faktorii (FGF) ve onun reseptor ailesi, HCC biiylimesini, istilasini ve
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anjiyogenezisini arttirmada dnemli bir rol almaktadir. Eger artan serum FGF seviyeleri
veya reseptorlerinin aktivasyonu niks, tedaviye direng ve Kkotl prognozla ilgilidir
(Minguez, 2016). WNT/B-katenin yolu, soy spesifikasyonu, farklilasma, kok hiicre
yenilenmesi, epitelyal mezenkimal gecis, bolgeleme, proliferasyon, hiicre yapismasi ve
karaciger rejenerasyonu gibi karaciger fizyolojik olaylarinda 6nemli bir géreve sahiptir
(Zucman-Rossi, 2010). WNT/B-katenin yolu ile anormal sinyallesme HCC’de yaygin
olarak goriilmektedir. Bu yol, timdr gelisiminde 6nemli bir yere sahiptir. Fakat
karsinogenezde nasil diizensiz hale geldigi bilinmemektedir. Yapilan c¢alismalarda,
WNT/B-katenin sinyalleme anormalliklerinin timdor gelisimi esnasinda her agamasinda
rastlanmaktadir. Bu yolda meydana gelen degisiklikler, genomun kararsizligina ve TP53
mutasyonu gibi HCC gelisimine yon vererek diger doniisiimlerden bagimsiz olarak geligir
(Marks ve Yee, 2016). Cesitli rapor sonuglarina gore mutasyonlarin prevalansinin %26
ile %41 arasinda oldugu diistiniilmektedir. Baz1 raporlarda ise yiiksek oranda aflatoksin
B1 ve HCV enfeksiyonuna maruz kalma sonucu olusan mutasyonlarla yakindan iliskili

oldugu gozlemlenmistir (Teufel vd., 2007).

TP53, HCC’de en sik mutasyona ugramis timor baskilayict gendir. TP53°Un kodon
249’unda R249S amino asit ikamesine yol agan bu mutasyon, AFB1 maruziyeti olmayan
cografi bolgelerde HCC’de nadiren rastlanir. Genellikle, belirli bir cografi alanda, R249S
mutasyonunun sikligi, tahmin edilen AFB1 maruziyet diizeyine paralel oldugu

gorulmektedir (Zucman-Rossi, 2010).

Sirotik karaciger hastalarinda goriilen bir bagka kromozom anomalisi ise telomer
kisalmasidir. Telomer kisalmasi sonucunda hiicrelerin hiicre boliinmelerinin sayisini
kisitlar. Yaslanmis ve kronik hastaligi bulunan kisilerde organ sistemlerinin yenilenme
seviyesini etkileyebilir. Yapilan bir ¢aligmada telomer kisalmasi, hepatokarsinogenez

sirasinda telomerde seviyeli bir kisalma goriilmektedir (Chun-Ming ve Irene, 2008).

2.7. Patogenezi
2.7.1. Hepatit B

Hepatit B viriisii, 3.2 kb uzunlugundadir. RNA ara maddesi yoluyla ¢ogalan bir DNA

virlisidiir. Hepatit B viriisii (HBV) ile akut enfeksiyondan sonra, hastalarin yaklasik



%10’unda viriisii viicutlarindan tamamiyla disar1 atamadiklar1 i¢in kronik bir enfeksiyona

dontisiir. Kronik hepatit B, HCC ile yakindan iligkilidir (Balogh vd., 2016).

2.7.2. Hepatit C

Hepatit C viriisii (HCV), bir¢ok Bat1 iilkesinin kronik karaciger hastalig1 olan ve artan
HCC vakalarindan dolay1 6nemli bir risk faktorii olarak goriilmektedir. Diinya niifusunun
yaklagik %3’0 HCV ile enfektedir (Balogh vd., 2016). Hepatit C virist (HCV), tek
sarmall1 bir RNA viriisii olan ve genetik degiskenlik gosteren kiigiik bir virustir (Balogh
vd., 2016). HBV’den farkli olarak HCV, konak¢1 DNA’ya entegre olmaz. HCV ¢ekirdek
proteini dogrudan HCC’ye neden olmaktadir. Ras proteini ile birlikte birincil hiicreleri
dontistiirebilir. Ayrica p53 transkripsiyonuna miidahale edebilir (Cha ve Dematteo,
2005).

2.7.3. Siroz

Siroz, hepatoselliiler karsinom gelisimi i¢in bir risk faktoriidiir. Belirli bir bolgede
yasayan sirozlu hastalarda, kronik hepatitli hastalarla karsilastirdigimizda riski 3-4 kat
daha fazladir. Hepatoseliiler proliferasyondaki artis, onkogenlerin aktivasyonuna ve
timor baskilayici genlerde mutasyona sebep olabilir (Gurakar vd., 2021). Siroz tanisi
bulunan hastalarda c¢ogunlukla sag st kadran agrisi, kilo kaybi ve karaciger
fonksiyonlariin bozulmasi goriiliir (Siddiqui vd., 2018). Eger ailede hemokromatoz veya
Wilson hastalig1 gibi genetik hastaliklari olan hastalarin akrabalari igin genetik test ve
Onleyici tavsiyelerin dikkate alinmasina da olanak saglamaktadir (Schuppan ve Afdhal,

2008).

2.7.4. Alkol

Alkole bagl siroz, hepatoselliiler karsinomun en yaygin {i¢iincii nedeni olarak bilinir.
Alkolun etkisi giinde 60 gramdan fazla tiiketen kisilerde daha fazla goriilmektedir. Kronik
HCV enfeksiyonu olan asirt alkol kullanicilari arasinda HSK gelistirme riskini inceleyen
bir ¢alismada, bireylerin asir1 alkol kullanmalari durumunda HSK gelistirme riskinin 2,3

kat daha yiiksek oldugunu gostermistir (Ghouri vd., 2017).



2.7.5. Aflatoksin

Aflatoksinler, Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus mantarlarinin dogal olarak
baskin yan metabolitleridir. Bir gida kontaminasyonu olarak bilinmektedir. Bu
faktorlerden biri de kuraklik durumudur. Aflatoksin B1 (AFBL1), bir kez tiiketildiginde,
DNA’ya baglanabilen fonksiyonel bir gecis bilesigi olan AFBI-ex0-8,9-epoksite
metabolize olur. AFB1, aflatoksinin yaygin oldugu bolgedeki, cogu HBV hastaligindan
sikayetci olan insanlardan toplanan HCC 6rneklerinin %30-60’1nda teshis edilir (Jindal
vd. 2019).

2.7.6. Obezite

Karaciger kanseri belirtileriyle ilgili yapilan bir calismada, viicut kitle indeksinin (VKI)
>25 kg/m?’den daha yiiksek olan kisilerde primer karaciger kanseri gelistirme riskinin
iligkili oldugunu gostermistir. BMI ve HCC arasindaki iliski, HCV enfeksiyonu olan
bireylerde, HBV enfeksiyonu olan bireylere gére cok daha fazladir. Obez erkeklerin, obez
kadinlara gore karaciger kanseri riski daha ytiksektir (Jindal vd. 2019).

2.8. Etiyolojisi ve Epidemiyolojisi

HCC etiyolojisi ile iligkili birgok faktor vardir. Hastaligin ilerlemesi ve hastalarin
ozellikleri iizerinde dogrudan etkisi vardir. En biiyiik kiiresel HCC insidansi, Sahra alt1
Dogu ve Bat1 Afrika, Mogolistan, Cin ve Asya-Pasifik bolgelerindedir (Jindal vd., 2019).
Kadinlarda ve erkeklerde goriilme olasilig farklilik gostermektedir. Cinsiyet farki, kadin
ve erkek arasindaki hepatit B yiizey antijeni (HBsAg) tastyict orani, yasam tarzlari,
mesleki mazuriyet ve hormon durumlarindaki farkliliklardan kaynaklanabilir (Chien-Jen
vd., 1997). Fransa, Japonya ve Italya disindaki gelismis iilkelerde HCC’nin yaygmnlig1
daha azdir. Karaciger sirozu vakalarin yaklasik %80-90’1nda HCC olusturma yolunda
ilerler (Jindal vd. 2019). HCC diinyada en sik goriilen kanserlerden besinci sirada, 61Um
orani bakimindan ii¢iincii sirada yer almaktadir. Hastaligin sagkalim medyani 6 ile 20 ay
arasindadir (Yazici ve Bahar, 2008, Bosetti vd., 2014).

2.9. Tedavi

Hepatoselliiler karsinom, benzersiz bir kanser tirtdir. Bu nedenle tedavi yontemi

secilirken hem tlmorin evrelenmesi hem de karaciger hasarinin bilinmesi ayni1 oranda
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O6nem arz etmektedir. Hasta igin, farkli tedavi yontemlerinden en uygun olani segilmesi
cok onemlidir. Karaciger transplantasyonu, HCC tanili hastalarda se¢im kriterlerinin
karsilayan en iyi tedavi seklidir (Takayama, 2011). Bircok hasta transplantasyon igin
uygun degildir. Ciinkii yeterli donOr bulunamamasi bu tedavi segenegini engellemektedir.
Rezeksiyon yapilamayan hastalarda etanol enjeksiyonu, radyo frekans ablasyonu,
transarteriyel embolizasyon, transarteriyel ~kemoterapi, rutin i¢in yapilacak
transplantasyonda en énemli kriterlerdir. Buna gore 5 yillik sagkalim suresi %58-74

arasinda oldugu bildirilmistir (Uzunkdy, 2009).

2.9.1. Karaciger transplantasyonu

Yaklasik yirmi yildir, HCC’nin tedavisinde karaciger transplantasyonu énemli bir yere
sahiptir. Fakat tim HCC vakalarinda kullanilabilen bir tedavi secenegi degildir. HCC’nin
capt 5 cm’yi gegmemesi, lgten fazla olmamak kaydiyla birden fazla timor nodiilii
bulunanlarda her bir nodiil ¢capinin 3 cm’den fazla olmamasi1 HCC hastalar i¢in yapilacak
transplantasyonda en dnemli kriterlerdir. Buna gore 5 yillik sagkalim oran1 %58-74

arasinda bildirilmistir (Uzunkdy, 2009).

2.9.2. Cerrahi rezeksiyon

Hepatoselliiler karsinoma sahip hastalar cerrahi tedavi en 6nemli olanlarin arasindadir.
Ciinkii karaciger rezeksiyonu sayesinde hastalar minimal mortalite ve sagkalim oraninin
artmasi nedeniyle glinlimiizde en fazla kullanilan bir tedavi yontemidir. Aslinda énemli
olan tiimorlerin erken asamada farkedilmesi sayesinde hastalara erken mudahale
edilmesidir (Takayama, 2011). Cerrahi rezeksiyon, iyi korunmus karaciger fonksiyonu
ve normal portal basinct olan kat1 tiimdrlii hastalar i¢in 6nemli bir tedavi yontemidir.
Hastalarin sag kalimlar1 5 yilda %60-70’1 ulasabilir (Bruix vd., 2004). Yeterli fonksiyonel
rezerv kapasitesi olan hastalarimizda ve ekstra hepatik tumor blylmesi olmayan
hastalarda tekrar rezeksiyon yapilmasi sonrasinda hastanin 5 yillik sagkalim orani %86

kadar yiikseldigi goriilmiistiir (Rampone vd., 2009).

2.9.3. Radyofrekans ablasyonu (RFA) ve perkitan etanol enjeksiyonunu

En sik kullanilan iki yéntem, perkitan radyofrekans ablasyonu (RFA) ve perkitan etanol

enjeksiyonunu (PEI) igerir. Onemli komplikasyonlarm genellikle RFA i¢in %10°dan ve
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PEI icin %3’ten az oldugu ve morbidite oranlarinin RFA i¢in %]1’in altinda ve PEI i¢in
oldukca nadir oldugu bir durumdur. RFA ile tistiin lokal tiimor kontrolii gostermistir. RFA
ve PEI arasindaki tam kontrol oranlarinin etkinligi olduk¢a benzer goriinmektedir. 2
cm’den kiigiik tliimdrler i¢in bu yontem kullanilir. Bu yontemlerin her ikisinde de timor
boyutu ve yerlesimi ile sinirli olduklarimi bilinmesi gerekmektedir (Tinkle ve Haas-

Kogan, 2012).

2.10. Anti Kanser Peptitler

Kanser, viicutta hiicrelerin istenmeyen sekilde kontrolsiizce hiicrelerin asiri ¢ogalmasi
sonucu olusan bir dizi hastaliktan olusur. Glinlimiize kadar birgok kanser hastaligina
heniiz kalic1 bir tedavi bulunamamistir. Yapilan istatistiklere gore, 2018’de diinya
genelinde kanserden 6limler 9,56 milyon vakaya ulasmisken, ayni y1l i¢inde 18,07 milyon

yeni kanser vakasi kaydedilmistir (Xie vd., 2020).

Bir hucrenin kanserli olabilmesi i¢in, onun hucre fizyolojisinin degismis olmasi gerekir
(Weinber, 1996). Kanser hcrelerinin kendi biliylime sinyallerini {iretme veya saglikli
hiicreler tarafindan g6z ardi edilen zayif biiylime sinyallerine yanit verme yetenegi
olmasi, antiproliferatif sinyallere karsi duyarsizlik, normal olarak anormal hiicrelerin
apoptoz yoluyla 6lmesine neden olan hiicresel intithar mekanizmalarina direng, sinirsiz
cogaltma kapasitesi, tiimor biiylimesine izin vermek i¢in yeni kan damari gelisimini
uyarma yetenegi ve dokular1 once lokal olarak istila etme ve daha sonra tiim viicuda
yayilma veya metastaz yapma Kkapasitesi gibi Ozellikleri olmalidir (Hoskin ve
Ramamoorthy, 2008). Kanser, kodladiklar1 proteinlerin islevini degistiren somatik
genlerin mutasyonlari ile karakterize edilmistir. Kolon, meme, beyin ve pankreas gibi kati
tiimorlerin ¢ogunda somatik degisiklikler gézlenmistir. Bu degistirilmis mutasyonlarin
neredeyse tamami (%95) tek baz degisimidir. Diger %5°i ise bir veya birkag baz ciftinin
eklenmesi veya ¢ikarilmasindan kaynaklanir. Bilinen 200’den fazla ¢esidi olan kanser,
sadece bir hastalik degildir. Farkli bireylerde ayni tip tiimor arasinda ve ayni timor

icindeki kanser hiicreleri arasinda genis bir heterojenlige sahiptir (Marqus vd., 2017).

Molekiiler biyolojinin gelismesi sayesinde, bircok organizmada ¢ok sayida kisa peptitin

bulundugu kesfedilmistir. Bu peptitler bakteri, mantar ve tumor hticrelerini 6ldurebilirler.

Ayni zamanda bagisiklik sistemini diizenlenmesini de saglayabilirler. Biitiin bu bilgi

birikimlerinin sonucu anti-kanser peptitler (ACP’ler) olarak adlandirilan, anti-timor
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aktivitesine sahip katyonik diisiik molekiiler agirlikli peptitlerin olugsmasi kesfedilmistir.
Bu peptitler ilk olarak antimikrobiyal aktiviteler olarak degerlendirilmistir. Cesitli
organizmalar tarafindan izole edilen bu katyonik peptitler, ilk olarak 1985 yilinda giiglii
bir anti-kanser ajani1 olarak incelenmistir (Xie vd., 2020). Arastirmalar sonucunda
ACP’lerin essiz bir mekanizmast oldugu kesfedildi. ACP’lerin, tumor hicresi
proliferasyonunu, gocunu ve timor anjiyogenezini daha iyi inhibe edebildikleri
kesfedilmistir. Geleneksel kemoterapi tedavi ydntemlerine goére ACP’lerin (retim
maliyeti diisiik olmasi, degistirilmesinin kolay olmasi, yliksek doku penetrasyonu ve
diisiik ilac direnci gibi avantajlara sahiptir. Tiim bu avantajlarindan dolay1 klinik a¢idan

uygulama beklentisinin umut verici oldugu goriilmektedir.

Bu zamana kadar kanser tedavisi icin uygulanan cerrahi, radyoterapi, kemoterapi ve
immunoterapi gibi tedavi yontemleri kullanilmaktadir. Cerrahi tedavi, kat1 tiimorlere
sahip olan hastalarin tedavi edilmesinde kullanilir. Bu tedavi sekli, erken ve hatta orta
tiimorler i¢in kullanilan etkili bir tedavi yontemidir. Bu tiir tedavilerde genellikle travma,
kanama, enfeksiyon, zayiflamis bagisiklik ve diger risklere neden olan yan etkilere
sebebiyet vermektedir. Bu yiizden ilerlemis tiimor hiicreleri bulunan birgok hasta igin
giivenilir bir tedavi yontemi degildir. Radyasyon tedavisi géren hastalar genellikle cerrahi
tedavi yonteminden fayda gormemis kanserli hastalar i¢in uygulanan bir tedavi
yontemidir. Fakat radyoterapi genellikle komplikasyonlara sebep olabilmektedir. Ayni
zamanda bu tedavi yontemi pahali ve tedavi suresi uzundur (Xie vd., 2020). Kemoterapi,
kanser hiicreleriyle basa ¢ikmak icin viicuda verilen kimyasallarla yapilan sistemik bir
tedavidir. Bu tedavi uzun siire kullanildiginda ila¢ direnci olusur ve hastalik tekrar
niikseder. Ayrica, ilaglar timor ve normal hicrelerini ayirmaksizin 6ldiirdiigiinden yan
etkilere sebep olmaktadir (Thundimadathil, 2012). Immiinoterapi, cesitli kanserler
lizerinde etkili oldugu bulunmustur. Immiinoterapi genellikle radyoterapi ya da
kemoterapi ile kullanilmaktadir. Eger iki tedavide basarisiz oldugu zaman alternatif
olarak immiinoterapi kullanilmaktadir (Charneau vd., 2021). immiinoterapi ise hastanin
bagisiklik sistemine uyarlanarak anti tiimor etkisini kolaylagtirmaktir. Bu tedavide uzun
streli olup kemoterapi ve radyoterapiye gore daha az yan etkisi bulunmaktadir.
Kullanilmakta olan tedavi yoOntemlerinin her birinin Kendine gore avantajlari,
dezavantajlar1 ve farkli uygulamalara sahiptir. Bu yuzden tek bir tedavi yonteminin yeterli

olmasi1 zordur fakat yapilan birlestirilmis tedavi yontemleriyle daha iyi bir tedavi
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saglanabilir. Bu nedenle, yeni terapdtik yontemlerin, antikanser ilaglarin arastirilmasi ve

gelistirilmesi kanser hastalar1 agisindan ¢ok onemlidir.

Anti-kanser peptitler (ACP’ler), tiimor hiicresi ¢ogalmasimi ya da ilerlemesini
engelleyebilen veya tiimor kan damarlarinin olusumunu baskilayabilen ve ilag direncine
kars1 orani daha diisiik olan 10-60 amino asitten olusan bir dizi kisa peptitlerdir. Bu
zamana kadar bir¢ok kanser tedavi yontemi kalict olmadigindan ve her gegen giin kanser
vakalarmin artmasindan dolay1 kanser tedavi yontemlerinin yetersiz olmasi sebebiyle
daha fazla arastirmalar yapilmalidir (Xie vd., 2020). Anti kanser peptitler (ACP), nétr ve
anyonik amino asit kalintilari ile katyonik olan amino asit kalintilarinin yer degistirmesi
sonucu ya da kimyasal bir grup eklenmesi ile olusabilen hem dogal hem de modifiye
olarak olusan peptitler araciligiyla olugsmustur. Anti kanser peptit dizisi iizerinde
fizikokimyasal 6zellikler bulunmaktadir. Bunlar, amino asit bilesimi, kimyasal gruplarin
eklenmesi ve bunlarin konformasyon sekli, yiikii, ikincil yapimin yonii peptitlerde etkiye
sebep olmaktadir (Chiangjong, 2020). ACP’ler genellikle disiilfid baglari ile stabilize
olurlar. Ilgili proteinler ile etkilesimini saglamak ve modiile etmek icin yiiksek 6zgiilliige

sahip olarak rasyonel yontemler sayesinde tasarlanirlar (Marqus vd., 2017).

Boylece hedefleme 6zgiilliigii ve ACP-hiicre etkilesiminin yaninda peptit niifuz etme
yetenegi tizerinde de bir etkiye sebep olur. Son zamanlarda yapilan birgok arastirmada,
peptitlerin farkli asamalarinda tiim kademeleri incelenerek yeni ilaglar ve asilar
olusturmak i¢in ¢aligmalar yapilmaktadir. Bu sayede ACP gelismesi, yeni olusabilecek
kanser vakalarin azaltmak ve o6liim oranini diisiirmek i¢in yeni bir uygulama seklidir.
Siirekli bu alanda arastirmalar ve incelemeler yapilmaya devam etmektedir (Chiangjong,
2020).

ACP’ler, kanser hiicreleri i¢in segici olan ve toksik 6zellige sahiptirler. Ayrica, ACP’ler
antikorlar ve kiigiik molekiiller ile karsilastirildigimiz zaman yiiksek segicilikleri ve
penetrasyonlari ile kolay modifiye edilebilirler (Chen vd., 2016). Anti kanser peptitlerde
amac sagliklt hiicrelere zarar vermeden kanser hiicrelerinin 6lmesini saglamaktir.
Kanserli hiicre zar1 ile normal hiicre zar yapisi farkli 6zelliklere sahiptir. Antikanser
peptitler membran lizisi ya da gézenek olusumu araciligiyla hiicrelerin apoptoz ve nekroz
yoluyla yok etmesini saglar. Okaryotik hiicre zari, litik olaymni korumak igin zarin
akigkanligin1 degistirerek kolesterol icerir. Kanser hicreleri saglikli hiicrelere gore

hiicrenin yiizey alanmi artirmak i¢in daha fazla miktarda mikrovilliis icerirler. Ayrica
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saglikli hiicreler elektriksel olarak notr duruma sahipken, kanser hiicreleri yiizeylerinde
negatif yiiklii bilesenlere sahiptir. Bu sayede, ACP’ler ile kiiglik molekiillerin etkilesime
girdigi zaman zarin Kararsizlasmis olmasini saglarlar. BOylece kanser hiicresinde
sitotoksisine ve lizisine yol agmaktadir. Bununla birlikte, peptitler ve saglikli hiicre zar1
arasinda etkilesim hibrofobikken, peptit ile kanser hiicreleri arasindaki etkilesim
elektrostatiktir. ACP’lerin onarilma mekanizmalar1 yoktur. Hiicre zar1 hasarina ve hiicre
lizisi ya da apoptozu indiiklemesine neden olarak kanser hicrelerinin 6lmesini saglar.
Bir¢ok ACP, normal dokulara zarar vermeden primer tiimorlere ve metastazlarina karsi

gucli anti-timor aktivite gostermektedir.

Bu zamana kadar yapilan arastirmalarda, kanser hiicrelerinin ACP’lere direng
gelistirebilecegini gosteren herhangi bir rapor bulunmamaktadir. Bunun sebebi,
ACP’lerin hedef reseptor yerine birkag farkli yiizey molekiiliine ¢cekilmesidir. Bu bulgular
ACP’lerin, ozellikle dogrudan etkili olanlarin, farkli kanserlerin tedavisi i¢in yeni ek

tedaviler olarak kullanim i¢in 6nemli bir potansiyel olusturmaktadir (Hilchie vd., 2016).

Peptitleri tedavi olarak kullanmanin diger bir faydasida, toksik yan etkileri en aza
indirerek hayati O6neme sahip bobrek ve karaciger gibi organlarda birikmezler.
Rekombinant antikorlar veya proteinlerden daha az immiinojenik yapiya sahiptirler.
Bunun yani1 sira ACP’lerin bazi dezavantajlari da bulunmaktadir. In vivo olarak serum
proteazlari tarafindan parcalanmaya karsi ¢ok az veya hi¢ direng géstermezler. Ayrica,
kisa yar1 Omiir zamani, diigiik biyoyararlanim ve iiretim zorluklari bulunmaktadir

(Marqus vd., 2017).

ACP’ler, belirli bir kanser hiicresini iyilestirmeyi hedefleyerek kanser hiicresinin atilimi
icin modifiye edilmistir (Bkz. Sekil 2.1). Dogal bir hormon peptitin tirevi olan
dTCAPF’lerin, gelismis ve metastatik kati1 tiimorlerin tedavisi i¢in Toll/interlokin-1
reseptOr siiper ailesi yoluyla hiicrelere girer, onlara anjiyojenik faktorleri baskilar.
Antikanser sitokin dretimini ve endoplazmik retikulum stresini indikleyerek kanser
hiicresini apoptoza ugratir. Ayrica, ACP’ler imminojenler ile klinik terapétikler
iyilestirici olmasi amaciyla birlestirilmistir. ACP tedavisinin amaci, kanser hiicresi
tedavisinde timor olusumuna ve dirence katkida bulunmadan kanser hicresi 6limuni

saglamali ve tiimoriin ilerlemesini durdurmalidir (Chiangjong vd., 2020).
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Sekil 2.1. ACP’lerin anti-tliimor mekanizmasinin sematik diyagrami: (a) hiicre zarinin
yapisint yok eder; (b) apoptoz; (c¢) anjiyogenezin inhibe edilmesi; (d) bagisiklik
diizenlemesi (Xie vd., 2020).

2.11. Anti Kanser Peptit Mekanizmalari
2.11.1. TUmor anjiyogenezinin inhibisyonu

Anjiyogenez, daha 6nce var olan damar sisteminden yeni kan damarlarinin olusumudur
(Bkz Sekil 2.1). Anjiyogenez, gerekli besinleri ve oksijeni saglayabilen ve metabolik
atiklar1 tasiyabilen, kati tlimdrlerin biiyiimesinde, timdr hiicrelerinin dokuya girmesi
halinde ve metastaz olayinda oldukga dnemlidir. Timor anjiyogenezinde rol oynayan
fibroblast blylme faktérii (FGF), epidermal buytume faktorl (EGF), vaskiler endotelyal
biyime faktori (VEGF), plasental biyime faktéri (PLGF), timor nekroz faktori-alfa
(TNF-a), trombosit kaynakli biiyiime faktorii (PDGF), ve anjiyogenin (Ang) bir dizi
biiylime faktorler tanimlanmistir. Birgok peptit, biiytime faktorleri ve reseptorleri
arasindaki etkilesimlere sebep olur. Bu etkilesimler kesintiye ugratarak etkili anti-

anjiyogenez ve anti-tumor etkileri gosterebilirler.

2.11.2. TUmor apoptozunun indiksiyonu

Apoptoz, cok hiicreli organizmalarda hiicre proliferasyonunu kontrol etmek igin, DNA

hasarina yanit olarak gelistirdikleri hiicrenin 6lmesi gereken zamanda kontrollii sekilde
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hiicre Oliimiiniin gerceklesmesidir. Apoptozun normal ve saglikli hiicrelere zarar
vermeden kanser hiicrelerini yok edebilecegine dair arastirmalar bulunmaktadir. Ornegin;
antimikrobiyal peptit olan SALF (karides anti-lipopolisakarit faktord), 6lum
reseptori/NF-KB (nikleer faktor-kappa B) sinyal yolu yoluyla apoptoza neden olarak bir

timor ksenogreft fare modeli {izerinde 6nemli tiimor baskilayict gorevi gérmektedir.

2.11.3. TUmOr nekrozunun indiksiyonu

Nekroz, bir veya daha fazla hiicrenin geri doniisimsuz sekilde hasar gdérmesi sonucu
karmagik diizenleyici mekanizmalara sahip olmadiklarindan dolay1 hiicre 6liimiine sebep
olmaktadir. Nekroz olay1 genellikle fiziksel ve kimyasal yaralanmalar sonucu ya da
patolojik durumlarda gézlemlenir. Nekroz indukleyici peptitler ve membran bozucu litik
peptitler grubu bulunmaktadir. Kanser hiicreleri i¢in geleneksel kemoterapoétik ilaglardan
daha yuksek derecede segicilige sahiptirler. Ayn1 zamanda ¢oklu ilag direncini
indiiklemezler. Kahalalide F (KF), deniz kaynakli bir peptit olan insan prostat ve meme
kanseri hiicrelerinde gucli sitotoksik aktivite sahip olan nekroz yoluyla hicre 6lumuni

saglar.

2.11.4. immiinomodulator fonksiyon

Malign tumor hicreleri, sitokinler ve biyume faktorleri Ureterek endotelyal hicreler,
inflamatuar immdin hiicreler ve fibroblastlar dahil olmak tizere ¢ok ¢esitli hiicre tiplerinin
toplanmasini saglarlar. Boylelikle bu farkl: hiicre tiirleri ve hiicre dis1 matris molekiilleri,
timor mikro cevresinin olusmasii saglar. Timor mikro gevresinde, antitimor
bagisikliginin ilerlemesini sinirlayan antitiimor bagisikligi ile tiimor kaynakli inflamatuar
aktivite arasinda, hassas bir denge bulunmaktadir. Bagisiklik yanitlarint modiile etmek
icin kanser tedavisi immiinoterapisinde yaygin olarak Kullanilan biyoaktif peptitler
kullanilabilirler. Alloferonlar, boceklerden izole edilirler. Dogal olarak olusan bir
peptittir. Yapilan deneyler sonucu, alloferonlarin dogal 6ldirtci lenfositler (izerinde

uyarici aktiviteleri oldugu gézlemlenmistir.

2.11.5. Kinazlarin/proteaz aktivitelerinin inhibisyonu

Kinaz ve proteazlarin, birgok biyoaktif enzimin timdr biiylimesini, istilasini ve metastazi

engelledigi bilinmektedir. Bu enzimler antikanser tedavisi i¢in ilgi ¢ekici bir niteliktedir.
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FGF8b’nin (fibroblast biiyiime faktorii 8b) gN sarmal alanindan tiiretilen kisa bir sentetik
peptittir. Hiicre dongiisiinii GO/G1 fazinda durdurarak ve Erk1’in aktivasyonunu azaltarak

prostat kanseri hiicrelerinde antitiimér etki saglayabilirler (Wu vd., 2014).

2.11.6. Fonksiyonel proteinlerle etkilesim

Cok sayida fonksiyonel proteinin tiimor olusumunda ve ilerlemesinde varligi
bilinmektedir. Kicuk peptitler, bu proteinlerin 6zel islevlerine miidahalesiyle timor
hlcrelerini 6ldirmek igin yeni bir terapétik tedavi yontemi olabilecektir (Wu vd., 2014).
Pep-7, insan papilloma virGsu tip 16°’nin (HPV16E7) E7 onkoproteinine yiiksek afinite
ve Ozgiilliik ile baglanan bir peptittir. C7C faj goriintiileme peptit kitapligindadir. Bu
peptit, HPV16E7’nin aktivitelerini gegersiz kilar. E2F transkripsiyon faktorii-
retinoblastoma proteini (E2F-pRb) yolunu yeniden etkinlestirerek kanser hiicre
dizilerinde ve hayvan tiimor modellerinde belirgin anti-timor etkinligi saglayabilirler
(Wuvd., 2014).

2.12. Anti Kanser Peptitlerin Simiflandirilmasi

1980 yilinda Isvecli bilim adam1 Boman ve meslektaslari tarafindan, anti-timor etkileri
ve bagisiklik sisteminin diizenlenmesi gibi ¢esitli biyolojik 6zelliklere sahip olan bir¢cok
biyoaktif bilesikler kesfedilmistir. Birgok ACP tiirii, bircok organizmadan tanimlanmis
ve cesitli sekillerde siniflandirilmistir. ACP'lerin  aktivitesi biiyiik o6lglide amino
asitlerinin tipine, sayisina ve yapisina baghdir (Xie vd., 2020). Yapisal siniflandirmada
a-sarmal, B-pileli levhalar, rastgele bobin ve dongiisel adi1 verilen dort farkli kategori

bulunmaktadir (Bkz. Sekil 2.2).

2.12.1. a-sarmal ACP’ler

a-sarmal ACP’ler, peptit zinciri cogunlukla kisa ve yapi olarak basittir. ACP’lerin en tipik
yap1 tipidir. Amfibilerin epidermisinde daha fazla bulunurlar. Son zamanlarda, artan
sayida o-sarmal ACP bulunmustur. Fakat hepsinin giiglii anti-kanser etkileri
bulunmamaktadir. a-sarmal ACP’ler, kapsamli bir sekilde incelenen tipidir. Birgogunun
timor hucreleri  Uzerinde yeterli inhibitér etkileri olmasma ragmen, ACP’lerin

sitotoksisitesine ve yan etkilerine sebep olmaktadir (Xie vd., 2020).
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2.12.2. § kivrimh levha ACP’ler

B-kivrimli levha ACP’lerin birgogu, iyi stabiliteye sahiptir. Iki veya daha fazla distlfid
bag1 bulunmaktadir. Bitki ve hayvanlardan iiretilen bu yapilar, a-sarmal ACP’lerden daha
karmagiktir. B-pileli ACP’lerin anti-tiimor aktivitesi ise o-sarmal olanlardan daha
diisiiktiir. Fakat B-pileli ACP’ler, normal doku hiicrelerine gore daha az toksik dzellige

sahiptirler. Bu yiizden bu tip ACP’lerin arastirilmasi gerekmektedir (Xie vd., 2020).

2.12.3. Rastgele bobin ACP’ler

Rastgele sarmal ACP’ler genellikle prolin ve glisin bakimindan zengindir. ikincil bir
yapis1 bulunmamaktadir. Boceklerden tiiretilen glisin acisindan zengindir. Rastgele bobin
ACP’nin bir tiirti olan alloferon, hayvan ve insan modellerinde dogal 6ldiiriicii hiicrelerin
aktivasyonunu ve interferon sentezini uyarabilir, bu da farelerde ve insanlarda antiviral

ve anti-timor yeteneklerini daha da artirir (Xie vd., 2020).

a) /-—"ﬂ (I)) o~

() ) (d)

Sekil 2.2. ACP’lerin yapisal siniflandirmasinin sematik diyagrami: (a) a-sarmal; (b) B-
katli levhalar; (c) rastgele bobin; (d) dongiisel ACP’ler (Xie vd., 2020).

2.12.4. Dongusel ACP’ler

Dongusel ACP’ler, sistin diigiimleri olusturan bastan sona siklizasyon omurgasindan
veya disiilfid baglarindan olusan kapali peptitlerdir. Liner yapisi bulunur ve daha

kararhidirlar. Ug cesit prostat kanseri hiicresi iizerinde giiglii inhibitdr etkiye sahip yeni
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siklik peptit olan Diffusa Cytide 1-3 bulunmustur. Yapilan g¢alismalarda, dongiisel
ACP’ler klinik ¢aligmalarda ACP’lerin biiyiik bir kismini olugturmaktadir. Bu peptitlerin

kanser hiicreleri tizerinde giiclii bir inhibitor etkisi bulunmaktadir (Xie vd., 2020).

2.13. TCApF

Yeni bir tumor apoptoz faktorti (TCApPF) olan, proteinin cDNA’s1 esas alinarak insan
timds, kolon ve beynin 6n lobunda eksprese edilerek hormon benzeri yeni bir peptittir.
TCApF 10. kromozomda bulunan ve 84 aminoasit uzunlugunda (HUM: 10q25.3;
AL133482.15; GIl: 15617233; bolge 16945...17199) bir protein kodlayan N-ucunda
bulunan bir sinyal peptit dizisidir. TCApF, bir fare homologuna sahip, suda ¢6ziinebilen
bir peptittir (NCI, 2021). TCApF’in molekiil agirhigr 5978,79 olup molekiler formuld
CosH120N21020 seklindedir (Bkz. Sekil 2.3).

Sekil 2.3. TCApF’in iki boyutlu kimyasal yapis1 (NCI, 2021).

Bu hormon ve kisa formlar iizerinde az sayida c¢alisma yapilmistir. Arastirmada
kullanilacak olan peptitimiz TCApF, Interlékin 1 reseptdr ailesinin bir {iyesi olan T1/ST2
reseptoriine baglanir ve tiimor hiicrelerinde p38, MAPK ve JNK sinyal kaskadlarinin

aktivasyonuna ek olarak hem kaspaz 8, 3 ve 9 hem de Bcl-2 aracili apoptozu aktive ettigi
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bulunmustur. Ayrica bu yeni peptit, vaskiiler endotelyal biiyiime faktori A (VEGFA) ve
Fms ile iligkili tirozin kinaz 1 (VEGFR1) ekspresyonlarini baskilayarak anjiyogenezi
inhibe etmektedir. TUmOr hiicreleri apoptoz faktérii hormon peptiti ayrica interlokin-10
ve anti-anjiyogenik interlokin ekspresyonlarini artirarak bagisiklik sistemi tepkilerini
uygun bir hale uyarlamaktadir. Toll/interlokin-1 reseptor stiper ailesinin bir yesi olan
T1/ST2 reseptorii, bazi kanser hiicrelerinde daha fazla oranda eksprese edilir (NCI, 2021).
T1/ST2 reseptorl, T-yardimer 2 (Th2) hiicrelerinin stabil bir belirtecidir. Ancak Th2 ile
iliskili bagisiklik tepkisinde 6nemlidir. Th2’nin hem viral antijene hem de alerjenlere
verdigi yanitta onemlidir. ST2 geni igindeki diferansiyel mRNA islemesi, ti¢ ST2
izoformudur (Ohana vd., 2017). Uzun zamandan beri T1/ST2 ligantin1 tanimi
bilinmiyordu. Fakat T1/ST2 reseptoriine karsi olusturulan monoklonal antikorlar,
MAPKinaz ve JNK’yi aktive edebilmis ancak NF-kB’yi etkinlestirememistir. Son
zamanlarda interlokin ailesinin yeni bir tyesi olan IL-33’0n T1/ST2 reseptoru igin bir
ligant oldugu tespit edildi. Ayn1 zamanda monoklonal antikorlardan farkli olarak IL-
33’tin hem MAP kinazi hem de NF-kB’yi aktive ettigi gosterildi. T1/ST2’nin bagisiklikta
onemli bir rolii oldugu konusunda bir¢ok arastirma vardir. TCApF izolasyonu, kanser
hiicrelerinde T1/ST2 reseptoriiniin kanser tizerinde etkisini agiga ¢ikarmistir. T1/ST2’nin
cogalan kanser hiicrelerinde segici bir 6liim reseptorii oldugunu kesfedilmistir. Ayrica
TCApF'nin T1/ST2 reseptorinin saf liganti oldugu da ortaya ¢ikmustir (Sandler vd.,
2010). Yapilan birgok ¢aligmalarda T1/ST2 reseptor grubu oncelikle kanser, inflamatuar
hastaliklar, travma, bagisiklik, kardiyovaskiiler hastaliklar ve ileri derecede bir akciger
hastalig1 olan idiopatik pulmoner fibroz gibi bir¢cok hastalikta 6nemli goreve sahiptir
(Erden ve Glnay, 2020).

TCApF, akut miyeloid 16seminin (AML) c¢ogalan hiicrelerinde, insan meme kanserinde
(MCF7), insan glioblastomunda, insan ndéroblastomunda, insan prostat kanserinde ve
insan akciger kanseri ¢ogalan kanser hiicreleri lizerinde hiicrelerin apoptoza ugramasini
saglamistir (Sandler vd., 2010). Yapilan arastirmalarda TCApF’in kisa tiirevi olan
cogalan AML hiicrelerine uygulanmasi sonucu, kanser hiicrelerinin ¢cogalmasini durdugu
ve saglikli hiicrelerde etki etmedigini gdstermistir. Bu, T1/ST2 reseptoriinii apoptoza

baglayan ilk rapordur.

Bir TCApF olan NEROFE™', sinyal dizisi olmayan peptittir. Bu peptitin, fare

genomunun 19. kromozomunda tespit edilmistir. Insanlarin farkli dokularindan alinan
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cDNA kittphanelerinin RT-PCR ile taranmasi sonucunda yeni bir peptit dizisinin
tanimlanmas1 saglanmis oldu. Fareler {izerinde yapilan bir ¢alismada AML tedavisi igin
TCApF’in kanser gelisimini durdurdugu gosterilmistir (Erden ve Gunay, 2020). Fare
hayvan modeli Gzerinde yapilan hem in vitro hem de in vivo ¢alismalarda, TCApF ve
onun kisa tiirevlerinin guclu anti-kanser aktivitesinin oldugu kanitlanmigtir. TCApF ve
tirevleri yalnizca kanser gelisimini baskilamakla kalmaz ayni zamanda timor
hlcrelerinin yok edebilmesini de agisindan da 6neme sahiptir. TCApF’in, kemik iligi ve
dalaktan metastaz kolonilerinin tiimiinii ortadan kaldirarak kanserin tekrar niiksetmesini

O6nemli derecede azalttigi da gosterilmistir (Sandler vd., 2010).

insanlar (zerinde dTCApF’letle yapilan faz 1 c¢aligmalarmin amaci ilerlemis olan
metastatik kat1 timorlerin gilivenirliligini ve etkinligini arastirmaktir. dTCApF’lerin
antikanser etki mekanizmasinin arastirildigi pankreas, meme ve yumurtalik hiicre
hatlarinda yapilan ¢aligmalarda, Toll/interlokin-1 reseptdr super ailesinin bir tyesi olan
T1/ST2 reseptori ile dTCApF’lerin hucre igerisine girdigi belirlenmistir. Golgi
aparatinda yapisal degisikliklerin indiiklenmesi nedeniyle golgi fonksiyonunun
kaybetmesi ve endoplazmik retikulum (ER) stresinin indiiklenmesi ile asagi regiilasyonu
olan iki karsit etkinin indiiklenmesi sonucu olusan yeni bir antikanser etki
mekanizmasidir. dTCApF’lerin, ilerlemis ve metastatik kati timorlerin tedavisi igin iyi
tolere edilebilen ve guvenli oldugu bulunmustur (Stemmer vd., 2018). Ayni1 zamanda,
dTCApF’lerin anti-anjiyojenik aktiviteye, ER stresini indiikleme becerisine ve antikanser
sitokinlerin ekspresyonuna ait veriler bulunmustur (Bkz. Sekil 2.4). T1/ST2 reseptord,
makrofajlarda, dendritik hiicrelerde ve mast hiicrelerinde eksprese edilmektedir. Th2 nin
viral antijenlere ve alerjenlere 6nemli yanit vermektedir. Bu reseptor ayn1 zamanda meme
karsinomu tasiyan BALB/c farelerinde etkisiz hale gelmesini saglamistir. TUmor
biiylimesini ve metastazi azaltmay1 saglamistir. dTCApF tedavisi, sayesinde T1/ST2
reseptOriinlin asag1 regiilasyonu nedeniyle antikanser sitokinlerinde serum diizeylerinin
artmasma sebep olmustur. dTCApF'lerin anjiyojenik faktorlerin ekspresyonunu

azaltmasini saglamistir (Stemmer vd., 2018).

dTCApF molekilleri hiicrelere ST2 reseptoru yoluyla girer ve sonra, sST2 ¢Ozunur ve
T1/ST2 reseptoriine baglanirlar. Golgi aygitina girerek tahrip olmasina ve golgi islevinin
kaybina yol agmasiyla yapisal degisiklikleri indiiklerler. Boylelikle endoplazmik

retikulumda proteinlerin birikmesine sebep olmasiyla ER stresine yol agar. dTCApF’ler
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ayrica sXBP1’1 asag1 regiile eder. Boylelikle ER stres onarim mekanizmasini inhibe
olmasi araciligtyla apoptoza neden olur. dTCApF’lerin anjiyogenezi engelleyerek kanser
hicrelerinde endoplazmik retikulumda katlanmamis proteinlerin birikmesiyle ER stresine

sebep olmaktadir (Ohana vd., 2017).

¥

l, Nerofe'™

Bagisikhk
Hicresi

Endotelyal
Hiicre

Kansere karsi
bagisiklik
sitokinlerinin
salgilanmasi

Pro-Anjiyogenik
faktérlerin Hiicre olimi
tikenmesi

Sekil 2.4. TCApF’in (Nerofe) farkl hiicre tipleri tizerine etkisi (ISK, 2021).
2.14. 5-Fluorourasil

5-Florourasil (5-FU), hem tek basina hem de bir dizi antikanser ajani ile kombine bir
bilesen olarak kullanilan bir antikanser ajanidir. 5-FU’nun molekiiler agirlhig: 130,1°dir
(Bkz. Sekil 2.5). 5-FU, diinya capinda kati malignitelerin tedavisinde en ¢ok kullanilan
i¢lincii kemoterapotik ajandir (Sara vd., 2018, Diasio ve Harris, 1989). Heidelberger ve
caligma arkadaglari, urasilin normal dokuya kiyasla tercihli olarak tlimdrler tarafindan
yakalanmasindan dolay1 urasil analogu 5-FU’yu sentezlemislerdir (Milano ve Chamorey,
2009). 5-FU, uzun yillardan beri klinik olarak kullanilmaktadir. 5-FU’nun ¢ok aktif bir
ajan olmasi bu bilesigi en ¢ok ¢alisilan antikanser ajanlarindan biri yapmaktadir
(Valeriote ve Santell1, 1984, Tanaka vd., 2000, Milano ve Chamorey, 2009).
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Sekil 2.5. 5-Fluorourasil’in kimyasal yapis1 (NCBI, 2021).

5-FU, DNA ve RNA’nin pirimidin molekiillerine benzer bir yapiya sahip heterosiklik
aromatik bir organik bilesiktir. Hidrojen yerine C-5 konumunda bir flor atomu olan bir
urasil analogudur. Saf 5-FU i¢in, bilesigin asimetrik iinitede dort molekiil ile kristallestigi
ve molekiiliin hidrojen bagl bir tabaka yapisin1 benimsedigi sadece bir kristal yap1 rapor
edilmistir. 5-FU yapist nedeniyle niikleozid metabolizmasina mudahale eder. RNA ve

DNA’ya dahil edilerek sitotoksisiteye ve hiicre 6limine yol acar (De Angelis vd., 2006).

5-FU, hiicreler GO veya G1 fazinda iken hicbir aktivitesi bulunmamaktadir. Tamamiyla
S faz1 aktif bir kemoterap6tik ajan olarak kabul edilir. Hiicrelerin 5-FU ile tedavisinin,
FAUTP'nin DNA’ya yanlis baglanmasi sonucunda S fazi sirasinda DNA hasarina,
ozellikle ¢ift iplikli ve tek iplikli kopmalara yol a¢tig1 bilinmektedir. Bu ylizden, ¢ogalan
hicrelerde tim hucre donglsu evrelerinde DNA’da hasar meydana gelebilir ve ilgili
onarim mekanizmalar1 hiicre dongiisiiniin farkli evrelerinde degisiklik gosterir. TUmOr
hiicrelerinin hiicre dongiisiindeki konumu ve ilag tedavisine yanit olarak apoptoza girme
yetenegi birlikte tiimdr hiicrelerinin kemoterapiye duyarliliginda énemli rol oynar. 5-FU,
metabolik aktivasyonunda yer alan ¢esitli enzimlerle karmagik bir etki mekanizmasina

sahiptir (De Angelis vd., 2006).

5-FU, meme, mide, pankreas, 6zofagus, karaciger, anus, bas ve boyun kanserlerini i¢ceren

kati tiimorlerin birgogunda aktiviteye sahiptir. Kemik iligi depresyonu, diyare ve mukozit
seklinde gastrointestinal toksisite, el-ayak sendromu ile kendini gosteren cilt toksisitesi
ve norotoksisite énemli toksik etkileridir (Chu ve Sartorelli, 2014, Cerreri vd., 1958,
Longley vd., 2003).
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Bir¢ok avantaji bulunmasina ragmen, ila¢ direnci nedeniyle klinik uygulamalar biiyiik
ol¢iide sinirlandirilmastir. Ilerlemis kolorektal kanser i¢in tek basina 5-FU’nun genel yanit
orant sadece %10-15’tir ve 5-FU’nun diger anti-tumor ilaglarla kombinasyonu yanit
oranlar1 %40-50’ye yiikseltmistir. Bu nedenle, tedavi ve direncin tersine ¢evrilmesi igin
yeni stratejilere acilen ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu arada, tiimérlerin 5-FU’ya direngli hale
gelme mekanizmalarini anlamak, bu direnci tahmin etmek veya Ustesinden gelmek igin
onemli bir adimdir (Zhang vd., 2008, Mader vd., 1998).

2.14.1.5-FU’nun etki mekanizmasi

5-Fluorourasil’in (5-FU), ana formu inaktiftir ve kompleks bir enzimatik reaksiyon
serisiyle aktif ribozil ve deoksiribozil nukleotid metabolitlerine dontismesi gerekir (Chu,
ve Sartorelli, 2014) Memeli hicrelerinde 5-FU, timidilat sentaz (TS) ile stabil bir
kompleks olusturan ve boylece deoksitimidin monofosfat (dTMP) iiretimini engelleyen
florodeoksiiiridin monofosfata (FAUMP) dondstiiriliir. dTMP, DNA replikasyonu ve
onarimi ic¢in esastir. Bu ylizden tiikenmesi sitotoksisiteye neden olur. 5-FU’nun
dihidroflorourasil’e (DHFU) dihidropirimidin dehidrojenaz (DPD) aracili doniisiimii,
normal ve timor hicrelerinde 5-FU katabolizmasinin hiz sinirlayici asamasidir.
Uygulanan 5-FU dozunun %80’e kadar1 karacigerde DPD tarafindan pargalanir (Zhang
vd., 2008, Wei vd., 2018). Kanser hastalarinin %5 kadarinda kismi veya tam DPD enzim
yetmezliginin oldugu bir farmakogenetik sendrom goriiliir. Bu durumda kemikiligi
depresyonu, diyare, bulanti, kusma ve norotoksisite seklinde ciddi toksisite gozlenir. 5-
FU kolorektal kanserin hem kanserin niks riskini azaltict hem de ilerlemis hastalik

durumunda en ¢ok kullanilan ajandir (Chu ve Sartorelli, 2014).

2.15. Hiicre Kultirid ve Sitotoksisite

Hicre kaltlrd, cok hiicreli organizmalarin hiicrelerine gore tasarlanmis olan laboratuvar
ortaminda hazirlanan kaplarda, 1s1, nem, besin gibi ortam sartlarinin saglanarak
kontaminasyondan uzak tutularak hiicrelerin ¢ogaltilmasi olayidir. Canlilardan alinan
hiicrelerin yapay ortamda yasatildig1 hiicre kultlirQi kanser, as1 ve ilag gelistirilmesi ve in
vitro sitotoksisite ¢alismalar1 i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Hucreler, sitotoksik
maddeye maruz kaldig1 zaman apoptoz, otofaji ve nekroz gibi olaylar meydana gelir.
Deneysel olarak hiicreler, kimyasal, biyolojik ya da fiziksel etkenlere maruz birakilir.

Buradaki ama¢ maruziyet durumu sonucunda hiicre canliliklarinin belirlenmesidir. Hiicre
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canliliginin belirlenmesi igin birgok test yontemi vardir. Sitotoksisitede yontem ne kadar
farkli olursa olsun testin amaci canli veya 6lii hiicre miktarini belirleyerek maddenin

hlcre 6limine sebep olma miktarmi 6lgebilmektir (Tokur ve Aksoy, 2017).

Laktat Dehidrogenaz Enzim Aktivite Testi: Tum hicrelerde bulunan sitoplazmik bir
enzim olan laktat dehidrogenaz (LDH), hasarli ve 6li hiicrelerden vasata salinan
aktivitenin belirlenmesidir. Hiicreler, toksik etkilere maruz kaldig1 zaman plazma zarinin
bozulmasiyla laktat dehidrogenaz enzimi hicrelerden sizarak vasata geger. Bunun
sonucunda LDH enzim aktivitesi ol¢iilmesi araciligiyla hiicre hasar1 belirlenir (Tokur ve

Aksoy, 2017).

Alamar Mavisi Testi: Alamar mavisi (resazurin) bilesiginin canli hiicreler tarafindan
resorufin bilesigine doniistiiriilmesine dayanir. Resazurin, mavi renkte redoks boyasi olan
ve hiicre zarindan serbestce gecgerek hiicrelere gecer. Bdylece indirgeyerek floresans
ozellikteki pembe renkli resorufine doniigmektedir. Metabolik aktivitesini kaybeden olii
hicreler resazurini indirgeyemezler. Bu yiizden floresans sinyali olusturamazlar.
Florometre cihaziyla sinyal Olgiiliir. Sinyal siddeti canli hiicre sayisina gore degisir

(Tokur ve Aksoy, 2017).

ATP Biyolliminesans Testi: Adenozin trifosfat (ATP) molekiildi, tiim canli hiicrelerde
enerji kaynagidir. Hiicre olimii gerceklesmesiyle hiicrenin ATP sentez yetenegi

kaybolur. Boylece ATP’nin hizli bir sekilde yikimina sebep olur (Tokur ve Aksoy, 2017).

2.15.1. MTT testi

MTT testi, giinlimiizde hiicre canliligini 6lgmek i¢in kullanilan en yaygin yontemdir.
MTT testi hiicre canlilig1, proliferasyon ve sitotoksisite belirlelemek i¢in kullanilan bir
yontemdir. Bu yontem 1983’de Mosmann tarafindan hiicre canliligin1 6lgmek amaciyla
gelistirilmis ve hiicre canliliginin “altin standardi” olarak tanimlanmistir. MTT testi
sadece hiicre kiiltiirii degil doku kiiltiirii ¢alismalarinda da hiicre canlilig1 6l¢iimii i¢in
kullanilmaktadir. MTT pozitif yiiklii bir bilesiktir. Okaryotik hiicre zarindan kolaylikla
gecerek hiicre i¢inde indirgenebilir. Fakat indirgenme sonucu olusan formazan, suda
¢oziinmez. Bu nedenle besiyerde kristal seklinde ¢okelmektedir. Canlilik testleri, {i¢
adimda gergeklestirilir. Birincisi, hiicreler belirli bir siire toksik maddeye maruz birakilir.

Ikincisi, toksik madde uzaklastirilip tetrazolyum bilesigi besiyere eklenir. Ortalama 1-4
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saat boyunca inkiibe edilir. Bu arada canli hiicreler ilgili bilesikleri indirgerler. Boylece
renk degisimi gergeklesir. Renk degisimi sonucunda spektrofotometrik dlgtimler yaparak
olii veya canli hiicre sayis1 belirlenir. Olgiim sonucu olusan sinyal miktar1, tetrazolyum
tuzu konsantrasyonu, hiicre tipi, canli hiicre sayis1 ve metabolik kapasitesi, besiyerin
icerigi, besiyerin pH’1, plaka-flask ya da kuyucuk yapisi gibi parametrelerle dogrudan
iligkilidir. MTT bilesigi sar1 renklidir. Fakat olusan formazan ise mor renkli olup suda
¢Oziinmez. Absorbansin Ol¢iilebilmesi i¢in uygun bir c¢oziiciide ¢ozdiiriilmesi
gerekmektedir. Denizot ve Lang (1986) tarafindan, MTT testinde olusan formazani
cozdiirmek i¢in dimetil siilfoksit (DMSO) kullanimini uygun goriilmiistiir. Coziicii olarak
genellikle DMSO vya da izopropil alkol de kullanilir. Ayn1 zamanda, ¢6zdiirmek igin
yapilan pipetleme esnasinda formazan kristallerinin zarar gérmesi de testin hassasiyeti

acisindan oldukg¢a 6nemlidir (Tokur ve Aksoy, 2017, Boyraz vd., 2021).

2.16. Hiicre Kiltird ve Genotoksisite

Genotoksisite, fiziksel ya da kimyasal ajanlarla ¢ekirdek, kromozom ve DNA yapisinda
meydana gelen DNA hasarlari, gen mutasyonlari, kromozom anormallikleri genetik
materyalde degisimlere neden olmaktadir. DNA veya genomun kopyasinin ¢ikarilmasini
saglayan enzimlerle etkilesime giren ve mutasyona neden olan genotoksik maddeler
DNA’da hasara neden olur. DNA hasarinda dogrudan 6nemli olan molekiillerde ve
yolaklarda meydana gelen bozukluklar ise doku hasari, yaslanma, kanser, infertilite ve
bazi genetik ve multifaktOryal hastaliklara sebep olmaktadir (Sekeroglu ve Sekeroglu,
2011). Genotoksisite testlerinin genel amaci, kanserden korunmada c¢evresel etkenlerin
endiistriyel kimyasallarin etkisinin azaltilmasinda, ilaglarin 6nce toksik etkilerinin ve
glivenirliginin arastirilmasinda kullanilmasidir. Bu testler, 1970°ten beri kullanilmaktadir

(Bedir vd., 2004, Sezginer ve Dane, 2016, Yiizbasioglu vd., 2014).

Salmonella/Mikrozom Mutajenite (Ames) Testi: Kimyasal maddelerin  mutajenik
etkilerinin arastirilmasi amaciyla kullanilan hizli, ucuz ve uygulanmasi amaciyla en

yaygin kullanilan bakteriyel testlerden biridir (Ames vd., 1975).

Kromozom Anormallikleri (KA) Testi: Mutajenler tarafindan meydana gelen
kromozomlarda cesitli yapisal ve sayisal anormallikleri sonucu olugan hasari tespit etmek

icin en fazla kullanilan yontemdir (Evans, 1984).
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Kardes Kromatit Degisimi (KKD) Testi: Mutajen maddelere maruz kalmis hiicrelerdeki
ozellikle kardes kromatitlerin homolog lokuslari arasindaki DNA replikasyon Grnlerinin
simetrik degisimini ve DNA ¢ift zincirinin kiriklarin1 homolog rekombinasyon

araciligiyla onarilmasini saglamak i¢in kullanilir (Smyth ve Evans, 1976).

Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (SMART): Mutasyon ve rekombinasyona yol
acan kimyasallarin belirlenmesinde en yaygim kullanilan in vivo testlerden birisidir
(Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011).

Mikrontkleus (MN) Testi: Cesitli mutajenlere maruz kalmis bireylerin kanser ve genomik
diizensizliklerini saptanmasinda, genellikle hiicre dongiisiinii kontrol eden genlerdeki
meydana gelen eksiklikler, mitotik igdeki hatalardan dolay1 hastalardaki mikroniikleus

frekansi araciligla anomalinin saptanmasi amaciyla kullanilir (Sekeroglu ve Sekeroglu,

2011).

2.16.1.Comet testi

[lk defa insan hiicrelerinde Rydenberg ve Johanson tarafindan kullanilan comet yontemi,
cesitli ajanlarin yol actigit DNA tek ve ¢ift zincir kiriklarinin tespiti i¢in kullanilan hassas,
hizli ve giivenilir bir yontemdir. Tek hicre jel elektroforez (Single cell gel
electrophoresis) teknigi olarak da adlandirilan comet yontemi, in vivo ve in vitro olarak
cesitli ajanlarin indiikledigi DNA hasar1 ve onarim bozuklugunun tayinini amaglayan
caligmalarda kullanilmaktadir. DNA kiriklariin tayini prensibine dayanan bu yontem,
pek cok fiziksel ve kimyasal mutajenin 6zellikle insanlarda yol agtigit DNA hasarinin
tayininde, bazi kalitsal hastaliklarin prenatal tanisinda, baz1 hastaliklarda artmis DNA
hasarini belirlemede ve kanser hastalarinda DNA hasarinin derecesini ve tamirini tespit
etmede kullanilan bir biyoizlem testidir. Ayrica genotoksinleri ilk etki bolgelerde
degerlendirebilmesi, hemen hemen tiim Okaryotik hiicrelere uygulanabilmesi, diisiik
hasar seviyesini 0l¢ebilmesi, az sayida hiicre 6rnegi gerektirdigi icin hizli, basit ve ucuz
bir yontem olmasi gibi avantajlarindan dolay1 genis bir kullanim alanina sahiptir (Fidan,

2008, Dikilitas ve Kogyigit, 2010, Cortes-Gutierrez vd, 2011, Liao vd., 2009).

Comet yontemi, alkali pH’da farkli molekiil agirliklarina ve farkli elektrik yiike sahip
DNA molekiillerinin elektriksel alanda farkli go¢ etmeleri esasina dayanmaktadir. Bu

yontemde, hiicreler veya ¢ekirdekgikler oncelikle agaroza yerlestirilmekte, daha sonra
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lizis ve alkali elektroforez tamponunda yiiritme ve noétralizasyon islemlerinden
gecirilerek floresan boya ile boyanmaktadir. Floresan mikroskop ile incelenen
preparatlarda zarar gérmemis DNA’lar kuyruk olusturmazken, hasar gérmiis DNA
molekiillerindeki fragmentler farkli molekiiler agirliklarina ve farkli elektrik yiiklerine
sahip olacaklarindan elektriksel alanda farkli hizlarda hareket ederek ¢ekirdekten disari
dogru gog etmekte ve kuyruklu yildiz goriiniimii olusturmaktadirlar (Bkz. Sekil 2.6). Bu
gorunum nedeniyle “Comet” ad1 verilen bu test ile tek bir hlicre diizeyinde DNA hasarinin
meydana geldigini anlayabilmek i¢in, kuyruk uzunlugu ve sekline gore farkli kategorilere
gore smiflandirma yapilabilir. Hiicrelerin gorsel olarak puanlanmasi veya hasarin
kantitatif olarak saptanmasinda bilgisayar yazilimlari kullanilarak kuyruk momenti,
kuyruktaki DNA yiizdesi ve kuyruk uzunlugu gibi parametreler hesaplanir. Kuyruklu
yildiz i¢cindeki DNA'nin sekli, boyutu ve miktari, hasar seviyesinin belirlenmesinde

onemli goreve sahiptir (Kumaravel vd., 2009).

| —tay

Hilcre Kiiltiirdi, Kan, Organ/Doku

1. Hiicrelerin izolasyonu 2. Slaytiann Hazirlanmasi 3, Hiicrelerin Lizis edilmesi

&3

7.Boyama 6. Notralizasyon 4.DNAsarmalinin gézillmesi

5. Elektroforez

8. Floresan mikroskop ve software

programla goriintiilerin analizi

Sekil 2.6. Comet yonteminin islem basamaklari (Uzen vd., 2019).
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Bu bilgiler dogrultusunda, 5-FU ve insan timus, kolon ve beynin 6n lobunda eksprese
edilerek yeni bir timor hicreleri apoptoz faktori olan TCApF peptitinin epitelyum
kokenli insan erkek hastadan alinan dokudan iiretilip ticari olarak satin alinmis karaciger
kanser hiicre hatt1 (HepG2) lizerinde sitotoksik ve genotoksik etkileri degerlendirilmistir.
Sitotoksik etkisi, hiicre canlilik degisimlerini goéstermek amaciyla MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-difeniltetrazoliumbromid) testi yontemiyle ve genotoksik etkisi Alkali

Comet Assay (tek hicre jel elektroforezi) yontemiyle belirlenmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

Tez calismasinda, HepG2 insan karaciger kanseri hiicre hatt1 tizerinde 5-Fluorourasil
(5FU) ve tumor hiicreleri apoptoz faktorinin (TCApF) sitotoksik ve genotoksik etkileri

incelenmis olup, deneysel calismalar Erzincan Binali Yildirnm Universitesi Temel

Bilimler Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde gergeklestirilmistir.

3.1.Materyal

3.1.1. Hiicre hatti

Tez kapsaminda kullanilan HepG?2 hiicre hatti orijin olarak epitelyum koékenli insan erkek

hastadan dokudan tiretilmis olup American Type Culture Collection’dan (ATCC) ticari

olarak satin alinmistir.

3.1.2. Kullanilan alet ve cihazlar

Tez ¢alismasinda kullanilan alet ve cihazlar Tablo 3.1’°de verilmistir.

Tablo 3.1. Calismalarda kullanilan alet ve cihazlar

Alet ve cihazlar

Firma adx

Mikroskop

COs- inkibatori

Kabin

Otomatik pipet

Sarjli otomatik pipet
Buzdolab1

Derin dondurucu (-80 °C)
Vorteks

Saf su cihazi

Hassas terazi

Su banyosu

Thoma Cami (Hiicre sayim cami)
Otoklav

Mikrodalga firin

Isik Mikroskobu

Floresan Mikroskop
Elektroforez

Terazi

Nikon Eclipse Ti-2U Inverted
Nive EC 160

Bil-ser B2 Class Il
Eppendorf Research Plus
Isolab

Arcelik

Haer Medical

Heidolph Reaxtop

Nive

Shimadzu ATX224
Memmert

Marienfeld

Rodwell Monarch
Vestel

Leica DM4000B

Leica

Biometra Analitik
Schimadzu Libror
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3.1.3. Kullamlan kimyasal maddeler

Tez ¢alismasinda kullanilan kimyasal maddeler ve temin edildikleri firmalar Tablo 3.2°de

verilmistir.

Tablo 3.2. Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve temin edildikleri firmalar

Kimyasal maddeler Firma adi
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium Biological Industries
(DMEM)
5-Fluorourasil Roche
TCApF Phoenix Pharma
Tripsin-EDTA Sigma Aldrich
Cell Proliferation Kit (MTT) Biological Industries
Penisilin-Streptomisin Biological Industries
Fetal Sigir Serumu (FBS) Sigma Aldrich
L-Glutamin Biological Industries
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline Biowest
Tripan Mavisi Sigma Aldrich
Triton X-100 Sigma Aldrich
Normal Erime Noktal1 Agar (NMA) Sigma Aldrich
Diisiik Erime Noktali Agar (LMA) Sigma Aldrich
Dimetil stlfoksit (DMSO) Sigma Aldrich
Etidyum Bromir Sigma Aldrich
Sodyum Klorir (NaCl) Sigma Aldrich
Sodyum Hidroksit (NaOH) Sigma Aldrich
Triton X-100 Sigma Aldrich
Etil Alkol Sigma Aldrich

3.2. YOntem

Hiicre kiiltiir calismalarinda yapilan tiim islemler, laminer hava akisli kabin igerisinde ve
steril kosullarda olmasina dikkat edilerek yapilmistir. Bunun igin her ¢alisma oncesi ve
sonrasi kabinin U.V. (ultraviyole 151k) lambasi 15 dakika agilmigtir. Kabin icerisi ve kabin
igerisine alinacak tiim ¢o6zelti ve arag-geregler %70’lik etanol ile temizlenerek aseptik

kosullarda ¢aligilmistir.

Calismamizda kullanilan HepG2 hiicre hatt1 i¢in besiyeri olarak Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM) tercih edilmistir. 500 mL DMEM icerisine 10 mL penisilin
streptomisin (%1), 5 mL L-glutamin (0,01) ve 50 mL FBS (%10) eklenerek hazirlanan

besiyeri ile hiicre kiiltiirii ¢aligmalart yapilmistir.
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3.2.1. Hucrelerin ¢ozdurilmesi

-80 °C’de 2 mL’lik hacimlere ayrilarak muhafaza edilen hiicre hatlar1 ¢ziiniinceye kadar
37°C sicakliktaki su banyosunda bekletildi. Coziinen hiicreler 15 mL’lik falkon tiipiine 5
mL DMEM ile karistirilarak aktarildi ve 1200 rpm’de 5 dk santriflij edildi. Stipernetan
uzaklastirildiktan sonra 75 cm?’lik flasklara ekim yapildi. Flasklarm {izerine tarih ve

hiicre ismi yazilarak inkiibatore kaldirildi.

3.2.2. Hicre hattinin pasajlanmasi

Flasklar icerisindeki hucreler %90 yogunluga ulastiktan sonra pasajlama yapildi.
Inkiibasyon kogullar1 %95 nem, %5 COz ve 37 °C’ye ayarlanmistir. Pasajlama islemi igin
ilk 6nce medyum atik kutusuna dokiildii. Flasklar 5-6 mL fosfat tamponlu salin (PBS) ile
yikandi ve yikama isleminin ardindan PBS’in tekrar ¢ekilerek alinmasi ve son olarak 8
mL taze besiyerinin eklenmesi ile gergeklestirildi. Hiicrelerin biiyiime hizlar1 dikkate
alindiginda ortalama bir hafta boyunca pasajlama islemine devam edildi. Isik
mikroskobunda, HepG2 hiicre hattinin yaklagik bir haftada 75 cm?’lik flaskin yiizeyinin
%9011k kismini hiicrelerin kapladig1 gortildiigiinde pasajlama islemine baslandi. (Bkz.
Sekil 3.1).

Sekil 3.1. HepG2 hiicre hattinin mikroskobik goriintiisii
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Besiyeri otomatik pipet ile uzaklastirildi. Hlcrelerin Gizerine 6 mL tripsin-EDTA ¢0zeltisi
eklenerek 5 dk tripsin inkiibasyonundan sonra hiicrelerin yapistiklart yerden kalkmalari
saglandi. Kalkmayan hiicreler i¢in toksik olan tripsin ile uzun siire bekletilemeyecegi i¢cin
kiiltiir kabinin tabanina hafifce vuruldu. Hiicrelerin tutunduklari yilizeyden ayrilip
ayrilmadigr mikroskop altinda kontrol edildi. Tamamen flask yilizeyinden ayrilmis olan
hicrelerin tripsinden zarar gormemesi igin 12 mL besiyeri eklendi ve 50 mL’lik falkon
tiipe alinarak 1200 rpm’de 25°C’de 5 dk santrifij edildi. Santrifiij isleminin ardindan
falkon tlp icerisindeki slipernetan atilarak ve igerisine 12 mL besiyeri ekleyip pipetaj
yapilarak hiicreler homojen hale getirildi. Daha sonra 12 mL’lik homojenat, 3-4 adet 75
cm?lik flasklara paylastirildt ve DMEM eklenerek her birinin hacmi 8 mL’ye
tamamlandi. Pasajlama islemi sonunda flasklar 37°C’de ve %5 CO: ortaminda

inkiibasyona birakild1.

3.2.3. Hiicre sayim1

Inkiibe edilen flasklar yeterli hiicre yogunluguna ulastiktan sonra flasklarda bulunan
besiyeri ortamdan uzaklastirildi. Hiicre bulunan flasklar PBS ile yikandiktan sonra PBS
ortamdan uzaklagtirildi. Flask ylizeyine yapisan hiicreleri kaldirmak i¢in tripsin-EDTA
kullanildi. Yiizeyden ayrilan hiicrelere besiyeri eklendi ve steril falkon tupiine konarak
santrifdj edildi. (Bkz. Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Hucre kiltur laboratuvarinda steril kabin i¢erisinde thoma lami ile hiicre sayimi
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Santrifiij sonrast hiicrelerin tist kisminda olusan stpernetan kismi bir otomatik pipet
araciligiyla atildi. Hucre pelleti Gzerine 1 mL besiyeri konularak huicrelerin homojenize
edilmesi saglandi. Sonra bu olusan siispansiyondan 50 pL alinip ependorf tiipe konuldu.
Tripan mavisi solisyonundan 50 pL eklenerek homojen bir karisim elde etmek igin
pipetaj yapildi. Elde edilen bu stspansiyondan 10 pL alinarak hiicre sayim islemi i¢in
thoma lamina birakildi. Saymm islemini gergeklestirmek i¢in thoma lamindaki merkez
cizgilerin kesistigi 1 mm’lik alandaki 16 kare icinde bulunan parlak beyaz renkteki
hiicreler sayilarak ortalamalar1 alindi Sayma isleminde mikroskop altinda 6lii hiicreler
membran zarinin bozulmasindan dolay1 tripan mavi boya sayesinde koyu mavi renkte

goriiniirken canli hiicreler beyaz parlak bir sekilde gorinar.

3.2.4. Sitotoksisite calismalari

Sitotoksisite analizleri i¢in 5-FU’nun 2; 2,5; 3; 3,5; 4; 4,5 ve 5 mg/mL konsantrasyonlari
ile TCApF’in 250, 500, 1000, 1250, 1500,1750 ve 2000 ng/mL konsantrasyonlari
calisilmistir. 5-FU ve TCApF’in ICso degerleri ile hiicre canliligina etkisini belirlemek
icin 96 kuyucuklu mikro plakalarin biitiin kuyucuklarina 200 uL besiyeri konularak tiim
kuyucuklarim igerisinde 5x10° hiicre olacak sekilde hiicre ekimi yapildi ve 24, 48 ve 72
saatlik inkGbasyona birakildi. Kontrol, 5-FU, TCApF ve TCApF+5-FU

kombinasyonlarini iceren deney gruplar1 olusturuldu.

3.2.4.1. Hiicre canhlik testi

Hiicre canlilik testi icin MTT kiti (Biological Industries) kullanildi. MTT testi (3-(4,5-
dimetiltiyazol-2-il)2,5-difenil tetrazolyum bromur), kimyasal maddelerin sitotoksik
etkisinin degerlendirilmesi i¢in kullanilan bir yontemdir. Bu yontemle, canli ve ¢ogalan
hiicre oranini belirlenerek sitotoksik etki degerlendirilir. MTT ve diger tetrazolyum
tuzlar1 canli hiicrelerin solunum ve elektron transport sistemleri tarafindan indirgenerek
suda c¢oziinmeyen mavi formazan kristalleri olusturur. Olusan kristallerin miktari

kolorimetrik olarak tayin edilerek mitokondri canliligi ve buna bagli hiicre canlilig

degerlendirilir (Tokur ve Aksoy, 2017, Boyraz vd., 2021).

5-FU, TCApF ve TCApF+5-FU uygulamasi sonrasi hiicrelerdeki canlilik diizeylerinin
analizi i¢in, madde uygulamasi ardindan gergeklestirilen inkiibasyondan sonra plakalarda

yer alan her bir kuyucuktaki medyum uzaklastirildi. Her bir kuyucuga taze 100 pL
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medyun eklendi ve 10 uL MTT Reaktifi (Bilesen A) ekleyip hafifce pipetaj yapildi ve
37°C'de 4 saat inkiibe edildi. Bu siire sonunda kuyucuklara dogrudan 100 pL Deterjan
Reaktifi (Bilesen B) ekleyip ve mikropipet kullanarak iyice karistirildi. Mikroplakay1
37°C'de gece boyunca karanlikta inkiibe edildi. 24 saat slre sonunda plak yatay
calkalayicida 10 dakika calkalandi. Boya 1siktan etkilenmesi nedeniyle, deneyin her
asamas1 karanlikta yapildi. Orneklerin absorbans degerleri spektrofotometrede 570 nm
dalga boyunda 6lgiildii. Kontrol kuyucuklar1 sadece medyum bulunan kuyucuklardir. Bu
kuyucuklar okutuldu. Etkin maddenin her bir konsantrasyonu igin olciilen absorbans
degerinin kontrol absorbans degerine oram1 100 ile carpildi, % hiicre canlilig1 ve
hiicrelerin %50’sini 6ldiiren konsantrasyon (ICso) degerleri de hesaplandi. Elde ettigimiz
absorbans degerlerinin ortalamasi alindi ve bu deger %100 canl1 hiicre olarak kabul edildi.
Referans ilacimiz 5-FU, TCApF ve TCApF+5-FU uygulanan kuyucuklardan elde edilen
absorbans degerleri, kontrol absorbans degerine oranlanarak yiizde canlilik degerleri

hesaplandi. Bu deneyler farkli giinlerde, birbirinden bagimsiz olarak 3 kez tekrarlandi.

3.2.5. Genotoksisite Calismalari
3.2.5.1. Kullamilan ¢0zeltilerin hazirlanmasi

» Fosfat Tamponu (10mM, pH 7.4, 1000mL)

Hazir toz formda bulunan fosfat tamponu 1 litre distile su ile ¢ozdurulur.

» Lizis Cozeltisi (pH 10, 500mL)

Bir behere;

-136 mM (7,937 g) NacCl,

-100 mM, (18,6 g) EDTA,

-10 mM, (0,6 g) Tris,

-350 mL distile su tartilarak konuldu.

Uzerlerine 350 mL distile su eklenerek karistirict yardimi ile ¢dziinmeleri saglandi.
Cozelti pH’s1 10°a ayarlandiktan sonra karisim cam siseye aktarilarak son hacim distile
su ile 500 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan bu ¢ozelti stok ¢ozeltimiz olacak ve 2- 8°C’de

buzdolabinda saklandi.
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Kullanilmadan yaklagik bir saat dnce;
-1mL %]1°’lik Triton-X100’den 1 mL,

-%10’luk DMSO’dan 10 mL alinip meziirde son hacim 100 mL olacak sekilde stok liziz

coOzeltisiyle tamamlandi.

» Elektroforez Tamponu (pH 13.1, 1000 mL)

-Elektroforez tamponunu hazirlamak i¢in;

-Stok 1: 10 N (200 g) NaOH ile 500 mL distile su karistirildu.
-Stok 2: 200 mM (14.89 g) EDTA ile 200 mL distile su karistirildi.

Her iki stok oda sicakliginda saklandi. Kullanim esnasinda Stok 1’den 30 mL, Stok 2’den
5 mL bir meziire konuldu ve tizeri 1000 mL distile su ile tamamland1 ve karistirildi.
Tamponun pH 13’ten biiyiik olmasi saglandi. Toplam hacim elektroforez tankinin

hacmine gore ayarlandi.

» Nétralizasyon tamponu (pH 7.5, 250 mL)

Notralizasyon tamponu hazirlamak i¢in;

-0.4 M, (15.76 g) Tris,
-250 mL distile su tartilarak bir behere aktarildi.

Uzerine 150 mL distile su eklendi. Karistirict yardimiyla eritilerek, pH’s1 kalibre edilmis
pH metre ile 7.5’e ayarlandi. Agz1 kapakli cam siseye aktarilarak {izeri distile su ile 250

mL’ye tamamlandi. Kullanilincaya kadar 2- 8°C’de saklandh.

> Diisuk kaynama dereceli agar (LMA)

Diisiik kaynama dereceli agarozdan 0.75 g tartildi; iizerine 10 mL PBS (10mM, pH 7.5)
eklenerek 400 Watt mikrodalga firinda bir tagim kaynatildiktan sonra agzi parafilm ile
kapatildi. Kullanilana kadar 2- 8 C’de buzdolabinda saklandi.

> Normal kaynama dereceli agar (NMA)
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Normal kaynama dereceli agarozdan 1 g tartilds; tizerine 100 mL PBS (10 mM, pH 7.5)
eklendi. Mikrodalga firinda 400 Watt’ da bir tasim kaynatildi. Kullanilana kadar beherin
agz1 parafilm ile kapatilarak 2-8 C’ de buzdolabinda saklandi.

> Etanol Cozeltisi

%99,8’lik etanol ¢ozeltisinden 225,5 mL alimp 300 mL distile su ile tamamlanarak
%75°lik; 150,3 mL alinip 300 mL distile su ile tamamlanarak ise %50°’lik etanol ¢ozeltisi

hazirlanir.

> Boyama cozeltisi

S1ivi etidyum bromiir i¢in sisedeki sivi etidyum bromiirden 20 pL alindi ve tzerine 9,980
uL distile su eklendi ve kimyasalin 11k almamasi i¢in cam sisenin yiizli aliiminyum folyo

ile sarilarak buzdolabinda saklandi.

3.2.5.2. Alkali Comet assay testi

Tek hucre jel elektroforezi olarak da bilinen Comet Assay, memelilerin DNA hasarini
belirlemek i¢in yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Molekiler diizeyde genotoksik
incelemeler yaptigimizda hiicrelerin DNA'sindaki kuyruklu yildizlarin meydana gelmesi
icin jel elektroforezi yoOntemiyle gergeklesir. Comet yoOnteminde kromozomal
bozukluklarin belirlenmesi i¢in, hiicrelerdeki, tek veya cift sarmalli DNA kirilmalarina
bagli olarak degerlendirilir (Fidan, 2008, Cortés-Gutiérrez vd, 2011, Liao vd., 2009).
Hicreler agar jele gomiilii sekildedir. Genomik DNA’larin par¢alanmasi igin serbest
birakilir. Jel araciligiyla DNA’y1 elektroforezlemek i¢in jel boyunca elektrik akimi
uygulanir. Boyutla elektroforezin hizi ters orantilidir. Elektroforez sirasinda hasarli DNA,
hasar gormemis DNA'dan farkli bir hizda go¢ eder. Bu durum DNA iplik¢ik kirilmalarini
gosterir. Saglikli kromozom iplikleri elektrofezde en yavag hareket edenlerdir. Cift zincir
kirikli DNA’lar ise, jeldeki gozeneklerden bir fonksiyon pargasi boyutu olarak hareket
edecektir. Elektroforezden sonunda, jel boyunca hareketi gozlemlemek icin DNA
boyanir. Parcalanmis DNA’lar, DNA'nin kiitlesinden uzakta hasarli DNA ¢izgisine
kuyruk adi verilir (Beedanagari vd., 2014, Loomis ve Hayes, 1996, Duez vd., 2003,
Kumaravel vd., 2009). Eger hiicrede hasar yoksa boyama sonrasi, DNA nokta seklinde
goriiliir ve fragmantasyonu yoktur. Fakat DNA’da hasar mevcutsa fragmantasyon goriliir

ve boyama sonrasi jelde kuyruklu yildiza benzer yapilar ortaya ¢ikar (Bkz. Sekil 3.3).
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0 1 2
3 4

0: Hasar yok, 1: Az hasar; go¢ etmis DNA pargalar1 (kuyruk) niikleus ¢apina esit ya da
daha kisa, 2: Orta hasar; gé¢ etmis DNA pargalar1 (kuyruk) niikleus ¢apinin 2 katindan
daha kisa, 3: Biiyiik hasar; go¢ etmis DNA parcalar1 (kuyruk) niikleus ¢capinin 2 katina
esit, 4: Maksimum hasar; goc etmis DNA pargalart (kuyruk) niikleus ¢apinin 2
katindan daha fazla

Sekil 3.3. Comet Assay sonucu DNA hasarlarinin siniflandirilmasi (Dinger ve Kankaya,
2010).

Genotoksisite analizleri i¢cin TCApF’in 250-1750 ng/mL konsantrasyon araliklar
caligilmistir. Bununla birlikte alkali comet analizi igin calisilacak TCApF+ 5-FU
kombinasyonlar1 belirlenirken sitotoksisite calismalart sonucu elde edilen degerler
dikkate alinarak TCApF’in 1250- 1750 ng/mL konsantrasyonlar1 ile 5-FU’nun 3.5
mg/mL konsantrasyonlar: uygulanmistir. Oncelikle normal kaynama noktali agaroz
70°C’deki su banyosunda bekletildi. Hazirlanan lamlar tiragh olan bdlgeleri yarisina
kadar agaroza batirilarak ve alt yiizeyleri gazli bezle silinerek diiz bir zeminde oda
sicakliginda kurumaya birakildi. Bir giin sonra lamlar toplanip kutularda toz almayacak
sekilde oda sicakliginda ve asir1 nemli olmayan ortamlarda saklandi. Burada dikkat

edilmesi gereken nokta lamlar {izerinde kabarciklarin kalmamasidir.
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6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakalarina her bir kuyucuga 200 000 hiicre ekilecek sekilde
sayilip ekim islemi gergeklestirilerek 24 saatlik inkiibasyona birakilmis HepG2 hticreleri
inkiibasyondan sonra 1 mL’lik tripsin-EDTA cozeltisi ile plakalardan kaldirildi ve
hiicrelere DMEM besiyeri ile seyreltilerek 1200 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Bundan
sonraki agamalar miimkiin oldugu kadar karanlikta gerceklestirildi. Karanlikta 1 giin
streyle kurutulan normal kaynama dereceli agar (NMA) ile rodajli lamlar
numaralandirilarak isimlendirildi. Santrifiij sonrasinda siipernetan kisimlar1 uzaklastirildi
ve 40- 42°C sicakliktaki low melting agarose ile karistirilarak, NMA ile kaplanmis lam
tizerine yayild1 ve lamlarin tizeri hizli bir sekilde lamelle kapatildi. Hazirlanan preparatta
agarm katilasmasi i¢in lamlar 10-15dk siireyle ve karanlikta birakildi. Bu arada stok
cozeltiden lizis ¢ozeltisi hazirlandi ve kullanana kadar buzdolabinda bekletildi. Siire
sonunda lamlarin iizerindeki lameller kenarindan dikkatlice ¢ekilerek cam saleye
konuldu. Lizis ¢ozeltisi tiim lamlar1 kaplayacak sekilde ilave edilerek kapagi kapatilir ve

+4 °C’de 1 saat bekletildi.

Lizis isleminden sonra, hazirlanan lamlar igerisi soguk elektroforez tamponu ile dolu
yatay bir elektroforez tankina ayni yonlii olacak sekilde yerlestirildi. Lamlar bu ¢ozelti
icinde DNA ¢ift sarmalinin agilmasi amaciyla 20 dakika bekletildi. Lamlar tanka
yerlestirilmeden Once tankin voltaji1 25 V (0.83 V/cm), amperi de 300 mA’de sabitlenip
daha sonra lamlar 20 dk ¢alistirildi. Boylece saglanan elektrik akimi sayesinde negatif
yiiklii DNA sarmal kiriklarinin anoda dogru gog etti. Siire sonunda elektroforez tankindan
cikarilan lamlar, kuru bir zemin iizerine alindi. Olusan kimyasal reaksiyonu stabilize
etmek ve fazla tuz ve deterjan1 uzaklastirmak amaciyla lamlar nétralizasyon tamponuyla
3 kez 5’er dakika yikandi. Takiben lamlar sirastyla 5’er dakika %50°’lik ve %75’lik etanol
cozeltisinde bekletildi. Okuma 6ncesi lamlarin kurumasi igin en az 1 giin bekletildi. Daha
fazla DNA hasarii onlemek iizere biitiin islemler karanlikta yapildi. Tiim 6rnekler cift
calisildi. Bu islem sonrasinda her preparat iizerine floresan renk vermesi i¢in etidyum
bromid ¢6zeltisi damlatilarak lamelle kapatildi ve karanlikta 15-20 dakika bekletildi. Her
lamda toplam 100 hticre 400X objektif kullanilarak floresan mikroskobunda bilgisayarli
gorintileme sistemi ile (Comet Assay IV, Scientist, Medical Research Centre, USA)
degerlendirildi ve DNA hasar derecesinde DNA kuyruk yogunlugu ve DNA kuyruk gogii
esas alindi. Boyama islemi sonrasinda lamlar floresan mikroskop altinda incelenerek
bilgisayar araciligi ile resimleri cekilmis ve c¢ekilen resimler “bmp” formatinda
kaydedildi.
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3.2.6. istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin istatistiksel analizi SPSS (for Windows Release 22.0 Standart
Version Copyright © SPSS Inc.) hazir paket programi kullanilarak yapilmistir. Elde
edilen doz-absorbans canlilik verileri, GraphPad Prism 6 (San Diego, CA, USA) hazir
paket programi kullanilarak ICso degerleri nonlinear regresyon analizine gore
belirlenmistir. Varyans analizi uygulanmadan 6nce, ¢alismadaki parametrelerin normal
dagilip dagilmadiklari Kolmogorov-Smirnov testi ile incelenmistir. Gruplara tek yon
varyans analizi One-Way ANOVA uygulanarak sonuclar ortalama + standart hata olarak

verilmistir. p<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Sitotoksisite Bulgular:

4.1.1. TCApF’in HepG2 hiicrelerinde 24, 48 ve 72 saatlik maruziyetteki sitotoksik
etkilerin belirlenmesi

HepG2 hiicrelerinde TCApF’in, 250, 500, 750, 1000, 1250, 1500 ve 1750 ng/mL
konsantrasyon araliginda 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon stiresi sonrast MTT yontemi ile

hiicre canlilig1 tizerindeki etkisi belirlenmistir.

24 saatlik inkibasyon icin, TCApF uygulanan HepG2 hcreleri negatif kontrol ile
karsilagtirildiginda 250-1250 ng/mL konsantrasyon araliginda énemli bir sitotoksik etki
meydana gelmedigi goriilmistiir. Fakat 1500 ng/mL konsantrasyondan sonra TCApF’in
hicre canliligin1 konsantrasyon artisina bagli olarak istatistiksel olarak azalttigi Sekil
4.1°de gorilmektedir (p<0,05). TCApF’in ICso degeri 1634 ng/mL olarak tespit

edilmistir.
120

100 A
=Tl

=
=
o

> 60 -
—
[ ]
=

= o -
=~

20 A

U -

Kontrol 250 500 750 1000 1250 1500 1750
Konsantrasyvon (ng/ml.)

Sekil 4.1. TCApF konsantrasyonlariin 24 saat sonucunda HepG2 hiicre canlili§ina
etkisi

48 saatlik inktbasyon igin, TCApF uygulanan HepG2 hucreleri negatif kontrol ile
karsilagtirildiginda 250-1000 ng/mL konsantrasyon araliginda énemli bir sitotoksik etki
meydana gelmedigi goriilmiistiir. Fakat 1250 ng/mL ve {izerindeki konsantrasyonlarinda

TCApF’in konsantrasyon artisina paralel olarak hiicre canliligini istatistiksel olarak
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azalttig1 Sekil 4.2.’de goriilmektedir (p<0,05). TCApF’in ICso degeri 1292 ng/mL olarak

tespit edilmistir.

120

100 +

3]
=]
1

60 A

40 H

% Hiicre Canlilg

Kontrol 250 500 T50 1000 1250 1500 1750

Konsantrasyon (ng/ml.)

Sekil 4.2. TCApF konsantrasyonlarinin 48 saat sonucunda HepG2 hiicre canlili§ina
etkisi

TCApF uygulanan HepG2 hiicreleri 72 saatlik inkubasyon sonunda negatif kontrol ile
karsilastirildiginda 250-750 ng/mL konsantrasyon araliginda énemli bir sitotoksik etki
gorilmezken 1000 ng/mL ve Uzerindeki konsantrasyonlarda TCApF’in hiicre canliligini
konsantrasyon artisina bagli olarak istatistiksel olarak azalttigi Sekil 4.3.°de

gorulmektedir (p<0,05). TCApF’in ICso degeri 1120 ng/mL olarak bulunmustur.
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Sekil 4.3. TCApF konsantrasyonlariin 72 saat sonucunda HepG2 hiicre canlilifina
etkisi
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4.1.2. 5- Fluorourasil’in (5-FU), HepG2 hiucrelerinde 24, 48 ve 72 saatlik
maruziyetteki sitotoksik etkilerin belirlenmesi

5-FU’nun HepG2 hiicrelerinde 2; 2,5; 3; 3,5; 4; 4,5 ve 5 mg/mL konsantrasyon araliginda
24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon sonrast MTT yontemi ile dlgiilen hiicre canlilig1 lizerine

etkileri Sekil 4.4., Sekil 4.5. ve 4.6."da verilmistir.

HepG2 hiicreleri 24 saatlik inkiibasyon sonrasi negatif kontrol ile karsilastirildiginda 2-
4 mg/mL 5-FU konsantrasyon araliginda 6nemli bir sitotoksik etki meydana gelmedigi
goriilmiistiir. Fakat 4,5 mg/mL ve tlizerindeki konsantrasyonlarinda 5-FU’nun hiicre
canliligm istatistiksel olarak azalttigi Sekil 4.4.’de goriilmektedir (p<0,05). HepG2
hucrelerinde 5-FU’ya ait 1Cso degeri 24 saatlik maruziyette 4,7 mg/mL olarak tespit

edilmistir.
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Sekil 4.4. 5-FU konsantrasyonlarinin 24 saat sonucunda HepG2 hiicre canliligina etkisi

48 saatlik inkiibasyon sonrasi 5-FU uygulanan HepG2 hiicrelerinde negatif kontrol ile
karsilastirildiginda 2-3,5 mg/mL konsantrasyon araliginda 6nemli bir sitotoksik etki
meydana gelmedigi goriilmistiir. Fakat 4 mg/mL ve tizerindeki konsantrasyonlarinda 5-
FU’nun hiicre canliligini istatistiksel olarak azalttigt Sekil 4.5.°de goriilmektedir
(p<0,05). HepG2 hucrelerinde 5-FU’ya ait ICso degeri 48 saatlik maruziyette 4,1 mg/mL

olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.5. 5-FU konsantrasyonlarinin 48 saat sonucunda HepG2 hiicre canliligina etkisi

72 saatlik inkibasyon igin, 5-FU uygulanan HepG2 hicreleri negatif kontrol ile
karsilastirildiginda 5-FU, 2- 3 mg/mL konsantrasyon araliginda 6nemli bir sitotoksik etki
meydana gelmedigi goriilmistiir. Fakat 3,5 mg/mL ve {izerindeki konsantrasyonlarinda
hiicre canliigim1 5-FU’nun istatistiksel olarak azalttigi Sekil 4.6.’da gorulmektedir
(p<0,05). HepG2 hucrelerinde 5-FU’ya ait ICso degeri 72 saatlik maruziyette 3,6 mg/mL

olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.6. 5-FU konsantrasyonlarinin 72 saat sonucunda HepG2 hiicre canliligina etkisi
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4.1.3. HepG2 hucrelerinde TCApF ve 5- FU kombinasyonunun sitotoksik etkilerinin
belirlenmesi

HepG2 hucrelerinde TCApF ve 5- FU kombinasyonu i¢in TCApF’in, 250- 1750 ng/mL
konsantrasyonlari ile 5- FU’nun en etkili oldugu 3,5 mg/mL konsantrasyonu ¢alisilmistir.
HepG2 hicrelerinde 250-1750 ng/mL konsantrasyon araliginda TCApF’in 5- FU
sitotoksisitesi Uzerine 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon sonucundaki etkileri Sekil 4.7.,
Sekil 4.8. ve Sekil 4.9.’da gdsterilmistir.

HepG2 hicrelerinde TCApF+5-FU kombinasyonuna ait 24 saat inkiibasyon sonucu
yapilan incelemelerde konsantrasyon artistyla birlikte 250, 500, 750, 1000, 1250, 1500
ve 1750 ng/mL i¢in canlilik yiizdelerinin sirasiyla %84,9; %81,1; %74,8; %70,1; %54,0;
%48,4 ve %43,1 olup istatistiksel olarak azaldigi goriilmektedir (Bkz. Sekil 4.7).
Sitotoksik etkinin istatistiksel olarak 6nemli oldugu kombinasyonun 1250 ng/mL
TCApF+ 3,5 mg/mL 5-FU grubu oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.7. TCApF ve 5-FU kombinasyonlarinin 24 saat sonucunda HepG?2 hiicre
canliligina etkisi

48 saat inkiibasyon sonucu yapilan incelemelerde HepG2 hiicrelerinde TCApF+5-FU
kombinasyonuna ait 250, 500, 750, 1000, 1250, 1500 ve 1750 ng/mL konsantrasyonlari
icin canlilik ylizdelerinin sirasiyla %82,1; %77,9; %74,1; %50,4; %48,9; %45,8 ve %43,3
olup istatistiksel olarak azaldigi goriilmektedir (Bkz. Sekil 4.8). Sitotoksik etkinin
istatistiksel olarak énemli oldugu kombinasyonun 1000 ng/mL TCApF+ 3,5 mg/mL 5-

FU grubu oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.8. TCApF ve 5-FU kombinasyonlarinin 48 saat sonucunda HepG2 hticre
canliligina etkisi

Benzer sekilde, TCApF+5-FU kombinasyonuna ait 72 saat inkiibasyon sonucu yapilan
incelemelerde HepG2 huicrelerinde 250, 500, 750, 1000, 1250, 1500 ve 1750 ng/mL
konsantrasyonlar1 i¢in canlilik yiizdelerinin sirasiyla %83,1; %76,4; %51,1; %48,4;
%44,9; %41,8 ve %39,3 olup istatistiksel olarak azaldigi goriilmektedir (Bkz. Sekil 4.9).
Sitotoksik etkinin istatistiksel olarak 6nemli oldugu kombinasyonun 750 ng/mL TCApF+
3,5 mg/mL 5-FU grubu oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.9. TCApF ve 5-FU kombinasyonlarinin 72 saat sonucunda HepG?2 hiicre
canliligina etkisi
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4.2. Genotoksisite Calismalari
4.2.1. Alkali Comet analizi bulgular:

Sitotoksisite ¢aligmalarinin sonucunda 5-FU’nun ICso degerinin 72 saat inkiibasyon
stiresi sonunda 3,5 mg/mL oldugu tespit edilmis ve comet analizinde pozitif kontrol

olarak kullanilmastir. (Bkz. Sekil 4.10, Sekil 4.12).

24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda TCApF’in en anlaml sitotoksik etki gosterdigi
konsantrasyonun 1500 ng/mL oldugu belirlenmis ve genotoksisite analizinde TCApF’in
250-1750 ng/mL konsantrasyon araliklarinin tamami tek basma calisilmistir. Bununla
birlikte comet analizi i¢in ¢alisilacak TCApF+ 5-FU kombinasyonlart belirlenirken
sitotoksisite galigmalar1 sonucu elde edilen degerler dikkate alinarak TCApF’in 1250-

1750 ng/mL konsantrasyonlar1 ile 5-FU’nun 3,5 mg/mL konsantrasyonlar1 kullanilmigtir

Comet analizleri sonucu 24 saat inkibasyon suresi sonunda 250- 1250 ng/mL arasi
konsantrasyonlarda TCApF uygulanan HepG2 hicrelerinde pozitif kontrole gore
genotoksik etki gézlenmemistir. 1500 ve 1750 ng/mL konsantrasyonlarda genotoksik
etkinin konsantrasyon artisina paralel olarak 3,5mg/mL 5-FU degerine yaklastigi,
TCApF+5-FU kombinayonu uygulanan tim HepG2 hiicrelerinde ise pozitif kontrole gore
daha fazla genotoksik etkinin olustugu DNA kuyruk yogunlugu ve DNA kuyruk gécii
parametreleri kullanilarak gosterilmistir (Bkz. Sekil 4.11, Sekil 4.12).

Yalnizca kuyruk uzunlugu DNA hasarin1 dogru bir sekilde yansitmaz ayrica bu kuyruk
bolgesinde siiriiklenen DNAnin yiizdesi de 6nemlidir. DNA hasar1, migrasyon gosteren
hasarli hiicreleri saglam hiicrelere oranlayarak 6l¢tlir. Bu yontem ile elde edilen sonuglar
genel DNA hasar1 hakkinda bilgi verirken, hiicre diizeyindeki DNA hasar1 hakkinda bilgi
vermez. Migrasyon oranma gore hiicreleri skorlayarak hiicre bazindaki DNA hasari
Olctlebilmektedir. Gog uzunlugu fragmantasyon oraniyla ve dolayisiyla DNA hasart ile
iliskilidir. DNA hasar1 yiiksek olan hiicrelerdeki DNA go¢ii daha fazladir ve bu goc
kuyruklu yildiza benzer. Kuyruktaki % DNA floresansi, DNA zincir kirgi sikligr ile
dogru orantilidir. DNA kuyruk gocu ya da kuyruk migrasyonu (bas kisminin kenarindan

kiiglik saptanabilir fragmana DNA gog¢iiniin uzunlugudur).
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(A) negatif kontrol hucreleri (B) 3,5 mg/mL 5-FU pozitif kontrol hiicreleri (C)1500 ng/mL TCApF
uygulanan hiicreler (D) 1750 ng/mL TCApF uygulanan hiicreler (E)1250 ng/mL TCApF+ 3,5 mg/mL
5-FU kombinayonu uygulanan hiicreler (F) 1500 ng/mL TCApF+ 3,5 mg/mL 5-FU kombinayonu
uygulanan hucreler (G)1750 ng/mL TCApF+ 3,5 mg/mL 5-FU kombinayonu uygulanan hicreler

Sekil 4.10. Comet yontemiyle HepG2 hiicrelerinin etidyum bromiir ile boyanma sonrasi
floresans mikroskobundaki gortntuler
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Sekil 4.11. HepG2 hiicrelerinde olusan DNA hasarina ait DNA kuyruk yogunlugu

Kuyruktaki % DNA floresansi, DNA zincir kirig1 sikligi ile dogru orantilidir. DNA
kuyruk yogunlugu (kuyruk kismindaki DNA yiizdesi, %T-DNA olarak ifade edilir)
degerinin negatif kontrol icin %0,5 iken pozitif kontrol olarak kullanilan 3,5 mg/mL 5-
FU uygulanan hcrelerde %41,3 oldugu goriilmiistiir. Yalnizca 1500 ng/mL TCApF
uygulanan hicrelerde bu deger %28,6 ve 1750 ng/mL TCApF uygulanan hicrelerde ise
%31°dir. TCApF+ 5-FU kombinasyonlarinin kullanildigi gruplarda DNA  kuyruk
yogunlugu degerlerinin sirasiyla 1250 ng/mL TCApF+ 3,5 mg/mL 5-FU’nun uygulandigi
hlcrelerde %52,1; 1500 ng/mL TCApF+ 3,5 mg/mL 5-FU uygulanan hiicrelerde %62 ve
1750 ng/mL TCApF+ 3,5 mg/mL ile 5-FU’nun uygulandigi hiicrelerde %69 oldugu
belirlenmistir (Bkz. Sekil 4.11).

Benzer sekilde, DNA kuyruk gocl ya da kuyruk migrasyonu (bas kisminin kenarindan
kiiciik saptanabilir fragmana DNA g6g¢iiniin uzunlugudur) yalnizca 1500 ng/mL TCApF
uygulamasi sonucu pozitif kontrole gore %62 ve 1750 ng/mL TCApF uygulamasi sonucu
ise %51 azalmistir. TCApF+ 5-FU kombinasyonlarinin kullanildigi gruplarinda ise
kuyruk migrasyonunun pozitif kontrole gore sirasiyla 1250 ng/mL TCApF+ 3,5 mg/mL
5-FU uygulamasiyla %18,1; 1500 ng/mL TCApF+ 3,5 mg/mL 5-FU uygulamasiyla
%28,3 ve 1750 ng/mL TCApF+ 3,5 mg/mL ile 5-FU uygulamasiyla %38,7 oraninda
arttigi tespit edilmistir (Bkz. Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. HepG2 hiicrelerinde olusan DNA hasarina ait DNA kuyruk gocu
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S. SONUGC ve TARTISMA

Kanser, viicutta istenmeyen bazi hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde asir1 ¢cogalmasi ve
viicutta diger organlara yayilmasi ile olusan bir hastaliktir. Giiniimiize kadar bir¢ok
kanser hastaligina heniiz kalic1 bir tedavi bulunamamistir. Kanserin sebep oldugu dliimler
giin gectikce artmaktadir. Hepatoseliiler karsinom (HCC), birincil karaciger kanserinin
en yaygin tUridir. Erkek ve yaslilarda daha fazla oranda gozlenen HCC tiim insan
kanserlerinin yaklagik %6’sim1 olustururken ilerleyen evrelerde hastaligin insidansi ve

mortalitesi artmaya devam etmektedir (Siddiqui vd., 2018).

5-Florourasil (5-FU), hem tek basina hem de bir dizi antikanser ajani ile kombine bir
bilesen olarak kullanilan uzun yillardan beri klinik olarak kullanilmaktadir (Sara vd.,
2018, Diasio ve Harris, 1989). Hiicreler GO veya Gl fazinda iken 5 FU’nun hicbir
aktivitesi bulunmayan 5-FU S fazinda etkili olan aktif bir kemoterap6tik ajan olarak kabul
edilir. Hucrelerin 5-FU ile tedavisinde, FAUTP’nin DNA’ya yanlis baglanmasi
sonucunda S fazinda DNA hasarina, 6zellikle ¢ift iplikli ve tek iplikli kopmalara yol agtigi
bilinmektedir. Bu yiizden, ¢ogalan hiicrelerde tim hiicre dongust evrelerinde DNA’da
hasar meydana gelebilir ve ilgili onarim mekanizmalari hiicre dongiisiinlin farkl
evrelerinde degisiklik gosterir. TUmor hicrelerinin hiicre dongustindeki konumu ve ilag
tedavisine yanit olarak apoptoza girme yetenegi ile tumdr hucrelerinin kemoterapiye
duyarliliginda 5-FU 6nemli rol oynar. 5-FU, metabolik aktivasyonunda yer alan g¢esitli
enzimlerle karmagik bir etki mekanizmasina sahiptir (De Angelis vd., 2006). 5-FU,
meme, mide, pankreas, 6zofagus, karaciger, anlis, bas ve boyun kanserlerini igeren kati
timorlerin bir¢ogunda aktiviteye sahiptir. Kemik iligi depresyonu, diyare ve mukozit
seklinde gastrointestinal toksisite, el-ayak sendromu ile kendini gosteren cilt toksisitesi
ve norotoksisite 5-FU’nun 6nemli toksik etkilerindendir (Chu ve Sartorelli, 2014, Cerreri
vd., 1958, Longley vd., 2003).

Guniimlzde kullanilan tedavi yontemlerinin her birinin avantajlari, dezavantajlari ve
farkli uygulama alanlar1 bulunmaktadir. Bu sebeple tek bir tedavi yonteminin yeterli
olmas1 zordur ve kombine tedavi yontemleriyle daha iyi bir tedavi saglanabilir. Bu
baglamda yeni terapotik yontemlerin, antikanser ilaglarin arastirilmasi ve gelistirilmesi

kanser hastalar1 acisindan oldukca onemlidir.
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Transarteryel kemoembolizasyon (TAKE), siklikla hepatoselliiler ve kolorektal
kanserlerin karaciger metastazlarinda kullanilan bir yontemdir. Metastatik karaciger
yonelik sitokin sonrasi sistemik tedavi ile ardisik olarak uygulanan TAKE ile saglanan
tedavi basaris1 arastirilmistir. Iki sekans kemoembolizasyon ve ardisik olarak iki kiir
interlokin-2 (IL-2) ve 5-Fluorourasil (5-FU) kombinasyonu karaciger metaztazina
uygulanmistir. Metastatik hastalikta IL-2 kullaniminin cevap araliginin %7-27 arasinda
degistigi gosterilmekle birlikte 5-FU ile kombine edilen immiinoterapétik ajanlarin (IFN,

IL-2) da etkili oldugu bildirilmistir (Demirci vd., 2011).

Cao ve arkadaslar1 (2012) tarafindan karaciger kanser hiicrelerinde, hiicre biiyiimesinin
inhibisyonu ve apoptoza etkileri Gzerine 5, 10 ve 20 mg/mL kurkuminin 5-FU ile
kombinasyonun uygulandig1 bir ¢alismada, ilag kombinasyonunun 6nemli 6l¢iide daha
fazla biliylime inhibisyonu sagladigi gosterilmistir. Jing ve Kong (2016) tarafindan
yapilan bagka bir calismada ise, kurkumin ile kombine edilen 5-FU’nun HepG2
hiicrelerinin proliferasyonu iizerindeki inhibitoér etkilerinin tek basimna uygulanan 5-
FU’dan daha giiclii oldugunu bulunmustur. Ayrica kurkuminin karaciger kanseri
hlcrelerinin 5-FU’ya duyarliligin1 artirarak 5-FU’nun antikanser etkisini iyilestirdigi
gosterilmistir. Yine, karaciger kanseri SMMC-7721 hiicrelerinin tedavisi igin SLN-
kurkumin ve LDH 5-FU kombinasyonunun apoptoz indiiksiyonu uzerinde kurkumin ve
5-FU’nun serbest kombinasyonundan daha giiclii sinerjik etkiye sahip oldugunu

gosterilmistir (Wei vd., 2018).

Molekiiler biyolojinin gelismesiyle kanser tedavisi igin anti kanser peptitler yeni
kesfedilmis bir tedavi yontemidir. Bir¢ok organizmada ¢ok sayida kisa peptit bulunmus
ve peptitler sayesinde bakteri, mantar ve tumor hicrelerinde mortalite gozlemlenmistir.
Ayni zamanda anti kanser peptitler, bagisiklik sisteminin dizenlenmesini de
saglayabilirler. ACP’lerin, tumoér hicresi proliferasyonunu, goc¢ini ve timor

anjiyogenezini daha iyi inhibe edebildikleri de tespit edilmistir (Xie vd., 2020).

Anti kanser peptitler, kanser hiicreleri i¢in segici olan toksik 6zellige sahiptirler. Ayni
zamanda, ACP’ler antikorlar ve kiigiik molekiiller ile karsilastirildigi zaman daha yiiksek
secicilige ve penetrasyonlara sahiptir ve kolayca modifiye edilebilirler (Chen vd., 2016).
Sentezlenmesi ve iretilmesinin kolay olmasi yoniiyle 6nemli olan ACP’ler molekiler
olarak hedeflenen ilaglarin yaninda kanser hiicresi yiizeyine ilag iletimi, yiliksek 6zgiilliik,

yiiksek secicilik ve farkli hedeflenen ilaglara baglanma yetenegi oOzellikleriyle
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kullanilmak igin gelistirilmistir (Chiangjong vd., 2020). Peptitleri tedavi edici olarak
kullanmanin diger bir faydasi da peptitlerin toksik yan etkileri en aza indirerek hayati
Ooneme sahip bobrek ve Kkaraciger gibi organlarin yapilarinda birikmemesidir.
Rekombinant antikorlar veya proteinlerden daha az immiinojenik yapiya sahiptirler

(Marqus vd., 2017).

Yeni bir tumor apoptoz faktorii olan TCApF peptiti, bu proteinin cDNA’s1 esas alinarak
insan timdas, kolon ve beynin 6n lobunda eksprese edilerek Uretilen hormon benzeri yeni
bir peptittir (Erden ve Ginay, 2020). TCApF, bir fare homologuna sahip ve suda
cozinebilen bir peptittir. Ayn1 zamanda, anti kanser peptitlerin tiirevi olan kisa peptitler
(dTCApF), kanser ¢alismalarinda kullanilmigtir. LGsemi kanseri, prostat kanseri, meme
kanseri, yumurtalik kanseri ve pankreas kanseri lizerinde sitotoksisite caligsmalari
yapilmustir (Sandler vd., 2010, Erden ve Giinay, 2020). Fakat karaciger kanseri iizerine

TCAPpF ile yapilan sitotoksisite ve genotoksisite ¢aligmalart bulunmamaktadir.

Sandler ve arkadaslariin (2020) yaptig1 ¢alismada, fareler tizerinde AML tedavisi i¢in
TCApF peptitinin kanser gelisimini durdurdugu gozlemlenmistir. Kemik iligi ve
metastatik dalak hiicre kolonilerinin tiimiinii ortadan kaldirmustir. Fare hayvan modeli
kullanilarak yapilan hem in vitro hem de in vivo ¢alismalarda, TCApF’in ve onun kisa
tiirevli TCApF’lerinin gii¢lii anti-kanser aktivitesini oldugu ¢alismalarla kanitlanmistir.
Ayrica TCApF’lerinin sahip oldugu bu aktivite, kanserin tekrar niiksetmesini 6nemli
derecede azaltmistir (Sandler vd., 2010).

Ohana ve arkadaglar1 (2017), dTCAPF’lerin, bir antikanser ajani olarak etki
mekanizmasimi arastirmistir. Pankreas kanseri hiicre hatlar1 ile yapilan ¢alismada,
dTCApF’lerin golgi aparatini igeren yeni bir mekanizma yoluyla apoptozu indikleyerek
timor hiicreleri lizerinde dogrudan bir etki uyguladigi ve boylece golgi aygitinin tahrip
olmasia ve islevinin kaybina yol acan yapisal degisiklikleri indiikledigi belirlenmistir.
TCApF’nin antikanser aktivitesini saglayan kisa, 14 amino asitli bir tiirevi olan
dTCApF’ler, pankreas tiimori hiicre serisine T1/ST2 reseptorii araciligiyla baglanarak
etki gostermis ve bdylece dTCApF nin golgi aracili hiicre 6liimiine sebep oldugu da

gozlemlenmistir (Ohana vd., 2017).

dTCApF’ler ile insan pankreas, meme ve yumurtalik hiicre hatlar1 tizerinde yapilan bir

calismada ilerlemis olan metastatik kati tlimorlerin  gilivenirliligi ve etkinligi
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arastirilmistir. dTCApF’lerin antikanser etkilerinin arastirildigi calismada dTCApF’lerin
kanserli hiicre hatlar1 tizerindeki etki mekanizmasinin (MOA), dTCApF’lerin
Toll/interlokin-1 reseptor slper ailesinin bir yesi olan T1/ST2 reseptori ile hicre
icerisine girerek golgi aparatinda yapisal degisikliklerin indiiklenmesi nedeniyle golgi
fonksiyonunun kaybetmesi ve endoplazmik retikulum (ER) stresinin indiklenmesi ile
asagi regiilasyonu olan iki karsit etkinin indiiklenmesi sonucu olusan yeni bir anti kanser
etki mekanizmasi seklinde oldugu tespit edilmistir. dTCApF lerin, ilerlemis ve metastatik

kat1 tiimorlerin tedavisi i¢in giivenli ve iyi tolere edilebilen etkisi oldugu bulunmustur

(Stemmer vd., 2018).

Calismamizin ilk basamagi olan sitotoksisite analizinde kullanilan HepG2 hiicreleri,
uygun kiltlir kosullarinda stirekli yasam Omiirleri, saglam fenotipi ve kolay kullanim
ozellikleri ile giliniimiizde kanser arastirmalari i¢in yaygin olarak kullanilmalarindan
dolay1 tercih edilmistir (GOkmen ve Glveng, 2018). Bu tez ¢alismasinda 6nemli anti
kanser aktivitelerinin oldugu bilinen ve son yapilan aragtirmalara gore gittikge Onemi
artan anti kanser peptit olan TCApF’in yine bir anti kanser ila¢ olan 5-FU ile kombine
kullaniminin karaciger kanser hiicre hatlar1 (HepG2) tizerindeki sitotoksik etkileri MTT
yontemi ile incelenmistir. HepG2 hiicre hatlarinda farkli konsantrasyonlarda ve farkli
inkiibasyon sirelerinde TCApF ile 5-FU’nun ayr1 ayr1 ve kombine uygulamalari ile hiicre

canlilig1 lizerine etkileri incelenerek sitotoksik etkileri degerlendirilmistir.

MTT testi, kimyasal maddelerin sitotoksik etkisinin degerlendirilmesi i¢in canli ve
¢ogalan hiicre oraninin belirlendigi bir yontemdir. MTT ve diger tetrazolyum tuzlart,
canli hiicrelerin solunum ve elektron transport sistemleri tarafindan indirgenerek suda
coziinmeyen mavi formazan Kkristallerini olusturur. Olusan kristallerin miktari
kolorimetrik olarak tayin edilerek mitokondri canliligi ve buna baglh hiicre canlilig

degerlendirilir (Tokur ve Aksoy, 2017, Boyraz vd., 2021).

Calismamizda yalnizca TCApF uygulanan HepG2 hicrelerinde 24, 48 ve 72 saatlik
inkiibasyon sonrasi hicrelerin absorbans degerleri kontrol ile karsilastirildiginda
TCApF’in 1000 ng/mL ve {izerindeki konsantrasyonlarinda hiicre canliligini istatistiksel
olarak azalttig1 ve 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyonlar i¢in ICso degerlerinin sirastyla 1634
ng/mL, 1292 ng/mL ve 1120 ng/mL oldugu belirlenmistir. Bu ¢alismaya gore, HepG2
hicrelerinde TCApF’in sitotoksisitesinin hem konsantrasyon hem de zaman bagiml

oldugu goriilmektedir.
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Benzer sekilde, yalnizca 5- FU uygulanan HepG2 hiicrelerinde 24, 48 ve 72 saatlik
inklibasyon sonras1 hiicrelerin absorbans degerleri kontrol ile karsilastirildiginda ise 5-
FU’nun 3,5 mg/mL ve lizerindeki konsantrasyonlarinda hiicre canliligini istatistiksel
olarak azaltti1 ve 1Cso degerlerinin 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyonlar1 i¢in sirasiyla 4,7

mg/mL, 4,1 mg/mL ve 3,6 mg/mL oldugu belirlenmistir.

TCApF ve 5- FU kombinasyonlarinin uygulandigi HepG2 hiicrelerinde sitotoksik etkinin
istatistiksel olarak 6nemli oldugu kombinasyonlar sirasiyla 24 saatlik inkiibasyon igin
1250 ng/mL TCApF+ 3,5 mg/mL 5-FU, 48 saatlik inkiibasyon icin 1000 ng/mL TCApF+
3,5 mg/mL 5-FU ve 72 saatlik inkubasyon icin 750 ng/mL TCApF+ 3,5 mg/mL 5-FU
olarak belirlenmistir. Sonuglarimiz HepG2 hicrelerinde 5-FU’nun TCApF ile

kombinasyonunun sitotoksik olarak daha etkili oldugunu gostermektedir.

Comet yonteminin amaci kimyasal ve fiziksel etkilerle olusan genotoksik ve sitotoksik
ajanlarin canli hiicreleri tizerindeki DNA’larin her birini inceleyerek tespit etmektir.
(Uzen vd., 2019, Dikilitas ve Kogyigit, 2010). Comet yonteminin, bireylerin htcresel
diizeyde DNA hasarii tespit etmek i¢in kullanilan hizli, hassas ve basit bir yontem
olmasinin yami sira daha saglikli analizler saglayarak tek hiicre diizeyinde veri
toplanmasini saglanmasi, 6rnek basina daha az sayida hiicreye ihtiya¢ duyulmasi ve DNA
hasarinin saptanmasinda yiiksek hasSasiyete sahip olmasi gibi bircok avantaji da vardir
(Fidan, 2008). Calismamizda da genotoksik etkilerin belirlenmesi igin kullanilan Alkali
Comet analiz yontemi diger genotoksisite yOntemlerine goére daha az is yiki
gerektirmesi, daha hizli ve devam ettirilebilir bir sistem olmasi, sonuglarda kirlilik azlig1
nedeniyle daha kaliteli goriintii alinmasi ve analiz kolaylig1 gibi nedenlerle daha avantajh

bir yontem olmasindan dolay1 tercih edilmistir.

In vitro bir ¢aligmada kitosan ve MMT ayr1 ayri ve bir antikanser ilaci olan 5-Florourasil
ile kombine kullanilarak insan lenfositlerindeki DNA hasar1 comet yoOntemiyle
belirlenmeye ¢alisiimistir. Inkiibasyondan sonra 5-FU nun DNA hasar1 %60 iken kitosan
ve MMTtarafindan indiiklenen DNA hasarinin %9 oldugu belirlenmistir. Kitosan, MMT
ve 5-FU’nun kombine uygulamasi sonucu pozitif kontrol olarak kullanilan 5-FU’ya gore
daha az miktarda DNA hasarima yol agtigi bulunmugtur. Kitosan ve MMT
kombinasyonunun yan etkileri azaltilmis kanser kemoterapisinde 6nemli bir degere sahip

olabilecegi gosterilmistir (Kevadiya vd., 2012).
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Standart bir kemoterap6tik ila¢ olarak 5-FU ile metalik altin nanopartikiil (AuNP’ler)
aracili foto-termal terapinin (PTT) timor hiicresi 6ldiirme etkinligi her iki ilacin olasi
genetik anormalliklere sebep olmasi yoniinden degerlendirilmistir. MCF-7 meme kanseri
hiicre hattinda her bir terapdtik maddenin uygulanmasindan kaynaklanabilecek olasi
genotoksik ve mutajenik yan etkileri arastirmak i¢in alkali kuyruklu yildiz tahlili, standart
karyotipleme ve multipleks floresan in situ hibridizasyon uygulanmistir. Sonuglara gore,
24 saat inkibasyon sonunda kemoterap6tik ila¢ 5-FU’nun %18,58 olan DNA hasar
oranina kiyasla AuNP'lerin %4,6 DNA hasar1 degerinin istatistiksel olarak onemli
olmadig1 gésterilmistir. Ilave olarak, 5-FU ile karsilastirildiginda, 1sikla aktive olan
AuNP’lerin aracilik ettigi PTT nin, meme kanserinde énemli 6l¢iide etkinlik sagladigi ve
hicbir genotoksik etkiye yol agmadan tiimor hiicrelerinin dldiirtilebilecegi konusunda

umut verici bir potansiyele sahip oldugu ifade edilmistir (Gomaa vd., 2015).

DNA-PKcs eksikliginin insan hepatoma HepG2 hiicrelerinin sisplatin (CDDP) ve 5-
florourasil (5-FU) kemosensitivitesi Uzerindeki etkilerini arastirmak ve altta yatan
molekiiler mekanizmay1 kesfetmek i¢in yapilan baska bir ¢aligmada ise CDDP ve 5-FU
ile kombinasyonun proliferasyon inhibisyonu, ROS iiretimi, DNA hasar1 ve hiicre
apoptozunu indiiklemede HepG2 hiicreleri Gzerinde sinerjistik etkilere sahip oldugu

gosterilmistir (Fang vd., 2015).

Calismamizin ikinci basamaginda ise MTT sonuglarindan elde edilen degerlere gore
TCApF konsantrasyonlar1 ayr1 ayr1 ve 5-FU ile kombine olarak HepG2 hicrelerine
uygulanarak alkali Comet yontemi ile DNA hasari tizerine etkilerinin degerlendirilmesi
amaglanmistir. 250- 1250 ng/mL aras1 konsantrasyonlarda TCApF uygulanan HepG2
hicrelerinde pozitif kontrole gore genotoksik etki gozlenmemistir. 1500 ve 1750 ng/mL
konsantrasyonlarda genotoksik etkinin konsantrasyon artigina paralel olarak pozitif
kontrol olarak kullanilan 3,5 mg/mL 5-FU degerine yaklastigi, TCApF+5-FU
kombinasyonu uygulanan tim HepG2 hiicrelerinde ise pozitif kontrole gore daha fazla
genotoksik etkinin olustugu DNA kuyruk yogunlugu ve DNA kuyruk gdcii parametreleri

kullanilarak gosterilmistir.

Anti kanser peptitler (ACP), kanser hiicreleri i¢in secici olan ve toksik 6zellige sahiptir.
Anti kanser peptitlerde amag¢ saglikli hiicrelere zarar vermeden kanser hiicrelerinin
6lmesini saglamaktir. Kanserli hiicre zar1 ile normal hiicre zar yapisi farkli 6zelliklere

sahiptir. Antikanser peptitler membran lizisi ya da gozenek olusumu araciliiyla
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hiicrelerin apoptoz ve nekroz yoluyla yok edilmesini saglar. Okaryotik hiicre zar1, lizis
olayindan korumak igin zarin akiskanligini degistirerek kolesterol igerir. Kanser hiicreleri
saglikli hiicrelere gore hiicrenin yiizey alani artirmak i¢in daha fazla miktarda mikrovilus
igerirler. Ayrica saglikli hiicreler elektriksel olarak notr duruma sahipken, kanser
hiicreleri yiizeylerinde negatif yiiklii bilesenlere sahiptir. Bu sayede, ACP’ler ile kiiciik
molekiillerin etkilesime girdigi zaman zarin kararsizlagsmis olmasini saglarlar. Boylece
sitotoksisite ve kanser hiicresi lizisine yol agmaktadir. Bununla birlikte, peptitler ve
saglikli hiicre zan arasindaki etkilesimler hidrofobikken, peptit ile kanser hucreleri
arasindaki etkilesimler ise elektrostatiktir. Sentez ve liretilmesinin kolay olmasi yoniiyle
onemli olan molekiiler olarak hedeflenen ilaglarin yaninda, ACP’ler kanser hcresi
ylizeyine ilag¢ iletimi, yliksek Ozgiilliikk, yiiksek secicilik ve farkli hedeflenen ilaclara

baglanma yetenegi 6zellikleriyle kullanilmak i¢in gelistirilmistir (Chiangjong vd., 2020).

ACP’lerin, onartlma mekanizmalart yoktur. Hiicre zar1 hasarina ve hiicre lizisine neden
olarak ya da apoptozun induklenmesine neden olarak kanser hiicrelerinin 6lmesini saglar.
Bir¢ok ACP, normal dokulara zarar vermeden primer tiimorlere ve metastazlarina karsi
gucli anti-tumor aktivite gostermektedir. Bu zamana kadar yapilan arastirmalarda, kanser
hiicrelerinde dogrudan etkili ACP’lere direng gelistirebilecegini gosteren herhangi bir

rapor bulunmamaktadir (Hilchie vd., 2016).

TCApF’in HepG2 hiicre hatt1 iizerinde yiiksek konsantrasyonda uygulanmasi sonucu
hiicre canliligin1 azalttigin1 ve buna bagli olarak DNA’da hasara neden oldugu
caligmamizda gosterilmistir. TCApF’in anti kanser ajanimiz olan 5-FU kadar sitotoksik
etki gostermedigi ve Yyuksek konsantrasyonlarda kullanilan 5-FU’nun hiicrelerde
olusturdugu DNA hasarinin TCApF’e gore daha fazla oldugu tespit edilmistir. 5-FU’nun
tedavide yan etkilerini azaltmak amaciyla TCApF ile diisiik konsantrasyonlarda 5-FU

kombinasyonunun kullaniminin uygunlugu daha fazla ¢alismalar yapilarak gosterilebilir.

Yapilan tez ¢alismasi sonuglart ve mevcut literatiir ile TCApF’in, potansiyel yardimci bir
anti kanser ajan olabilecegi ve nanotasiyicilara ilag, goriintileme maddesi ve
hedeflendirici molekiil olarak TCApF’lerin baglanip ¢oziiniirliiliglinin  ve
biyoyararlaniminin  arttinmi  saglanarak  kanser tedavisinde kullanilabilecegi
diisiincesindeyiz. Ayrica yapilacak kapsamli calismalar sonucu bu peptitin etki
mekanizmasinin belirlenmesi ACP’lerin daha iyi anlasilmasina ve kanser tedavi

caligmalarinda alternatif olarak kullanilmasina katki saglayacaktir. Yeni bir timor
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apoptoz faktoru olan TCApF peptitinin 5-FU ile yapilan kemoterapi etkinligini arttirmada
onemli bir terapotik ajan olabileceginin gosterilmesi i¢in 5-FU ve TCApF
kombinasyonlarinin insan hepatoma HepG2 hicreleri Uzerinde sitoktoksisitesi ve
genotoksisitesinin arastirildigi bu calismanin sonraki basamaginda saglikli karaciger
hiicre hatlar1 da kullanilarak hiicre apoptozu ve apoptozla iligkili proteinlerin ekspresyonu
ile metabolik yolaklarin aktivitesinin degerlendirilmesi seklinde daha ileri diizeyde

caligmalar yapilarak literatiire katki saglanmasi 6nemlidir.
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