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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

YENI BiR ANTIMIKROBIYAL PEPTIDIN A549 HUCRE SOYUNDA OLASI
ETKILERININ ARASTIRILMASI
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istanbul Universitesi
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Biyoloji Anabilim Dah

Damisman : Prof. Dr. Sehnaz BOLKENT
I1. Damisman : Dr. Ogr. Uyesi Serap SANCAR

Antimikrobiyal peptitler (AMP), boceklerden memelilere kadar dogustan gelen bagisiklik
sisteminde 6nemli roller oynayan molekiillerdir. Bu peptitlerin inflamasyon ve enfeksiyonlarda
bagisiklik sistemini diizenledigi, lipopolisakkaritleri ndtralize ettigi ve adaptif immiin yanitlar
diizenleyerek gram pozitif ve gram negatif bakterilere kars1 etkili oldugu bilinmektedir. Akciger
kanseri diinya ¢apinda %14'liikk bir prevalansa sahip olup, kii¢lik hiicreli akciger kanseri ve
kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri olmak {izere iki alt tipi vardir. Son yillarda, AMP’ler
potansiyel antikanser ilaglar olarak dikkat ¢ekmektedir. Bu calismanin amaci, kriptonin’in
A549 hiicrelerinde olas1 antikanser etkilerini arastirmakti. Bu AMP ilk olarak Cryptotympana
dubia'nin hemolenfinde tanimlanmis olup, 24 amino asit uzunlugunda, %50 hidrofobik ve +8
net yiike sahiptir. Bu peptit, gram negatif ve gram pozitif bakteriler {izerinde de etkilidir ve
antibakteriyel aktiviteye sahiptir. Kriptonin'in antikanser aktivitesini belirlemek i¢in hiicre
kiiltiiriinde biiyiitiilen A549 ve BEAS-2B hiicreleri, bu AMP'ye farkli konsantrasyonlarda
maruz birakildi. Peptit uygulamasi sonrasi hiicre canliligi, laktat dehidrogenaz salinimi (LDH),
reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusumu ve morfolojik degisiklikler arastirildi. Morfolojik
degisiklikler invert mikroskop ve akridin oranj/etidyum bromiir boyama ydntemi ile
incelenmistir. Kriptonin doza bagl olarak hiicre canliligin1 azalttt ve LDH salinimini artirdi.
Kriptonin ayrica yiiksek dozlarda ROS’u yiikseltti ve sismis hiicre morfolojisine neden oldu.
24 saat boyunca artan peptit konsantrasyonuna paralel olarak etidyum bromiir ile boyanmis
¢ekirdeklere sahip nekrotik hiicre sayisinda artis gozlendi. A549 hiicrelerinde kaspaz-3, Bax,
Atg5, Beclinl, LC3B, HMGB1 ekspresyonunu saptamak i¢in kullanilan western blot analizi ile
Kriptonin’in A549 hiicrelerinde biitiin bu proteinleri doza bagli anlamli olarak azalttigini ve
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hiicre 6liimiiniin apoptoz ve otofaji ile degil, nekroz ile olugtugunu ortaya koymustur. Ayrica,
kriptonin’in doksorubisin ile olasi sinerjistik etkileri de arastirilmistir. 24, 48 ve 72 saat
doksorubisin uygulamasi doza bagli olarak hiicre canlilifin1 azaltmigtir. Ayrica 48 saat 1, 2.5,
5 ve 10 pg/ml kriptonin ile 1uM doksorubisin kombine uygulamasi tek basina doksorubisin
uygulamasina kiyasla hiicre canliliginda anlamli bir azalmaya yol agarken, 48 saat ayn1 diigiik
dozlarda kriptonin ile 5uM doksorubisin kombine uygulamasi sonucu sinerjistik etki sadece
Sug/ml kriptonin ve 5uM doksorubisin kombinasyonu dozda gozlenmistir. 48 saat 1 uM
doksorubisin uygulanmasi ile aktif kaspaz 3 protein seviyesi kontrole gore anlamli olarak
artarken, LC3B protein seviyesi azalmigtir. 1 pM doksorubisin ile 5 pg/ml kriptonin uygulamasi
ise tek basina 1 uM doksorubisin uygulanmasina gore kaspaz-3 seviyesini anlamli olarak
azaltirken, LC3B seviyelerini anlamli olarak artirmigtir. 5 uM doksorubisin ile 5 pg/ml
kriptonin uygulamasinin ise kontrole gore kaspaz-3 ve LC3B seviyelerini anlamli olarak
azaltirken, tek basina 5 uM doksorubisin uygulanmasina gore sadece LC3B seviyelerini anlaml
olarak azaltmistir. Sonug olarak, bu bulgular kriptonin’in akciger kanseri hiicreleri {izerinde
antikanserojen bir etki gosterdigini ve kemoterapdtik etki potansiyeline sahip oldugunu, ayrica
kriptonin ve doksorubisin kombine uygulamasinin ise sinerjistik antikanser etki gostererek daha
diisiik dozlarda etkili oldugunu gostermistir.

Ocak 2022, 85 sayfa.

Anahtar kelimeler: Akciger kanseri, antimikrobiyal peptitler, kriptonin, A549 hiicreleri,

doksorubisin, sinerjistik etki, sitotoksisite, hiicre 6limii.
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Antimicrobial peptides (AMP) are molecules that play important roles in the innate immune
system from insects to mammals. It is known that these peptides regulate the immune system
in inflammation and infections, neutralize lipopolysaccharides, and are effective against gram
positive and gram negative bacteria by regulating adaptive immune responses. Lung cancer has
a prevalence of 14% worldwide and has two subtypes as small cell lung cancer (SCLC) and
non-small cell lung cancer (NSCLC). In recent years, antimicrobial peptides have gained
attention as potential anticancer drugs. The aim of this study was to investigate the possible
anticancer effects of cryptonin in A549 cells. This AMP is firstly defined in hemolymph of
Cicada, Cryptotympana dubia and has 24 amino acids long, 50% hydrophobicity and +8 net
charge. This peptide is also effective on gram-negative and gram-positive bacteria and has
antibacterial activity. In order to determine the anticancer activity of cryptonin, A549 cells
grown in cell culture were exposed to this AMP at different concentrations. Cell viability, LDH
release, ROS levels and morphological changes after peptide treatment were investigated.
Morphological changes were examined by inverted microscope and acridine orange/ethidium
bromide staining method. Cryptonin reduced cell viability and incresead LDH release in dose
dependent manner. Cryptonin also rised the reactive oxygen species in high doses and led
swollen cell morphology. Increased number of necrotic cells having nuclei stained with
ethidium bromide was observed parallel to increasing peptide concentration for 24h. Western
blot analysis used to detect the expression of Caspase-3, Bax, Atgb, Beclinl, LC3B, HMGB1

Xiv



in A549 cells revealed that all these proteins were dose-dependently decreased in A549 cells
by cryptonin, and cell death occurred by necrosis, not apoptosis and autophagy. The possible
synergistic effects with doxorubicin were also investigated. Doxorubicin administration for 24,
48 and 72 hours decreased cell viability in a dose-dependent manner. In addition, the combined
application of 1, 2.5, 5 and 10 pg/ml cryptonin and 1uM doxorubicin for 48 hours caused a
significant decrease in cell viability compared to doxorubicin alone, while the synergistic effect
as a result of the combined application of 5uM doxorubicin and cryptonin at the same low doses
for 48 hours was only observed at the combined application of 5ug/ml cryptonin and S5uM
doxorubicin. With the administration of 1 uM doxoribosin for 48 hours, the level of active
caspase 3 protein increased significantly compared to the control, while the level of LC3B
protein decreased. The combined application of 1 uM doxorubicin and 5 pg/ml cryptonin
significantly decreased caspase-3 levels and significantly increased LC3B levels compared to
the application of 1 uM doxorubicin alone. Application of 5 uM doxorubicin and 5 pg/ml
cryptonin significantly decreased caspase-3 and LC3B levels compared to the control and LC3B
levels compared to the application of 5 uM doxorubicin. In conclusion, these findings showed
that cryptonin has an anticarcinogenic effect on lung cancer cells and has the potential for
chemotherapeutic effects, also showed that the combined application of cryptonin and
doxorubicin was effective at lower doses by showing a synergistic anticancer effect.

January 2022, 85 pages.

Keywords: Lung cancer, antimicrobial peptides, cryptonin, A549 cells, doxorubicin,

synergistic effect, cytotoxicity, cell death.
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1. GIRIS

2020 yilinda diinya ¢apinda yaklasik 19.3 milyon yeni kanser vakas1 ve 10 milyon kanser
kaynakli 6lim oldugu tahmin edilmektedir. 75 yas oncesi bir insanin dmrii boyunca kansere
yakalanma riski yaklasik %20 iken, kanserden 6lme riski %10'dur. Bu da bes kisiden birinin
yasami boyunca kanser olacagi ve her 10 kisiden birinin bu hastaliktan 6lecegi anlamina gelir.
2020'de tahmini 2.26 milyon yeni vaka ile kadinlarda meme kanseri diinya ¢apinda en sik teshis
edilen kanser haline gelmistir ve onu 2.21 milyon ile akciger kanseri ve 1.41 milyon ile de
prostat kanseri yakindan takip etmistir. Kanserden dliimiin en yaygin nedeni ise agik farkla
akciger kanseri (1.80 milyon) idi. Bunu sirasiyla, karaciger (0.83 milyon) ve mide kanseri (0.77
milyon) izlemistir (Ferlay ve dig., 2021). Akciger kanseri vakalarinin %80-85'ini KHDAK
olusturur ve cogu hastada genellikle ileri evre akciger kanseri olarak gézlenir. Akciger kanserini
erken evrede teshis etmek zordur ve ilerlemis akciger kanseri olan hastalarin 5 yil sagkalim
orani sadece %5'tir. Akciger kanserli hastalarda, uzak organlara metastazin yani sira yiiksek
invazyon potansiyelinin mevcut olmasi, yukarida belirtilen yiiksek 6liim oraninin nedenidir
(Chen ve Lu, 2020). Akciger kanseri, 1985'ten beri hem insidans hem de mortalite agisindan
diinya ¢apinda en yaygin kanser olmustur (Jemal ve dig., 2011). Tiim maligniteler arasinda,
akciger kanseri 2018'de bildirilen en yiiksek insidans ve 6liim oranina sahip kanser olmustur

(Bray ve dig., 2018).

Ileri evre ve tekrarlayan akciger kanserinin prognozu kétiidiir ve sitotoksik antikanser ilaglari
ile standart tedavilerin sinirli terapdtik etkileri vardir. Son zamanlarda, kanser i¢in genetik testin
ve immiinoterapilerin sonuglarima dayanan molekiiler olarak hedeflenen ilaglarin
gelistirilmesiyle, KHDAK tedavileri dikkate deger bir gelisme gostermistir. Kanser igin
molekiiler olarak hedeflenen ilaglar, kanser hiicreleri ile normal hiicreler arasinda genom ve
molekiil seviyelerde ayrim yapabilir. Molekiiler hedefli bu ilaglar kanser biiyiimesi ve metastazi
icin gerekli molekiilleri spesifik olarak baskilayarak etkilerini gosterirler. Sitotoksik ilaglar, ilag
kesfi ve terapi tasarimi asamasindan molekiiler hedefleri tanimladiklari i¢in birbirinden
farklidirlar ve bu ilaglarin hedefleri genellikle 6zellikle tedavi i¢in 6ngoriilen biyobelirteclerdir
(Onoi ve dig., 2020). Akciger kanseri, KHDAK ve kiiciik hiicreli akciger kanseri (KHAK)
olmak {izere iki farkli histolojik alt tipden olusur. Amerika Birlesik Devletleri'ndeki tiim akciger

kanseri vakalarinin sirasiyla %76’sim1 KHDAK ve %13'tinii KHAK olusturur (Howlader ve



dig., 2020). Bu alt tipler i¢in insidans egilimleri iyi tanimlanmis olsa da, mortalite egilimleri
hakkinda daha az sey bilinmektedir (Meza ve dig., 2015; Lewis ve dig., 2014; Yu ve dig., 2014).
Hedefli tedaviler ve immiinoterapilerin ortaya ¢ikmasiyla KHDAK tedavisinde onemli

gelismeler kaydedilmistir.

Konak¢1r savunma peptitleri olarak da adlandirilan antimikrobiyal peptitler (AMP'ler)
antifungal, antiviral, antibakteriyel ve antikanser aktivite bakimindan genis bir spektruma
sahiptirler. Akciger kanseri kiiresel kansere bagli 6liimlerin 6nde gelen nedeni olmaya devam
etmektedir. Ne yazik ki, akciger kanseri kemoterapisine ciddi yan etkiler, spesifik olmayan
toksisite ve ¢oklu ilag direnci eslik etmektedir. Bu nedenle, bu dezavantajlarin iistesinden
gelmek icin, AMP'lerden tiiretilen antikanser peptitlerin (ACP'ler), akciger kanseri icin
potansiyel umut verici bir sinerjistik tedavi stratejisi olabilecegi ileri siliriilmektedir (Zandsalimi
ve dig., 2020). Antimikrobiyal peptidler amino asit dizisi ve sekonder yapilari bakimindan
onemli farkliliklar gostermektedir (Falanga ve dig., 2017). Bu peptidlerin cogunun net yiikleri
notral pH’da +2 ila +9 arasinda degismektedir (Bahar ve dig, 2013). Antimikrobiyal peptidlerin
bu katyonik ozelligi lizin ve arjinin gibi sahip olduklar1 bazik amino asitlerden
kaynaklanmaktadir (Graf ve dig., 2019). Diger yandan, bu peptidler 5-40 arasinda amino asit
iceren kisa peptidlerdir ve amino asitlerin %30 veya daha fazlasi hidrofobik o6zelliktedir
(Aisenbrey ve dig., 2019). Amfipatiklik disinda, amino asit dizisi, hidrofobiklik, net yiik,
membranla etkilesim esnasindaki yapisal katlanma, membran kompozisyonu, oligomerizasyon
ve peptid konsantrasyonu gibi fizikokimyasal Ozellikler antimikrobiyal etkinin ortaya
c¢ikmasinda rol oynar. AMP'ler antiviral, antifungal, antimitojenik, antikanser ve
antienflamatuvar ozellikleri igeren genis bir biyolojik aktivite yelpazesi gosterir. Terapotik
potansiyellerinin yan1 sira, AMP'ler gida koruyucu ve bagisiklik modiilatorleri olarak da islev
gorebilir. AMP’ler negatif yliklii mikrobiyal membranlara elektrostatik ¢ekim saglayan net
pozitif yiike sahiptirler ve notr yiik iceren memeli hiicre zarlarina ise nispeten zarar vermezler
yani etkisizdirler (Jenssen ve dig., 2006). AMP’lerin 6nemli bir 6zelligi de hiicrelere niifuz
etmelerini ve membran lizisini indiiklemelerini saglayan hidrofobiklikleridir (Epand ve dig.,
2011). AMP’lerin amino asit dizisinin hidrofobikligindeki artis, memeli hiicrelerine kars1 diisiik

secicilik ve toksisitesi ile iliskilidir (Koczulla ve dig., 2003).

Bir antimikrobiyal peptit olan kriptonin iltihap 6nleyici, spazm giderici ve ates disiiriicii bir

ajan olarak kullanilmistir (Park, 2004). Kriptonin’in antibiyotik aktivitesi bir¢ok farkli



mikroorganizma tizerinde test edilmistir. Kriptonin 24 amino asit’ten olusur ve lineer a-sarmal
yapi olustura bilen bir peptiddir (Park ve dig., 2007). Sancar Bas (2013) tarafindan yapilan bir
calismada, kriptonin’in meme kanseri hiicrelerinde (MCF-7 ve MDA-MB-231) membranlarda
por olusturarak nekrotik yolla hiicrelerin 6liimiine yol agtigr gosterilmisdir. Bu calismanin
amaci ise kriptonin’in akciger A549 hiicre soyunda antikanser aktiviteye sahip olup olmadigini,
eger antikanser aktivite var ise bu etkinin bu kanser hiicre soyunda hangi hiicre 6liim
mekanizmasi tizerinden etkili oldugunu ve kriptonin ile doksorubisin’in sinerjistik antikanser

etkisi olup olmadigini ortaya koymaktir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. KANSER

Kanser diinyada 6nde gelen 6lim nedenlerinden biridir. Cerrahi, kemoterapi, radyoterapi,
immiinoterapi ve biyolojik olarak hedefli tedavi, kanser tedavisi i¢in yaygin yontemlerdir.
Bununla birlikte, kanser direnci kemoterapide yaygindir ve siklikla terapotik basarisizliga yol
acar (Chen ve dig., 2018). ABD’de akciger kanserinin her yasta ilk 6nde gelen 6liim nedeni
oldugu ve 5 yillik sag kalim oraninin ise yaklasik %18 oldugu gosterilmistir. Yiiksek 6liimiin
ana nedeni ise ¢ogu kanserin, timor biyobelirte¢ seviyesindeki hafif degisiklikler ve belirgin
olmayan semptomlar nedeniyle erken dénemde rutin muayeneler ile teshis edilmesinin zor
olmasidir. Kanser tedavisindeki ilerlemelerden ve kisisel aliskanliklardaki degisikliklerden

(6rnegin sigara iciminin azaltilmasi) dolayr kanser 6liimii son yirmi yilda azalmistir (Siegel ve
dig., 2015).

Kanser gelisiminde ortaya ¢ikan esas anormallik, kanser hiicrelerinin siirekli kontrol
edilemeyen g¢ogalmasidir. Normal hiicre davranigini kontrol eden sinyallere uygun sekilde
cevap vermek yerine, kanser hiicreleri kontrolsiiz bir sekilde biiyiir, boliiniir, normal dokulari
ve organlari istila eder ve sonunda viicuda yayilir. Kanser hiicrelerinde kontrolsiiz biiyiime ve
boliinme, ¢oklu hiicre diizenleyici sistemlerde biriken anormalliklerin sonucudur ve bu
kontrolstiz degisikliklerin tamami kanser hiicrelerini normal hiicrelerden ayiran hiicre
davraniginin tamamina yansir. Kanser, viicuttaki farkli hiicre tiirlerinden herhangi birinin
anormal ¢ogalmasindan kaynaklanabilir, bu nedenle davranislar1 ve tedaviye yanitlar1 farkli
olan yiizden fazla farkli kanser tiiri vardir. Kanser patolojisinde en 6nemli konu iyi ve kotii
huylu tiimoérler arasindaki ayrimdir. Bir tiimor, iyi huylu veya kétii huylu olabilen anormal
hiicre ¢ogalmasidir. Iyi huylu tiimérden farkli olarak kotii huylu bir tiimér onu gevreleyen
normal dokuyu istila edebilir, dolasim veya lenfatik sistemler (metastaz) yoluyla viicuda
yayilabilir. Kotii huylu tiimorleri tehlikeli kilan istila etme ve metastaz yapma yetenekleridir
(Jones ve Baylin, 2007). Metastaz, kanser hiicrelerinin primer tiimorden ¢evre dokulara ve uzak

organlara yayilmasi olup, kanser morbidite ve mortalitesinin birincil nedenidir (Seyfied ve dig.,
2013).



Devam eden demografik ve epidemiyolojik gecisler nedeniyle, kiiresel kanser yiikii hizla
artmaktadir ve 2012'de 14 milyon olan yeni kanser vakasinin 2035'de 24 milyona yiikselmesi
beklenmektedir (Ferlay ve dig., 2015). 2012 yilinda 14 milyon kanser vakasindan 8 milyon kisi
kanser nedeniyle hayatini kaybetmistir. 2012 yilinda diinya ¢apinda erkekler arasinda en yaygin
bes kotl huylu kanser akciger, prostat, kolorektal, mide ve karaciger kanserleridir. 2012 yilinda,
65 yas ve listii yetiskinlerde yaklasik 6.7 milyon yeni kanser vakasi teshis edilmistir. 2035 yilina
gelindiginde, yaslilar arasindaki yeni kanser vakalarinin sayisinin iki katina ¢ikmasi
beklenmektedir. Daha az gelismis iilkelerde goreceli artis daha fazla olmakla birlikte, daha
gelismis iilkelerdeki yasli insanlarin daha yiiksek oranda olmasi, bu bolgelerdeki mutlak artisin

onemli olacagini gostermektedir (Pilleron ve dig., 2019).

Daha yiiksek insan Gelisim Endeksi (IGE)’ne kars1 daha diisiik IGE’ye sahip iilkelerde
erkekler ve kadinlar i¢in yasa gore standartlagtirilmig kanser insidansi ve mortalite oranlari
belirlenmistir. Yiiksek IGE iilkelerinde erkeklerdeki insidans oranma gére akciger kanseri ilk
sirada (100.000'de 39) yer alirken, prostat kanseri ikinci sirada (100.000'de 37.5) yer
almaktadir. Diisiik IGE iilkelerinde ise erkeklerde insidans orani prostat kanseri (100.000'de
11.3) ve akciger kanseri icin (100.000'de 10,3) tam tersidir (Sekil 2.1.A). Yiiksek IGE
tilkelerindeki kadinlara ait insidans oranlarina gére, meme kanseri ilk sirada yer alirken
(100.000'de 55.9), kolorektal kanser (100.000'de 20.0) ikinci sirada yer alir. Diisiik IGE
tilkelerindeki kadinlarda ise insidans oranma gore ise meme kanserini (100.000'de 29.7)
serviks kanseri (100.000'de 18.8) izlemektedir (Sekil 2.1.B) (Sung ve dig., 2021).

Yiiksek IGE iilkelerinde erkeklerdeki mortalite oranma gore akciger kanseri ilk sirada
(100.000'de 31.6) yer alirken, karaciger kanser ikinci sirada (100.000'de 15.1) yer almaktadir.
Diisiik IGE iilkelerindeki erkeklerde ise mortalite oran1 bakimindan yine akciger kanseri
(100.000'de 9.4) ilk sirada yer alirken, karaciger kanseri (100.000'de 6.7) ikinci siradadir
(Sekil 2.1.A). Yiiksek IGE iilkelerindeki kadinlara ait mortalite oranlarina gore, akciger
kanseri ilk sirada yer alirken (100.000'de 13.7), meme kanseri (100.000'de 12.8) bunu
izlemektedir. Diisiik IGE iilkelerindeki insidans oranina gére ise meme kanserini (100.000'de
15.0) serviks kanseri (100.000'de 12.4) izlemektedir (Sekil 2.1.B) (Sung ve dig., 2021).

Akciger kanseri erkeklerde kanser morbidite (belirli bir zaman dilimi igerisinde hastaliga
tutulanlarin sayisinin saglikli kalmig niifusa orani) ve mortalitesinin (hastaliga bagl bin kisi

basina 6liim sayisi) onde gelen nedeni iken, kadinlarda meme ve kolorektal kanserden sonra



insidans ag¢isindan tigilincii, 6liim oran1 agisindan ise meme kanserinden sonra ikinci sirada yer
almaktadir. Insidans ve 6liim oranlari, erkeklerde kadinlara gére yaklasik 2 kat daha yiiksektir.
Ancak erkek-kadin orani, Kuzey Amerika'da 1,2'den Kuzey Afrika'da 5,6'ya kadar, bolgeler
arasinda  biiyiikk  farkliliklar ~ gostermektedir. En  yiiksek  insidans  oranlari
Mikronezya/Polinezya, Dogu ve Giiney Avrupa, Dogu Asya ve Bati Asya, burada Tiirkiye,
diinyada erkekler arasinda en yiiksek orana sahipdir. En yiiksek insidans oranlar1 ise Kuzey
Amerika, Kuzey ve Bati Avrupa, Mikronezya/Polinezya ve Avustralya/Yeni Zelanda ile
Macaristan, iilkeye 6zgii en yiiksek oranlara sahiptir (Sekil 2.2) (Sung ve dig., 2021).

Tirkiye'de akciger kanseri erkeklerde en sik goriilen kanser olup, 2016 yillik saghk
istatistiklerine gore oran %52.5'tir. Akciger kanserini sirasiyla prostat, kolorektal, mesane ve
mide kanseri takip eder. Kadinlarda, en sik goriilen kanser %43’liik oran ile meme kanseridir.
Meme kanserini sirasiyla tiroid, kolorektal, uterus korpus ve akciger kanseri takip eder. Kanser,
yiiksek mortalite ve morbiditenin yani sira tedavi, siire ve yan etkilerin maliyeti nedeniyle en
onemli saglik sorunlarindan biridir. Birgok kanser tiirtinden sigara, enfeksiyon, radyasyon gibi

risk faktorlerine maruz kalmaktan kaginarak korunabilir (Serin ve dig., 2018).

2.2. AKCIiGER KANSERI

1985'ten beri akciger kanseri diinya ¢apinda en yaygin ve dliimciil kanser olmustur. Kanser
tedavisindeki ilerlemelere ragmen, akciger kanseri hala ge¢ tani nedeniyle kotii prognoza
sahiptir (Fitzmaurice ve dig., 2015). Epidemiyolojik caligmalar, zaman i¢inde akciger
kanserinin gesitli patolojik alt tiplerindeki farkliliklar 6zellikle sigara i¢imi olmak tizere ¢esitli
risk faktorlerine maruz kalmadaki degisikliklere atfedilir (Debieuvre ve dig., 2016). Sigaraya
maruz kalmadaki herhangi bir degisiklik, 5 ile 50 yil sonra akciger kanseri insidansina ve
Oliimiine yansiyabilir (Mowls ve dig., 2015). Kimyasallar, hava kirliligi, kapali alanlarda
radon, akciger hastaliginin diger risk faktorleri ve genetik yatkinlik ile birlikte radyasyon
akciger kanserine neden olabilir (Schwartz ve dig., 2016). Akciger kanseri, hem ABD'de hem
de diinya capinda kanser 6liimlerinin 6nde gelen nedenidir ve 5 yillik sag kalim orani %20'dir.
Akciger kanseri diinya capinda tiim yeni kanser vakalarinin yaklasik %14'linii olusturmaktadir.
Akciger kanseri, hem Amerika Birlesik Devletleri (ABD) hem de Cin'deki tiim kanserler

arasinda en yiiksek 6liim oranina sahiptir. Akciger kanseri, ABD'deki tiim kanser 6liimlerinin



%25'"ine ve Cin'de %30'una katkida bulunur. insidans agisindan, akciger kanseri ABD'de ikinci
ve Cin'de ilk sirada yer almaktadir (Zeng ve dig., 2016). Hastalik etkisi benzer olsa da, iki tilke

farkli zamansal egilimler s6z konusudur (Barta ve dig., 2019).
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Sekil 2.1: 2020'de (A) erkekler ve (B) kadinlar arasinda yiiksek/cok yiiksek Insan Gelisim Endeksi (IGE)’ne
sahip iilkelere kars1 diisiik/orta IGE iilkelerinde yasa gére standardize edilmis g&riilme siklig1 orani
(insidans) ve o6liim oran1 (mortalite). Diinyada en yaygin 15 kanser, her iki cinsiyet i¢in toplam yasa
gore standardize edilmis oranda azalan siraya gore gosterilmistir (Sung ve dig., 2021).



ABD’de 2000'li yillarda zirveye ulastiktan sonra hem oliim oran1 hem de insidans azalirken,
Cin'de her iki oran da kademeli olarak artmaktadir. ABD'de akciger kanseri insidansindaki
diisiis icin bir sigara birakma kampanyas1 dnemliyken, Cin'de sigara icme yayginligi artmaya

devam etmektedir (Youlden ve dig., 2008).
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Sekil 2.2: 2020'de akciger kanseri igin erkekler ve kadmlar arasinda cinsiyet ile bolgeye 6zgii olacak sekilde
yasa gore standartlagtirilmis insidans oranlari. Bu oranlar, erkeklerde yasa gore standardize edilmis
oran olup diinyada azalan diizene gore gosterilmistir, erkekler ve kadinlar arasindaki en yiiksek

ulusal oranlar ise st tiste bindirilmistir (Sung ve dig., 2021).



Akciger kanseri, her yil yaklasik 1,6 milyon 6liimle diinya ¢capinda en yaygin gozlenen kanser
oliim nedenidir (Torre ve dig., 2015). Hastalarin yaklasik %85'inde KHDAK ve yaklagik
%15°1ik kisminda ise KHAK gozlenir (Molina ve dig., 2008). Akciger kanserinin en yaygin
nedeni, Amerika Birlesik Devletleri ve sigara iciminin yaygin oldugu diger iilkelerde vakalarin
%80'inden fazlasini olusturan tiitiin i¢imidir (Alberg ve dig., 2013). KHDAK'nin tiim major
histolojik alt tiplerinin yani sira KHAK sigara ile iliskilidir (Sun ve dig., 2007).

KHDAK hastalar: i¢in 5 yillik sag kalim orani ileri evre I1I ve IV igin %15-20'dir (CancerNet,
2019). Akciger kanseri i¢in tedavi stratejileri cerrahi, kemoterapi, radyasyon tedavisi, adjuvan
kemoterapi, hedefe yonelik tedavi, immiinoterapi ve palyatif tedaviyi kapsar. Akciger kanseri
olan hastalar i¢in tedavi se¢imi kanserin evresine, hastanin sagligina ve hastaligin molekiiler
profiline oldukg¢a baglidir (Ruiz-Ceja ve Chirino, 2017; Lee ve dig., 2018). Erken evre akciger
kanseri oldugu tespit edilen hastalar ameliyata tabi tutulur; bununla birlikte, cogu hastanin
akciger kanserinin daha ileri bir evrede oldugu saptanmistir. Tedavi secenegi olarak kanserli
dokunun ¢ikarilmasini takiben kemoterapi, akilli ilag ve radyoterapi tedavileri gibi koruyucu
tedavi yontemleri kullanilir, Tedavi segeneklerindeki ilerlemelere ragmen, basart sinirlidir ve
tedaviye bagl yan etkiler nedeniyle hastanin yasam kalitesi 6nemli Olgiide tehlikeye girer
(Kunda, 2020). Akciger kanseri molekiiler heterojen bir hastalik olup, biyolojisini anlamak i¢in
etkili tedavilerin gelistirilmesi ¢cok onemlidir. Akciger kanseri, farkli molekiiler 6zelliklere
sahip hiicrelerin veya klonlarin alt popiilasyonlarindan olusur ve intratiiméral heterojenite ile

sonuglanir (Herbst ve dig., 2018).

2.3. HUCRE OLUM MEKANIZMALARININ KANSERDE ROLU

Hiicre 6limii siirecin morfolojik goriiniimiine (apoptotik, nekrotik veya otofajik), enzimolojik
kriterlere (nukleazlar, kaspazlar veya katepsinler gibi farkli proteaz smiflarmin katilimi),
fonksiyonel olarak (programlanmis veya rasgele, fizyolojik veya patolojik) veya immiinolojik
ozelliklere (immiinojenik veya immiinojenik olmayan) gore siniflandirilabilir (Galluzzi ve dig.,
2007). Hiicre 6liimii programlanmis hiicre 6liimii ve nekroz olmak {izere tipik olarak iki iyi
tanimlanmis mekanizmayi igerir (Trump ve dig., 1997). Belirli sinyallere yanit olarak genetik
olarak hiicre 6liimiine programlanmis hiicre 6liimiine apoptoz denir. Genellikle programlanmis

hiicre 6liimil, hiicre ortami1 ve hiicre i¢i sinyaller tarafindan yonlendirilen cesitli hiicre dis1 ve



10

hiicre i¢i sinyaller tarafindan kontrol edilir (LeBlanc, 2003). Biriken kanitlar, programlanmis
hiicre 6liimiiniin apoptoz ile sinirli olmadigini, ancak hiicrelerin aktif olarak kendini yok etmek

icin farkli yollar kullandigin1 géstermektedir (Bursch ve dig., 2000).

2.3.1. Apoptotik Hiicre Oliimii ve Kanser

Programlanmis hiicre oliimii gelisim, doku homeostazinin korunmasi ve hasarli hiicrelerin
ortadan kaldirilmas: sirasinda Onemli bir rol oynayan temel biyolojik bir siirectir.
Programlanmis hiicre 6liimiinii siniflandirmak igin gesitli isimlendirme sistemleri onerilmistir.
Yaygin olarak kabul edilen bir sistem, programlanmis hiicre 6liimiiniin {i¢c ana morfolojisini
tanimlar ve programlanmis hiicre Olimii tip I (apoptoz); tip II (otofaji); ve tip III
(programlanmis nekroz) olarak smiflandirilir. Programlanmis hiicre o6liimii g¢esitli hiicre ici
organelleri, zarlar1 ve hiicre ¢ekirdegini etkileyen cesitli hiicresel fenotipler gdsterir. Ornegin;
sitoplazmik ve kromatin yogunlagsmasi, niikleer par¢alanma, membranda kabarcik olusumu ve
membrana bagli apoptotik cisimlerin olusumu iyi karakterize edilen siiregler olup, apoptozu

tanimlar (Sun ve dig., 2009).

Kanser hiicreleri her zaman bir dizi biyokimyasal degisiklik yoluyla apoptotik sinyallere
direnglidir. Kanser hiicreleri, yukar1 regiile edilen antiapoptotik sinyaller ve asagi regiile edilen
proapoptotik sinyaller, hatali apoptotik sinyalleme, hatali apoptoz baslatma ve uygulama gibi
coklu mekanizmalar yoluyla gii¢lii apoptoz indiikleyiciler olan kemoterapotik ajanlara karsi
direnglidir (Chen ve dig., 2018). Ayrica, biiyiime faktorlerinin geri ¢ekilmesi, bir trofik
hormonun yani tiimdr hiicrelerinin ¢ogalmasina sebep olan hormonu salgilayan bezin tahribi,
cerrahi olarak ¢ikarilmasi ya da radyasyonla yikimi, glukokortikoidler ile tedavi ve matrikse
baglanma kayb1 gibi i¢ dengesizlikler apoptozu tetikleyebilir (Neuman ve dig., 2002). Her ne
kadar ¢esitli aragtirma gruplar1 genellikle programlanmais hiicre 6liimii apoptoza yonelmis olsa
da, son ¢aligmalar programlanmis hiicre Oliimiiniin apoptotik olmayan formlarinin da var
oldugunu kanitlamistir. Bu nedenle, programlanmis hiicre 6liimii ve apoptoz asla es anlamli
kabul edilmemelidir (Bredesen ve dig., 2006). Kerr ve ark. (1972) morfolojik olarak farkl bir
hiicre 6liim modelini tanimlamak i¢in apoptoz terimini onerdi. Apoptoz sadece hiicre hasari
veya dis stresin bir sonucu olarak degil, ayn1 zamanda normal gelisim ve morfogenez sirasinda

da gozlenir (Nikoletopoulou ve dig., 2013). Apoptoz normal hiicrelerde temel diizenleyici bir
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mekanizmadir, apoptozdaki herhangi bir diizensizlik, hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasini
tetikleyebilir (Jan, 2019). Apoptoz, programlanmis hiicre 6liimiiniin ilk kesfedilen ve en iyi

calisilan seklidir (Degterev ve dig., 2005).

Apoptoz, uygulayict ve diizenleyici molekiillerin farkli gruplart tarafindan siki bir sekilde
diizenlenir. Apoptoz, hiicre 6liimii ve boliinmesi arasindaki dengenin korunmasinda ¢ok 6nemli
bir rol oynar. Apoptozdan kaginma kanser gibi ¢esitli hastaliklara yol agan kontrolsiiz hiicre
cogalmasina yol acar. Antikanser ilaclarla hedef alinan apoptoz gelisimi, apoptozun neden
oldugu hiicre 6liimiiniin minimal inflamasyona neden olmasi nedeniyle biiyiik ilgi gérmiistiir.
Apoptoz mekanizmasinin karmagsikligin1 ¢6zmek ve hiicre 6liimiine kars1 koymak i¢in timor
hiicreleri tarafindan apoptozun nasil evrimlestigini anlamak i¢in, son yillarda kanser
hiicrelerinde apoptozu indiiklemek i¢in tasarlanan yeni stratejilere odaklanilmistir. Apoptoz
morfolojik olarak hiicre kii¢lilmesi, kromatin yogunlagmasi, kromozomal DNA'nin
internukleozomal fragmanlara bdliinmesi, membranda bleb olusumu, plazma membraninda
par¢alanma olmadan apoptotik cisimlerin olusumu ile tanimlanir. Biyokimyasal diizeyde ise
apoptoz i¢in kaspaz aktivasyonu gereklidir ve bu aktivite pankaspaz inhibitorleri (Z-VAD-

FMK) veya cowpox viriise ait serpin (CrmA) gibi kaspazlarin viral inhibitorlerinin ekspresyonu
ile bastirilabilir. Apoptotik hiicreler ve/veya apoptotik cisimler, antijen sunan hiicreler veya
komsu hiicreler tarafindan fosfatidil serin aracili bir mekanizma yoluyla hizla fagosite edilir.
Immiinojenik apoptoz, apoptoz ile major morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri paylasan bir
alt tip apoptozdur. Bu tip apoptoz kaspaz inhibitorlerine duyarlilik gibi sadece antikanser tedavi
bakimmdan tanimlanmistir. Immiinojenik apoptoz antrasiklinler, fotodinamik tedavi gibi
sadece birkag antikanser tedavi ile indiiklenebilir. Immiinojenik apoptotik kanser hiicreleri,
DAMP’lar (kalretikiilin, ATP ve HMGB1) ve sitokinler/kemokinler’in yayilimi ile karakterize
edilir. Bu hiicreler, fare modellerinde profilaktik bir as1 olarak kullanildiginda etkili antitiimor

bagisikliga neden olabilir (Krysko ve dig., 2017).

Apoptotik stres altinda, sadece pro-apoptotik BH3 proteinleri, anti-apoptotik Bcl-2 proteinlerini
inhibe ederek etki eder, boylece efektor pro-apoptotik Bax ve Bak proteinleri anti-apoptotik
Bcl-2 protein inhibisyonundan kurtulur ve/veya dogrudan Bax ve Bak'i aktive eder. Aktive
edilen Bax ve Bak daha sonra oligomerizasyona ve ardindan mitokondriyal dis membran
permeabilizasyonuna (MOMP) ve ardindan sitokrom c¢ gibi apoptozu uyarici faktorlerin

sitozole salinmasina yol acan bigimsel degisikliklere ugrar. Sitokrom ¢ daha sonra Apafl'e
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baglanir ve kaspaz aktive edici apoptozomunun olusumunu tesvik eder. Sonra sirasi ile kaspaz-
9 ve sonlandiric1 kaspaz-3/7°nin aktivasyonuna yol acarak apoptotik dliime yol acar. Oliim
reseptOrii yolunda ise ligandin, hiicre zar1 6lim reseptorlerine baglanmasinin ardindan, 6liimii
indiikleyen sinyal kompleksi (DISC) olusur ve kaspaz-8 aktive edilir. Aktive edilen kaspaz-8,
kaspaz-3/7'yi dogrudan aktive ederek Once tBid, daha sonra Bax/Bak' aktive ederek

mitokondriyal yolu uyarir (Lindenboim ve dig., 2020) (Sekil 2.3.1).

Apoptoz, ¢cok hiicrelilerde saglikli hayatta kalma/6liim dengesini koruyan programlanmis hiicre
olumiidir (Cotter, 2009). Apoptozdaki kusur kansere veya otoimmiiniteye neden olabilirken,
gelismis apoptoz dejeneratif hastaliklara neden olabilir. Apoptotik sinyaller genomik
biitiinliiglin korunmasina katkida bulunurken, kusurlu apoptoz karsinogenezi tesvik edebilir
(Halazonetis ve dig., 2008; Negrini ve dig.,2010). Apoptotik sinyaller karmasiktir ve gesitli
seviyelerde diizenlenir. Karsinogenez sinyalleri, apoptoz (IAP) proteinlerinin inhibitdrii ve
FLICE-inhibitor protein (C-FLIP) de dahil apoptotik yolaklarin merkezi kontrol noktalarini
modiile eder. Apoptoz mekanizmalarindaki kusurlar, timér patogenezinde 6nemli rol oynar,
neoplastik hiicrelerin normal yasam siireleri boyunca hayatta kalmasina izin verir, eksojen sag
kalim faktorlerine olan ihtiyaci ortadan kaldirir ve tiimor kiitlesi genisledikg¢e oksidatif stres ve
hipoksiden korunma saglar. Apoptoz defektleri artik protoonkojen aktivasyonunun énemli bir
tamamlayicisi olarak kabul edilmektedir, ¢iinkii Myc, Ela ve Siklin-D1 gibi hiicre boliinmesini

yonlendiren bir¢ok deregiile onkoprotein de apoptozu tetikler.
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Sekil 2.3.1: Apoptoz hiicrelerde mitokondriyal (i¢sel) ve oliim reseptorii (digsal) yollar: ile gerceklesir.
Mitokondriyal yol Bcl-2 ailesi proteinleri tarafindan diizenlenir MOMP: Mitkondriyal dis membran

permeabilizasyonu (Lindenboim ve dig., 2020).

Ote yandan, kanser olmayan hiicreler bir DNA onarim makinesine sahiptir. DNA onariminda
kusurlu ve genetik olarak dengesiz hiicrelerin ortadan kaldirilmasi i¢in bir savunma
mekanizmas1 olarak hiicre intiharindaki kusurlar tiimorigenezi tesvik edebilir. Timor

hiicrelerinin apoptozu bastirmak i¢in kullandigi molekiiler mekanizmalarin ¢esitleri vardir.
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Timor hiicreleri, Bcl-2 gibi antiapoptotik proteinlerin ekspresyonu veya Bax gibi proapoptotik
proteinlerin akis asagi regiilasyonu veya mutasyonu ile apoptoza direng¢ kazanabilirler. Hem
Bcl-2 hem de Bax’1n ifadesi p53 tiimor baskilayici gen tarafindan diizenlendiginden, bazi insan
B hiicreli lenfoma formlar1 Bcl-2’nin asir1 ekspresyonuna sahiptir. Bu 6rnek, hiicre 6liimiiniin
basarisizliginin kansere katkida bulunduguna dair ilk ve en giiclii kanit1 olusturur. Apoptoz
kusurlari, epitel hiicrelerinin metastazini kolaylastirir ve hiicre disi matrikse baglanmanin
azalmasi ile hayatta kalmasina izin verebilir. Ayrica, tiimorlere saldirmak i¢in birgok sitolitik T
hiicresi ve dogal o6ldiiriicii hiicreler de bagisiklik sistemine karsi direnci tesvik ederler.
Apoptozdaki kanserle iliskili kusurlar, kemoterapi ve radyoterapi gibi geleneksel tedavilerle
tedavi direncinde rol oynar, hiicre 6liimii esigini arttirir ve boylece tiimdr hiicrelerinin Sliimiinii
indiikleyen ajanlar icin daha yliksek dozlar gerektirir. Kanser hiicrelerinin cerrahi olmayan
yollarla basarili bir sekilde ortadan kaldirilmasi sonucu apoptoz indiiksiyonu gelisebilir. Bu
nedenle, tim kanser ila¢ tasarimcilari inaktif apoptotik mekanizmay1 aktive etmeye veya
kusurlu olan1 diizeltmeye ¢alisirlar. Bu nedenle, su anda klinik kullanimda olan tiim sitotoksik
antikanser terapileri, malign hiicrelerin apoptozunu indiiklerler. Bu nedenle, apoptozun
molekiiler mekanizmalarinin ve kusurlu durumunun daha derin anlasilmasi, yeni hedeflenen

terapotik ajanlarin gelisimine yol acar (Hassan ve dig., 2014).

2.3.2. Nekrotik Hiicre Oliimii ve Kanser

Tesadiifii nekroz, ¢esitli morfolojik 6zellikler ve plazma membran biitiinliigilintin kaybedilmesi
ve ardindan Damp’larin salinmasi ile karakterizedir. Genellikle asir1 fizikokimyasal kosullarla
indiiklenir ve farmakolojik veya genetik stratejilere duyarsizdir. Programlanmamis bir hiicre
Oliimii seklidir. Dlizenlenmis nekroz, bu nedenle nekrotik olarak adlandirilan hiicresel sisme ve
plazma membran gecirgenligi gibi ortak morfolojik 6zellikleri paylasan ¢esitli nekroz tiirleri
(6rnegin; nekroptoz, ferroptoz, piroptoz) i¢in genel bir terimdir. Bu hiicre 6liim formlarinin
genetik kontrolii, diizenlenmis yani programlanmig yapinin temelini olusturur. Genellikle, bu
hiicre oliimii tiirleri de bloke edilebilir veya belirli hiicre 6limii inhibitorleri tarafindan

azaltilabilir ( Krysko ve dig., 2017 ).

Programlanmis nekroz, sismis organellerinin varlig1 ve ardindan sitoplazmada birlesen ve hiicre

dist boslukla baglanti kuran bosluklarin ortaya c¢ikmasi ile karakterizedir. Plazma zari
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pargalanmis, ancak ¢ekirdek nispeten korunmustur (Sun ve dig., 2009) (Sekil 2.3.2). Nekrotik
hiicre 6limii genellikle programlanmamis hiicre 6liimii olarak adlandirilir ve ¢ok hiicreli
organizmalarda diizensiz bir siire¢ olarak tanimlanir. Nekrotik hiicre 6liimiiniin karakteristigi
olan plazma membraninin bozulmasi, konak¢1 bagisiklik sisteminden kaynaklanan bir hasara

kars1 gelisen tepkiyi aktive eden hiicre i¢i proteinlerin salinmasina yol agar (Amaravadi ve

diger., 2007).
Kusurlu — = Immun hiicre
cfferositos ) ikinci nekroz = 'Lol\al mﬂamasyonl aktivasyonu
a
Y -Q. e Q’

Damp (@ a
sitokinleri =

infeksiyon )
Metabolik stress

I Sistemik inflamasyon : ; X
Organ nekrozu sitoKinleri M= - =

A 'Y Ad L8

Coklu organ yetmezligi/ Sok

Sekil 2.3.2: Nekroinflamasyonun sistemik yayilimi. Programlanmis nekroz veya 6lmekte olan hiicrelerin
kusurlu efferositozu lokal inflamasyonu baslatabilir. Nekrotik hiicrelerden ve daha sonra aktive edilen
immiin hiicrelerden tiiretilen Damp'lar ve proinflamatuar sitokinler, daha fazla hiicrede programlanmis
nekrozu giiglendiren sinyallerdir. Kisir 6liim dongiisiiniin devam etmesi, bariyer fonksiyonunun zarar
goérmesine, nekroinflamasyonun sistemik olarak yayilmasina ve sonugta yikici ¢oklu organ yetmezligine
neden olabilir (Kim ve dig., 2019).

TNF birgok hiicre tipinde (KYM, MCF-7, PC60) tipik apoptotik 6liimii indiiklerken, 1.929 ve
diger fibrosarkom hiicrelerinde tipik nekroza neden olur. TNF ile aktive olan farkli yollar igin

en basit agiklama, ikinci tip hiicrelerde apoptotik yolun énemli bir bileseni olan, FADD veya
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kaspaz-8 eksikligidir. L929.hCD95, insan CD95 geninin yapisal olarak ifade edildigi transfekte
edilmis bir L929 tiirevidir. Monoklonal anti-CD95 ile tedavi iizerine, bu hiicreler tipik apoptoz
ile hizla oldiiler (Vercammen ve digerleri., 1998). Dolayisiyla apoptotik yol i¢in gerekli tim
mekanizma hiicrelerde mevcuttur. Insan CD95 geninin eklenmesi, TNF'ye verilen nekrotik

yanit1 hi¢ etkilememistir (Fiers ve dig., 1999).

2.3.3. Otofajik Hiicre Oliimii ve Kanser

Otofaji, hasar goren organellerin ve yanlis katlanmis ya da kiimelenmis proteinlerin ¢ift katli
membranla ¢evrelendikten sonra lizozomla kaynagsmasi sonucu pargalanarak ortadan
kaldirilmasi islemidir. Boylece saglikli hiicrelerin hayatta kalmasi ya da ortadan kaldirilmasi
s06z konusudur. Otofaji ile hiicre igeriginin kendiliginden pargalanmasi ve geri doniislimiiniin
saglanmast sonucu enerji kaynagi dengelenir ve doku homeostazi diizenlenir. Otofaji
organellerin, lipidlerin ve proteinlerin geri doniisiimiinden sorumlu olan ve bdylece hiicresel
homeostazin korunmasina ve enerji liretimi i¢in substratlarin saglanmasina yardimci olan
hiicresel katabolik bir mekanizmadir. Kanserle iliskili fibroblastlar 6rnegin; timoér mikro
cevresindeki komsu hiicrelerin artan enerji taleplerini karsilamak i¢in, adenozin monofosfat
(AMP) ile aktive edilen protein kinaz (AMPK)'den bagimsiz mTORCI1 sinyal yollarini inhibe
ederek, otofajiyi aktive eden metabolik strese maruz kalirlar (Su ve dig., 2016). Otofaji hiicre
biiyiimesinde onemli bir faktordiir; bu nedenle, otofajinin inhibisyonu tiimor biiylimesini
azaltabilir. Kanserle iligkili fibroblastlar malign kanser ilerlemesinde Onemli bir rol
oynamaktadir (Sousa ve dig., 2016). Kanserle iligkili fibroblastlarda Beclinl ve LC3-1l/I
protein doniigiim seviyeleri normal fibroblastlardan daha yiiksektir. Bu fibrobrastlar otofajiyi
uyararak {iglii negatif meme kanserinde (TNBC) hiicre ¢ogalmasini artirabilir. Buna ek olarak,
antikanser tedavisinin  timor hiicresi  proliferasyonunu etkileyen otofajiyi  nasil
indiikleyebilecegi arastirllmistir (Peters ve dig., 2019). Bu nedenle, otofaji inhibisyonu ve
kemoterapi kombinasyonu meme kanseri i¢in etkili bir tedavi haline gelebilir. Bir otofaji
inhibitorii olan klorokin (CQ), DNA metilasyonunu degistirerek epigenetik mekanizma
araciligiyla kanser kok hiicrelerini agiga ¢ikarir. CQ, mitokondriyal hasara neden olur ve TNBC
kanser kok hiicrelerde asir1 oksidatif DNA hasarina ve daha sonra hiicre 6liimiine neden olur

(Yan ve dig., 2019).
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Otofaji metabolik, proteotoksik veya diger stres altindaki hiicrelerin fonksiyonlarini kaybetmis
organelleri ve/veya yanlis katlanmig/poliubikutinlenmis proteinleri, otofagozomlar olarak
adlandirilan 6zel yapilar araciligryla bozunum i¢in lizozom ile birleserek otolizozomu olusturur
ve strese bagli bir hiicre sagkalim programi gerceklesir (Sekil 2.3.3) (Mandhair ve dig.,2020).
Sonug, hiicre sagkaliminda kullanilmak iizere serbest amino asitlerin ve metabolitlerin
salinmasidir. Tiimor hiicreleri i¢in, otofaji iki ucu keskin bir kiligtir: otofaji genleri siklikla
insan tiimorlerinde mono-allel olarak silinir, susturulur veya mutasyona ugrar ve DNA hasari,
genomik instabilite ve tiimdr ilerlemesi igin uygun olan gittik¢e artmis oksidatif stres ortamina
neden olur. Bu nedenle, otofaji timdor baskilayicidir. Beclin-1, Bcl-2 ailesi, mTOR, PI3K, P53,
ARF gibi diger molekiiller hem otofajide hem kanserde rol alirlar. Timér baskilanmasinda
otofajinin roliinli agiklamak i¢in en az li¢ mekanizma tanimlanmistir: 1) nekroz aracili
inflamasyonun inhibisyonu, 2) genom biitiinliigliniin korunmasi ve 3) otofaji aracili hiicre

oliimii ve yaslanmasi (Kung ve dig., 2011).
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Sekil 2.3.3: Otofaji yolagi. Otofaji, yukaridaki adimlari igeren ¢ok adimli bir islemdir: baslatma,
cekirdeklenme, uzama, olgunlagma ve lizozom ile flizyon. Otofajiye bagli genler olarak adlandirilan
birka¢ protein bu siireci diizenler. Otofaji bazal kosullar altinda uyarilir ve stres, 6rnegin besin
yoksunlugu ile indiiklenir. ATG: Otofaji ile iliskili genler; ER: Endoplazmik retikulum; Atgl homologu
olan 200 kD'luk ULK ile etkilesen protein; LC3: Hafif zincir 3; PE: Fosfatidiletanolamin; PI3P:
Fosfatidilinositol-3-fosfat 3; ULK1: Unc-51 benzeri kinaz 1; VPS34: Vakuol protein PI3K, P13-kinaz
aktivitesine sahip vakuolar protein 34 (Mandhair ve dig., 2020).

Tiimorlerde ve kanser metabolizmasinda otofajinin rolii. (a) normal dokuda, otofaji protein ve
organel kalite kontrolii gibi homeostatik islevleri yerine getirir. (b) dokularda otofaji bastirilirsa,
normal homeostaz bozulur ve artmig DNA hasarina (genomik instabilite ve andploidi), reaktif
oksijen tiirlerine (ROS) ve inflamasyona neden olur. Bu degisikliklerin tamami timor
baslangicini tesvik edebilir ve erken tiimér olusumuna yol acabilir. (c) iyonlastirici radyasyon
(IR), kemoterapi ve cesitli hedefli ajanlar da dahil olmak iizere kansere yonelik tedaviler,
terapotik dirence katkida bulunan bir sitoprotektif otofajiyi indiikleyebilir. (d) aktiflestirilmis
otofaji, timor hiicrelerinin metabolik taleplere ayak uydurmasina ve oksidatif stresi
diizenlemesine izin vererek, yerlesik tlimorlerde tiimor biiylimesini ve ilerlemesini tesvik
edebilir. Spesifik olarak, amino asitler gibi geri doniisiim trtinleri, trikarboksilik asit (TCA)
dongiisiine yakit olusturabilir; yag asidi sentezi ig¢in yapi taslar1 TCA dongiisi, geri
dontistiiriilmiis niikleotidler, DNA sentezi ve onarimi i¢in ve ayrica glikolizi destekleyen pentoz
fosfat yolunun nonoksidatif kismi igin kullanilabilir. Otofajik degradasyon (mitofaji) igin
hasarli mitokondriyi hedeflemek, tiimordeki ROS seviyelerini de diizenleyebilir. (e) Otofaji,
tiimor biiyiimesini ve ilerlemesini desteklemek i¢in otonom olmayan bir sekilde hareket eder.
Tiimdr olmayan hiicrelerde otofaji aktivasyonu, kritik metabolik destek ile tlimor olustura bilir.
Ayrica, otofaji, tiimor ilerlemesi i¢in uygun bir ortam tiretmede rol oynayabilir (Santana-Codina
ve dig., 2017).

Otofaji, KHDAK'de apoptozu tesvik etmede olumlu ve olumsuz bir rol oynayabilir. Genel
olarak, otofajinin inhibisyonu, hiicrelerin stresin {istesinden gelme ve homeostazi siirdiirme
yetenegini sinirlar. Bununla birlikte, otofajinin hiicre liimiini tesvik ettigi durumlar da vardir.
Gergekten de, otofaji karsinogenezde iki ucu keskin bir kili¢ olarak islev goriir. Bir yandan,
otofaji her zaman ag veya stresli tiimor hiicrelerinde asir1 protein bozulmasini 6nleyebilen AKT,
PI3K, Bcl-1 ve mutant p53 gibi farkli onkoproteinler tarafindan inhibe edilir. Ote yandan,
otofajinin kalic1 aktivasyonu, otofajik programlanmis hiicre 6liimiine veya apoptoza neden olur

(Liu ve dig., 2017).
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2.4 ANTIMIKROBIYAL PEPTIDLER VE MEKANIZMALARI

AMP'ler dogustan gelen bagisiklik tepkisinin korunmus bir unsuru olan bir grup bilesiktir (da
Silva ve Machado., 2012). Bakteriler, mantarlar, bitkiler, bocekler, kuslar, baliklar, amfibiler
ve memeliler gibi incelenen tiim tiirlerde bulunan bu kiiciikk peptitler 12-50 amino asit
arasindadir ve virtisler, mantarlar ve hem gram-negatif hem de gram-pozitif bakteriler gibi ¢ok
cesitli mikroorganizmalar etkili bir sekilde &ldiirdiigii gosterilmistir (izadpanah ve Gallo,
2005). Bu peptitler yabanci pargaciklari tanimada ilk sirada yer alir ve gram-negatif
bakterilerden lipopolisakkarit, gram-pozitif bakterilerden lipoteikoik asit, mikobakterilerden
glikolipitler, mayadan B-glikan ve virlislerden RNA iplikleri gibi bakteriyel hiicre duvarinin
bilesenlerine 6zgiillilk gosterirler; mikroorganizmalarin ¢ogunu taniyabilirler (Kim ve dig.,
2009). Peptitler diisiik molekiil agirligindadir (2-50 kDa), ancak bazilar1 daha agir olabilir.
AMP'ler esas olarak genomda bir veya birkac kopya olarak kodlanir. Tiim amplifikatorler, bir
sinyal dizisi de dahil olmak iizere daha biiyiikk onciillerden tiiretilir (Zasloff, 2002).
Amplifikatorler farkl ikincil yapilar gosterir. 1- a-sarmal, 2- B-pilili tabaka, 3- B-levha ve a-
sarmal karisimi, 4- dogrusal veya rastgele olmak iizere 4 tipe ayrilir. Bu peptitlerin cogu, ¢ozelti
icinde serbest olduklarinda belirli bir yap1 gostermezler ve membrana dogrudan
baglandiklarinda son yapilarini kazanirlar (Guntupalli ve dig, 2013). AMP'ler genellikle cilt,
bagirsak, akcigerler ve kirmizi kan hiicreleri gibi maruz kaldiklari dokularda sentezlenir

(Huerta-Kantillo ve Navarro-Garcia, 2016).

Hayvanlardaki AMP'ler mide, deri ve solunum yollarinin epitel hiicreleri, mast hiicreleri,
monositler ve nétrofiller gibi ¢ok ¢esitli hiicrelerde ifade edilir. Bugiine kadar, 5000'den fazla
AMP kesfedildilmis veya sentezlenmistir (Zhao ve dig., 2013). AMP'ler bakteri ve kanser
hiicrelerine kars1 toksik olanlar, ancak memeli hiicrelerine degil, ya da bakterilere, kanser
hiicrelerine ve normal memeli hiicrelerine karsi sitotoksik olmak tizere iki gruba ayrilirlar
(Hoskin ve Ramamoorthy, 2008). Amplifikatorler ¢esitli figi-ubuk, toroidal ve hali benzeri
modeli gibi ¢esitli mekanizmalarla ¢alisir (Sekil 2.4). Figi-cubugu modeli harig, diger modeller
hala isleme tarzlariyla ilgili anlasmazliklara agiktir ve su anda 6zellikleri arasinda net bir ayrim
yoktur (Gaspar ve dig., 2013). Bununla birlikte, AMP’ler tarafindan tercih edilen genel
mekanizmanin amino asit sekansina, amfipatiklige, katyonik yiikke ve AMP’lerin boyutuna
bagli oldugu anlagilmaktadir (Park ve Hahm, 2005). En yaygin olarak kabul edilen mekanizma

olan fi¢i-cubugu, membran pargalanma siireci ile karakterize edilir ve oldukg¢a organize bir
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silindirik gozenek olusturur (Mihajlovic ve Lazadiris, 2010). AMP (asagida belirtilen 6zellikler
araciligiyla) kanser hiicresine ¢ekilir. Peptitlerin hidrofobik amino asitleri zar igindeki lipit ¢ift
tabakasina maruz kaldiginda, iki zar1 birbirine baglar, zarda bir konformasyonel degisiklik
yaparak transmembran bir gozenek olusturur (Su ve dig., 2011). Gozenek olusumu hiicresel

materyalin hiicre disina sizmasina ve hiicre 6liimiine neden olur.

Gram-negatif bakteri Gram-pozitif bakteri
(1) Solusyonlarda ._ 5. r : A A ;
AMP'ler ; o I Peptidoglikan
(2) Dis zar

permeabilizasyonu

(3) ic membrana
baglanan AMP'ler

(4) I¢ zan bozmak icin
ii¢ model

Fict-cubuk

Sekil 2.4: Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilerin membran sistemleri ve AMP'lerin sitoplazmik membran
tizerindeki etki mekanizmalart. Gram-negatif bakteriler i¢in, AMP'nin sitoplazmik membrana
ulagmadan 6nce dis membrana niifuz etmesi gerekirken, gram-pozitif bakteriler icin AMP'nin sadece
nano boyutlu gozenekler yoluyla peptidoglikan tabakadan yayilmasi gerekir. AMP sitoplazmik
membrana adsorpsiyondan sonra, membran gozeneklerini indiikleyebilir veya membrani birlestirebilir
(Li ve dig., 2017).
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Toroidal model, hedef hiicrenin zar1 iginde gozenekler olusturmasi nedeniyle, figi-gubugu
modelinin 6zelliklerine ¢cok benzer. Bununla birlikte, bu iki modeli ayirt eden bazi 6nemli
farkliliklar vardir. Toroidal modelde, peptitler hidrofobik amino asit kalintilarint membranin
lipit ¢ekirdegine maruz biraktiginda - konformasyonel bir degisikligi zorlamak yerine—peptitler
ve lipitler, membrani kapsayan torus gézenekleri olusturmak i¢in bir araya gelirler. Hedef hiicre
zart incelirken, lipidlerin fosfat bag gruplari genisler ve iki tabakali membrani bikkiilmeye zorlar
(Mihajlovic ve Lazadiris, 2010). Toroidal gézenekler karakteristik olarak membran i¢inde ¢ok

kisa ARG Cz p mesafeleri olusturur (Su ve dig., 2011).

Hali benzeri model hem figi-cubugu hem de toroidal modele gore ¢ok farklidir. AMP
dizilerindeki hidrofilik amino asitler membran ¢ift tabakasinin fosfolipid bas kisimlarina
cekilir. Bagl amplifikatorler, hedef hiicrenin i¢ membrani ile iligkili kavisli anyonik membrani
bozar. Peptitler hiicre zarini ¢evrelemek i¢in yeniden diizenlenir ve dolayl olarak hiicre zarini

bozarak hedef hiicreyi 6ldiirtir (Swithenbank ve Morgan, 2017).

2.4.1. Akciger Kanserinde Antimikrobiyal Peptidler

AMP'nin akciger kanseri hiicre hatlar1 {izerindeki etkisini arastiran birkag¢ in vitro ¢alisma
yapilmistir. Ohsaki ve arkadaslari. tarafindan yapilan bir 6n ¢alismada (1992) 6 insan KHAK
hiicre hatlar1 ve 4 normal insan fibroblast hiicre hatlar1 kullanilarak magainin A ve magainin
G’nin antitimor aktivitesi incelendi. Bu ¢alismanin sonuglari, magainin A ve magainin G'nin
tim KHAK hiicre hatlarinda anti-timor aktiviteye sahip oldugunu, ancak normal insan
fibroblast hiicre hatlar1 i¢in toksik olmadigini gostermistir. Akciger kanseri hiicre hatlarina karsi
magainin A ve magainin G'nin ortalama IC50'si sirasiyla 8.64 ve 8.82 uM iken, normal insan
fibroblastlarina kars1 magainin A ve magainin G'nin IC50'si sirasiyla 21.1 ve 29.2 uM’idi.
Ayrica, magainin A ve magainin G, kombinasyon halinde kullanildiginda kemoterapotik

ajanlardan sisplatin ve etoposidin sitotoksisitesini arttirmisdir (Ohsaki ve dig., 1992).



22

2.4.2. Antikanser Ilaclar

Kanser hiicreleri bir hastada ilk kesfedildiginde, bir¢ok ilag etkin olabilir. Ancak zamanla,
kanser hiicreleri bu birinci basamak ilaca direng gostermeye baslar ve bdylece kanser hiicre
populasyonu biiyiimeye ve yayillmaya devam eder. Yapilan g¢alismalar, kanser hiicresi
popiilasyonunun heterojenliginin  kemoterapotik ilaglara hiicresel yanit1 etkiledigini
gOstermistir. Antikanser ilaglara direnci agiklamak igin ¢esitli hiicresel degisiklikler
onerilmistir (Lu ve Chao, 2012). Antikanser ilaglar spesifik ve kanser hiicrelerine yonelik
olmadigindan, antikanser ilaglarin insanlarda tiimoér dokularina daha etkin bir sekilde verilmesi

makul ve ulagilabilir gériinmektedir (Zee-Cheng ve Cheng, 1989).

Antikanser ilacglari, DNA etkilesimli ajanlar, antimetabolitler, antitubulin ajanlari, molekiiler
hedefleme ajanlari, hormonlar, monoklonal antikorlar ve diger biyolojik ajanlar gibi etki
mekanizmalarina gore siiflandirilabilirler (Thurston ve Pysz, 2021). Antimetabolitler, etki
mekanizmasi temel biyosentez yollari ile etkilesime dayanan en eski antikanser ilag ailelerinden
biridir. DNA etkilesimli ajanlar, ¢esitli mekanizmalarla hareket eden en biiylik ve en 6nemli
antikanser ila¢ ailelerinden birini olusturur. Antikanser ilaglar1 belirlemek igin analitik
yontemlere duyulan ihtiya¢ dikkate alinmalidir. Sitotoksik bilesiklerin analizi i¢in gelistirilen
ilk yontemler, UV tespiti (LC-UV) ile s1v1 kromatografinin kullanimma dayanmaktadir. Bu
yontemler, yliksek konsantrasyonlarda hedef ila¢ iceren numunelerin analizi i¢in tatmin edici
farmasotik formiilasyonlarin gelistirilmesi ve stabilite ¢alismalar1 igin nicel bir performans

sergilemistir (Nussbaumer ve dig., 2011).

2.5. KRIiPTONIN

Kore siyahimsi agustosbocegi, Cryptotympana dubia, meyve agaglarinin ve diger agaglarin
ciddi, meyve suyu emici bir homopteran zararlisidir. 6-7 yil larva yeraltinda yasarlar ve
Haziran-Agustos aylarinda ortaya ¢ikip yetiskin olarak viicut uzunlugu 45 mm'ye ulasir (Lee
ve Jeong, 1997). Dogu Asya'da, kalp hastaliklarini tedavi etmek ve dogumu kolaylastirmak i¢in
geleneksel bir ilag olarak kullanilmistir. Ozellikle, agustosbdceklerinin dokiilme kabuklar1 olan
Seontoi, anti-inflamatuvar, spazmolitik ve anti-febril ajan olarak kullanilmistir (Ho, 1610; Park,

2004). Ayrica, antioksidan bilesikler izole edilmis ve antiateroskleorotik 6zelliklerini anlamak
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i¢in ¢alisilmistir (Xu ve ark., 2006). Agustos bocegi (Cryptotympana dubia) hemolenfine ait 24
amino asitden olusan amino asit dizilimi soyledir: Gly-Leu-Leu-Asn-Gly-Leu-Ala-Leu-Arg-
Leu-Arg-Leu-Gly-Lys-Arg-Ala-Leu-Lys-Lys-lle-1le-Lys-Arg-Leu-Cys-Arg. Bu peptit +8 net
yiikle, a-heliks sekonder yapiya ve %50 hidrofobik 6zellige sahip bir AMP’dir (Park ve dig.,
2007).

Izole edilmis peptidin N-terminal amino asit sekans analizi, 23. pozisyonda tanimlanamayan
bir kalint1 ile 24 amino asit kalintis1 gosterir. Peptidin molekiiler kiitlesi MALDI-TOF/kiitle
spektrometresi ile tahmin edilmis ve 2,704 Da bulunmustur. Bu sonuglardan 23. kalintinin
sistein oldugu tahmin edilmistir. Aslinda bu tanimlanan sekansa dayanan sentetik peptid, kiitle
spektrometrisinde 2,704 Da'luk bir molekiiler kiitle gostermis ve izole edilen Kriptoninin

spesifik

Sekil 2.5: Kriptonin’in a-sarmal tekerlek diagrami. a-sarmalin olusturulmasini ve hidrofilik 6zelligin
belirlenmesini 6ngoren katyonik amino asitler kalin olarak temsil edilir (Park ve dig., 2007).

bir modifikasyona sahip olmadig1 6ne siiriilmiistiir. Bir tekerlek diyagrami ile analiz edilen
Kriptonin’in 6ngoriilen a-sarmal yapisi tipik amfipatik bir sarmal yap1 gosterir ve ana katyonik
amino asitler, r9, K12, r13, k16, K17, K20, R21 ve r24, sarmalin bir tarafinda goriilmektedir
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(Sekil 2.5). Kriptonin’in antibiyotik aktivitesi, gram-negatif bakteriler, gram-pozitif bakteriler
ve mantarlar olarak iki antibiyotige dayanikli bakteri tiirleri (methicilin’e direngli
Staphylococcus aureus, Ampisilin’e direngli VRE birgok farkli mikroorganizmalar) tizerinde
test edilmistir. Yeni bir antimikrobiyal peptid olan kriptonin yetiskin Kore siyahimsi
agustosbocegi Cryptotympana dubia'dan izole edilmis ve tanimlanmistir. Kriptonin 24 amino
asitten olusur ve kiitle spektroskopisinde 2.704 Da molekiiler agirliga sahiptir. Ongériilen a-
sarmal yap1 analizi ve kriptoninin %40 trifloroetanoliinde artan sarmal yiizdesi, tipik dogrusal
a- sarmal olusturan peptide ait oldugunu gostermektedir. Biyotin isaretli kriptonin’in E. coli
hiicrelerinin yiizeyine baglanmasi ve kriptonin tedavisinden sonra E. coli'de propidyum
iyodiirlin artan akisi, bakteriyel hiicre yiizeylerini baglayarak ve hiicre gecirgenligini bozarak

mikrobiyal hiicreleri 6ldiirdiigiinii gosterir (Park ve dig., 2007).

2.6. DOKSORUBISIN

Doksorubisin, Streptomyces peucetius bakterisinden elde edilen bir antibiyotik olup,
1960'1ardan beri kemoterapotik bir ajan olarak yaygimn bir kullanima sahiptir (Sekil 2.6).
Kombinasyon kemoterapisi, azaltilmis yan etkiler ve artan terapdtik etkinlik ile daha iyi ve uzun
vadeli prognoz i¢in dnemli bir strateji olarak ortaya ¢cikmaktadir. Doksorubisin, farkli kanserleri
tedavi etmek i¢in yaygin olarak kullanilan kemoterapétik bir ilactir. ilag kombinasyonlari
cogunlukla AIDS, kanser gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilir. Bu kombinasyonlardan
bazilan sitotoksisitede etkinligi artirirken, bazilar1 dozu azaltarak yan etkilerin 6nlenmesine
yardimci olur ve bazi kombinasyonlar ila¢ direncinin iistesinden gelinmesine yardimci olur.
Timor biliyiimesi ve ilerlemesi ile miicadelede etkilidir. Doksorubisin ile farkli etki
mekanizmalarima sahip kanser ilaglarinin kombinasyonu, ilaglarin kabul edilemez yan
etkilerinden kaginirken terapétik etkinligi artirmak i¢in uygun bir strateji olup, ¢oklu hiicre ici
tepkilere yol agar (Wakharde ve dig., 2018).
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Sekil 2.6: Doksorubisin’in formiilii (Zhao ve dig., 2018).

Doksorubisin’in birincil etki mekanizmasi, ilacin DNA baz ¢iftleri arasina girerek, DNA
zincirlerinin kirilmasina ve hem DNA hem de RNA sentezinin inhibisyonuna neden olma
yetenegidir. Adriamisin ticari ad1 verilen bir antrasiklin antibiyotik olan doksorubisin en etkili
antikanser ilaglarindan biri olup, kanserli hastalarin1 tedavi etmek i¢in ¢esitli kemoterapotik
uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Doksorubisin’in antitiimor aktiviteleri
oncelikle topoizomeraz Il enzimini inhibisyonundan kaynaklanan DNA hasarina ve apoptoz
indiiksiyonuna neden olur. Ayrica demir ile birlestirildiginde, doksorubisin DNA'da serbest
radikal aracil1 oksidatif hasara neden olur ve DNA sentezini daha da sinirlar (Park ve dig.,2014;
Sritharan ve Sivalingam, 2021). Doksorubisin’in etki mekanizmasi halen arastirilmasina
ragmen, Onerilen mekanizmalar arasinda DNA'ya interkalasyon yolu ile DNA sentezi ve gen
ekspresyonunda inhibiyona yol agmasi, reaktif oksijen tiirlerinin yani ROS iretilmesi, DNA
sentezi ve replikasyonu i¢in Onemli bir giraz olan topoizomeraz II'nin inhibisyonu yer

almaktadir (Zhao ve dig., 2018) .
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. HUCRE KULTURU

Bu calismada akciger kanser hiicre soyu olan A549 hiicre soylar1 kullanilmistir. A549 hiicreleri
%10 fetal sigir serumu (FBS) ve %1 penisilin-streptomisin (PES) igeren Dulbecco’nun
modifiye Eagle medyumu (DMEM) igerisinde 75’lik flasklarda %5 CO; igeren inkiibatérde ve
37 °C’de inkiibe edilerek ¢ogaltilmistir. Hiicreler %80-90 yogunluga ulastiklarinda kalsiyum-
magnezyum igermeyen steril PBS ile yikandi. Daha sonra %0.25 tripsin-etilen diamin tetra
asetik asit (Tripsin-EDTA) ile kaldirilan hiicreler 1500 g’de 5 dakika santrifiij edilerek

peletlendirildi. Thoma hemasitometresinde sayimi1 yapildi ve yeni flasklara pasajlandi.

Hiicrelerin dondurularak saklanmasi i¢in tripsin-EDTA ile kaldirilan hiicreler 1500 g’de 5
dakika santrifiijlenerek peletlendirildi, sayildi ve uygun hacimde kriyomedyum igerisinde
stispanse edildi. Dimetil siilfoksid (DMSO) %10 oraninda igeren soguk FBS dondurma
medyumu olarak kullanildi. Hiicre peleti dondurma medyumunda 1,5-2 milyon hiicre/ml
yogunlugunda siispanse edilip kriyotiiplere aktarildi. Kriyotiipler 1 gece -86 °C’de bekletilip,

24 saat sonra ise -152°C’ye uzun siire saklamak amaci ile aktarildi.

Kademeli olarak dondurdugumuz hiicreleri agmak icin ise kriyotiipler hizl1 bir sekilde 37°C’ye
getirildi ve dondurma medyumundaki hiicre siispansiyonu, i¢inde Sml medyum igeren santtrifiij
tiipline aktarilip 1500 g’de 5 dakika santrifiij yapildi. DMSO tam uzaklasmadig i¢in ikinci kez
yikama yapip hiicreler santrifiij edildi. Ikinci hiicre peleti az miktarda medyum ile siispanse

edilerek 25 cm? ve ya 75 cm? flasklara aktarildi.

BEAS-2B hiicre soyu insan akciger dokusundan tiiretilmis bir insan tiimorijenik olmayan
akciger epitel hiicre soyudur. BEAS-2B hiicresi i¢in %10 FBS ve %1 penisilin streptomisin
(PES) igeren RPMI Medium 1640 (1X) (Roswell Park Memorial Institute) medyumu hazirlandi
ve 175 cm?’lik biiyiik flasklarda ekilen hiicreler %5 CO; iceren inkiibatdrde, 37°C’de inkiibe
edilerek ¢ogaltildi. Hiicreler yukarida belirtilen sekilde dondurularak sakland.
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3.2. KRIPTONIN’IN COZULMESI VE SULANDIRILMASI

Yurt disinda kriptonin Elabscience iiretici firma tarafindan %95 saflikta HPLC yontemi ile
sentezlendi. Peptid hidrofilik-hidrofobik durumu goz 6niine alinarak konsantrasyon 1 mg/ml
olacak sekilde PBS’te stok (1mg/ml) olarak ¢oziildii. Sterilizasyon amac1 ile peptid ¢ozeltisi
0,22 um por ¢apli memban filtreden gegirildi ve alikotlanarak -20’ye kaldirildi.

3.3. HUCRE CANLILIK TESTI

MTT (3-[4,5-dimetiltiyazol-2-il] -2,5 difenil tetrazolyum bromiir) testi, MTT'nin mitokondriyal
aktiviteyi belirleyen canli hiicreler tarafindan formazan kristallerine doniistiiriilmesine dayanir
(Van Meerloo ve dig., 2011). Tetrazolyum tuzu olan MTT sari reklidir. MTT, metabolik olarak
aktif hiicrelerde bulunan dehidrojenazlar ve indirgeyici ajanlarla indirgendiginde, suda
¢ozlinmeyen mor-mavi formazan kristallerini olusturur (Stockert ve dig., 2012). Formazan
kristallerinin organik ¢oziiciilerde ¢oziinmesi ile olugan mor rengin yogunlugu canli hiicre
sayist ile dogru orantihidir. Antimikrobiyal peptidin A549 hiicrelerinde hiicre canlilig1 {izerine
etkisini 6grenmek icin MTT testi yapilmigdir. MTT testi 96 kuyucuklu pleytlerde yapilir.
Bunun igin 75 cm? flasklarda cogaltilan A549 ve BEAS-2B hiicreleri tripsin- EDTA ile
kaldirilir ve santifiij yapilir. Toplanmig hiicre peletleri medyum ile siispanse edildikten sonra

sayim yapilir.

Hiicreler her kuyucukta 100 pl’de 10000 hiicre olacak sekilde ekildi ve ertesi gilin
kuyucuklardaki medyum alinip, kontrol grubuna yeni medyum, diger kuyucuklarina ise 1, 2.5,
5, 10, 25, 50, 100, 200 pg/ml doz konsantrasyonunda kriptonin uygulanmistir. Kriptonin
uygulanmasindan 6, 12 ve 24 saat sonra her kuyucuga 30 pl hacminde 5 mg/ml
konsantrasyonda MTT eklendi ve 4 saat %5 CO2’li inkiibatdrde, 37°C’de bekletildi. Inkiibasyon
sonrast kuyucuklarda olusan formazan kristalleri, her kuyucuga 100 pl DMSO eklenmesi ile
¢oziindiiriildii ve pleytler 5 dakika boyunca 300 rpm’de orbital ¢alkayicida calkalandi. Optik
yogunluk 570 nm test dalgaboyu ve 630 nm referans dalga boyunda okundu. Bu testte,
kriptoninin 8 farkli konsantrasyonunun her biri i¢in her pleytte 5 kuyu ¢alisilmis ve her deney

3 kez yapilmigdir.
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Antikanser ila¢ olan doksorubisin’in Kriptonin ile etkisini 6grenmek igin hiicre canlilik analizi
yaptik. Ilk 6nce ekilen hiicrelere doksorubisin’in 0.01, 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 100 pM
konsantrasyonlari uygulandi, her pleytte 5 kuyu calisildi ve 3 tekrar yapildi; 48 ve 72 saat sonra
hiicre canlilik analizi sonuglar1 alindi. Doksorubisin’in dozuna karar verdikten sonra sinerjik
etkiye bakmak i¢in kontrol grubu, 1 uM DOX, 1 uM DOX + 5 ug/ml kriptonin, 5 uM DOX, 5
uM DOX + 5 pg/ml kriptonin konsantrasyonlar1 uygulandiktan 48 saat sonra hiicre canliligi
olgildi.

Hiicre canliligi kontrol kuyucuklarinin absorbansina kiyaslanarak % hiicre canlilig1 olarak
ifade edilmistir ve kriptonin peptidi uygulanmig kuyucuklardan elde edilen degerler kontrol

grubuna gore degerlendirilmistir.

3.4. LAKTAT DEHIDROGENAZ SALINIMININ OLCUMU

Laktat dehidrogenaz (LDH) salinim testi, hiicre dis1 ortamdaki laktat dehidrogenaz aktivitesinin
Ol¢iilmesine dayanir. Giivenilirlik, hiz ve basit degerlendirme bu testin 6zelliklerinden
bazilaridir. Hiicre i¢i LDH kaybi ve kiiltiir ortamina salinmasi, hiicre zar1 hasaria bagl geri
dontigiimsiiz hiicre 6liimiiniin bir gostergesidir (Fotakis ve Timbrell, 2006). Bu peptidin A549
akciger kanser hiicre soyu iizerine sitotoksik etkisi hasarli hiicrelerden salinan LDH aktivitesini

Olciilmesi ile belirlenmistir ve bunun i¢in Sitotoksite Saptama Kiti, LDH (Pierce) kullanilmistir.

LDH testinde kriptoninin uygulandigi gruplarin yan1 sira negatif kontrol, hiicrelerden spontan
saliim i¢in kontrol grubu ve maksimum LDH salinimi i¢in ise pozitif konrol grubu calisildi.
75 cm?’lik flaskta gogaltilan A549 hiicreleri %0.25 tripsin-EDTA soliisyonu ile kaldirildiktan
sonra 96 kuyucuklu pleyte her kuyucukta 100 ul’de 10000 hiicre olacak sekilde ekildi ve ertesi
giin kontrol grubunun medyumu degistirildi. Deney gruplarma ise 1, 2.5, 5, 10, 25, 50, 100 ve
200 pg/ml dozlarda 6, 12, 24 saat boyunca kriptonin uygulandi. Tiim saatlerde, tim deney
gruplar1 5 kuyucuk ¢alisild1 ve 3 tekrar yapildi. Pozitif kontrol grubunda ise kuyucuklara Sul
lizis soliisyonu (%2’lik Triton-X-100) eklendi ve %5 CO’li inkiibatorde, 37°C’de inkiibe
edildi. Uretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda Pierce LDH Sitotoksisite Olg¢iim kiti iginde
bulunan 11.4 ml substrat karisimi 0.6 ml 6l¢iim tamponu ile karistirilarak reaksiyon karigimi

hazirlandi. Deney sonrasi tiim kuyucuklardan 50 pl kiiltlir medyumu alinip bagka bir 96
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kuyucuklu pleyte aktarildi ve tizerine 50 pl reaksiyon karisimi eklendi. Oda 1sisinda karanlikta
30 dakika inkiibasyon sonrasi her kuyucuga 50 pl stop soliisyonu eklenerek reaksiyon
durduruldu ve optik yogunluk 490 nm test dalga boyu ve 690 nm referans dalga boyunda
ol¢iildii. Pozitif kontrol, kontrol ve deney gruplarindan negatif kontroliin ortalama absorbans
degerleri ¢ikarildi ve pozitif kontrol grubu % 100 sitotoksik oldugu kabul edilerek, kontrol ve
deneyli gruplar pozitif kontol grubuna gore kiyaslanarak sitotoksisiteleri asagidaki formiile

gore hesaplandi.

% Sitotoksisite : Kontrol/Deney — Negatif kontrol x 100

Pozitif kontrol — Negatif kontrol

3.5. AKRIDIN ORANJ VE ETIDYUM BROMID ILE HUCRE OLUM SEKLININ
MORFOLOJIK TAYINI

A549 hiicrelerinde apoptozda nukleus morfolojisindeki degisiklikler ve apoptotik cisim benzeri
vesikiillerin olusumu veya nekrotik hiicre 6liimii gibi sitolojik etkilerin aragtirilmasi amaci ile
hiicreler peptid uygulamasini takiben 100 pg/ml Akridin Oranj ve ardindan 100 pg/ml Etidyum

Bromiir ile boyand1. Ayrica hiicresel degisiklikler invert 151k mikroskobunda da goriintiilendi.

A549 hiicreleri yukarida agiklandigr gibi 96 kuyucuklu pleyte ekildi. 24 saat sonra kontrol
grubunun medyumu tazelendi, diger kuyucuklara ise farkli (10, 25, 50, 100, 200 pug/ml)
konsantrasyonlarda uygulanarak 24 saat inkiibasyon yapildi. Ardindan PBS iginde 100 ug/ml
Akridin Oranj boyas1 hazirlandi, her kuyucuga 10 pl uygulandi ve 7 dakika inkiibasyon yapildi.
Aynt sekilde PBS iginde 100 pg/ml Etidyum Bromid boyasi hazirlayip 10 ul kuyucuklara
eklendi ve 5 dakika daha inkiibasyon yapildi. Hiicreler floresan mikroskop (Nikon
DS5MCU2)’ta FITC/CY3 filtresi kullanilarak goriintiilendi ve NIS Elements yazilimi ile

fotograflar1 alindu.
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3.6. REAKTIF OKSIJEN TURLERININ HUCRE ICi SEVIYELERININ
OLCULMESI

Mitokondri reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) ana kaynaklarindan biri olarak kabul edilir. ROS'un
asir1 iiretimi hiicre ici oksidatif stres durumuna neden olabilir ve bu da kalici hiicre hasarina
neden olabilir. Bu nedenle, ROS'un hiicre i¢i birikimi sadece belirli doku ve organlarin
islevlerini bozmakla kalmaz, ayn1 zamanda tiim organizmanin erken 6liimiine de yol acabilir
(Wojtala ve dig., 2014). Antimikrobiyal peptidlerin hiicre icerisinde mitokondri membran
hasarma yol agmas1 ROS miktarinin artmasina ve apoptotik hiicre dliimiiniin indiiklenmesine
yol acabilir. Bu olas etkileri arastirmak i¢in peptid uygulamasi sonrasi hiicre i¢i ROS seviyesi
Olclilmiistiir. Bu amagla hiicre i¢inde ROS ile pargalanan ve floresan 1s1ma veren hidrofobik
2°,7’- Diklorofluoresin Diasetat (DCDFA) boyasi kullanilmigtir (Mittler, 2017). Yukarida
aciklandigi sekilde hiicreler farkli konsantrasyonlarda peptid ile 24 saat inkiibe edild.i.

Inkiibasyon sonras: hiicrelere %10 FBS iceren PBS igerisinde hazirlanmis 10 uM DCDFA
uygulandi. DCDFA ile 45 dakika 37C’de inkiibasyon sonrasi kuyucuklar tekrar yikanarak
parcalanan DCDFA’dan salinan floresan 1sima 485 nm eksitasyon/535 nm emisyon dalga
boylarinda flurometre (BioTek, ABD) yardimi ile 6lgiildii. Her kuyucuktaki protein miktari
ayrica Bradford yontemi ile belirlendi ve kontrol grubundaki optik yogunluk proteine normalize

edilerek hesaplama yapildi.

3.7. PROTEIN MIKTARININ BRADFORD YONTEMI iLE TAYINi

Orneklerdeki protein konsantrasyonu Bradford yontemi ile dlgiildii. Bradford ydnteminde
“Coomassie Brilliant Blue G-250” boyasi aromatik amino asitler ile reaksiyona girerek renk
degistirmektedir ve bu renk protein miktar: ile dogru orantilidir. Standart olarak sigir serum
albumin (BSA) kullanildi. 1.46 mg/ml stok solusyonundan 8, 10, 20, 40, 80 pg/ml olarak 5
farkl1 konsantrasyonda standart solusyonlar hazirlandi. 160 pl standart soliisyonlar ve 1:50
oraninda sulandirilan 6rneklerden 160 pul 96 kuyucuklu pleytteki kuyucuklara eklendi ve her
kuyucuga 40 pl Bradford boyasi eklenerek pipetaj yapildi. Optik yogunluk 595 nm dalga
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boyutunda mikropleyt okuyucuda (BioTek, ABD) olgildi. Standart soliisyonlarin

absorbansindan elde edilen standart grafik yardimi ile 6rneklerdeki protein miktar1 hesaplandi.

Tiim 6rneklerdeki protein yukarida agiklandigi gibi Bradford yonyemi ile hesaplandi ve her
ornekten 40 pg protein iceren hacim hesaplanarak ultrasaf su ile 20 pl’ye tamamlandi. Esit

hacimde “laemmli soliisyonu” eklenerek 10 dakika 100° C’de proteinler denature edildi.

3.8. WESTERN BLOTLAMA YONTEMIi

75 cm? flasklarda cogaltilan A549 hiicreleri 25 cm? flasklara her flaskta 1 milyon hiicre olacak
sekilde ekildi. Ertesi giin kontrol grubundaki flasklarin medyumu degistirildi ve diger flasklara
ise 25, 50 ve 100 ug/ml konsantrasyonlarda kriptonin uygulandi.

24 saat sonra hiicreler, hiicre lizis tamponu (Invitrogen) eklenerek kaziyici ile kazind1 ve kiigiik
ependorflara alindi. 30 dakika buzda bekletilen lizat 50 saniye boyunca sonike edildi ve daha
sonra 13.000 g’de 10 dakika +4° C’de santrifiij edildi ve supernatant toplandi.

Tiim orneklerdeki protein yukarida acgiklandigi gibi Bradford yontemi ile hesaplandi ve her
ornekten 40 pg protein iceren hacim hesaplanarak ultrasaf su ile 20 pl’ye tamamlandi. Esit

hacimde laemmli soliisyon eklenerek 10 dakika 100° C’de proteinler denatiire edildi.

Nekrotik hiicre 6liimii esnasinda hiicrelerden salinan ve kiiltir medyumuna gegen HMGB1’i
belirlemek amaci ile peptid uygulamasini takiben hiicre kiiltiir medyumlarinda HMGBI1 protein
varhigt aragtirtlmistir.  A549 hiicreleri 25, 50 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarindaki peptid ile
inkiibe edildikten sonra hiicre kiiltliri medyumlarindan 500 pl alindi ve Amicon 10K
ultrafiltrasyon sistemi kullanilarak 15.000 g’de 10 dakika +4° C santrifiij yapilarak
ultrafiltrasyon yapildi. Medyum yogunlastirildikdan sonra Bradford yontemiyle protein miktari

hesaplandi ve denatiire edilerek jele yiiklendi.



32

3.8.1. SDS-PAGE Jelin Hazirlanmasi

Proteinlerin hiicre igi seviyeleri arastirmak i¢in Tablo 3.8.1.A’de igerigi belirtilen %10’luk
SDS-PAGE hazirlandi ve proteinler jele yiiklendi. Proteinler kademeli olarak arttirilan
elektriksel alan uygulanarak biiytikliiklerine gore ayristirildi ve daha sonra yar1 1slak aktarim

ile jelden nitroseliil6z membrana aktarim yapildi.

Membranlar aktarim sonras1 TBS (pH 7.8)’e alindi ve %10’luk Tween 20 igeren TBS (TBST)
icerisinde hazirlanan %5’lik yagsiz siit tozu soliisyonunda 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi.
Bloklama soliisyonu sonrasi, Tablo 3.8.1.B’de belirtilen primer antikorlar % 2,5’luk yagsiz siit
tozu igeren TBST icerisinde (antikor diliisyon soliisyonu) sulandirildi ve membranlar primer
antikor soliisyonunda bir gece +4 °C’de inkiibe edildi. Primer antikor sonrast membranlar TBST
ile ii¢ kez yikand1. Her primer antikora uygun yaban turpu peroksidazi (HRP) konjuge sekonder
antikorlar, antikor diliisyon soliisyonunda 1:5000 oraninda sulandirildi ve membranlar oda
sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. TBST ile yine ii¢ kez yikanan membranlar, TBS ile 10 dakika
daha yikadiktan sonra kemiluminesans goriintiileme icin HRP’nin substrati olan Luminol
soliisyonu ile 5 dakika inkiibe edildi. Immiinpozitif bantlar ChemiDoc™ MP gériintiileme
cihazinda (Bio-Rad, ABD) goriintiilendi ve Image Lab 6.1 (Bio-Rad, 2020, ABD) yazilim1
kullanilarak bant yogunluklar1 hesaplandi. Her ornekten 40 pg esit protein yliklemesinin
kontrolii olarak membranlara B-aktin antikoru uygulandi ve protein miktar1 immiinpozitif

bandin B-aktin immiinpozitif bandina boliinmesiyle belirlendi.
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Tablo 3.8.1.A: SDS-PAGE igerigi.

Malzeme %10 Alt jel %3 Ust jel
Su 4.81ml 3.262 ml
Akrilamid/Bis-Akrilamid, (37.5:1) 40% (BioShop) 2.49 ml 412.5 pl
Ph 8.8, 1.5M Tris-HCL, (Bio-Rad) 2.5ml -

pH 6.8, 0.5M Tris-HCL, (Bio-Rad) - 980ul
%10 Sodyum Dodesil Siilfat 100ul 50ul

%10 Amonyum Perstlfat 66ul 50ul
Tetra Etilen Metilendiamin 5ul 7ul

Tablo 3.8.1.B: Western blotlama esnasinda kullanilan antikorlar.

Antikor Konak Diliisyon Marka-katalog numarasi
ATG5 Tavsan 1:200 BosterBio, PA2260
Aktif kaspaz 3 Tavsan 1:200 BosterBio, M00334-3
Beclin 1 Tavsan 1:200 BosterBio, PA1847

BAX Tavsan 1:200 BosterBio, A00183
HMGB1 Tavsan 1:500 Biossusa, bs-0664R

[ aktin Fare 1:500 SantaCruz, 471778
LC3B Tavsan 1:1000 Sigma, L8918
Anti-tavsan Keci 1:5000 BosterBio, BA 1054
Anti-fare Keci 1:5000 BosterBio, BA 1050
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3.9. ISTATIKSEL ANALIZ

Istatistiksel analiz eslestirilmemis ¢ift kuyruklu Student T-testi kullanilarak GraphPad Prism
5.0 (San Diego, CA, USA) programu ile gergeklestirilmistir. Ug bagimsiz deneyin sonuglar
ortalama+standart sapma olarak sunulmustur ve 0.05’ten kiigiik olan p degerleri istatistiksel

olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. KRIPTONIN’IN A549 VE BEAS-2B HUCRE HATLARINDA HUCRE
CANLILIGINA ETKIiSi

A549 hiicrelerine 6, 12 ve 24 saat boyunca kriptonin uygulamasi kontrol grubuna gore, hiicre
canliligini doza bagli olarak diisiirmiistiir. 12 ve 24 saat peptid uygulamasi 50, 100 ve 200 pg/ml
dozlarinda hiicre canliligini anlamli olarak azaltirken, 6 saatlik uygulamada hiicre canliligindaki
anlamli azalma 2.5 png/ml konsantrasyondaki dozdan itibaren gézlenmistir (Sekil 4.1.A). Hiicre
canliligindaki bu azalmalarda 6 saatlik 50, 100 ve 200 ug/ml dozlarinda peptit uygulamasindan
sonra ileri diizeyde bir anlamlilik (p<0.001) gézlenmistir. 12 ve 24 saatlik 50 ug/ml dozda peptit
uygulamasindan sonra orta diizeyde bir anlamlilik (p<0.01) gozlenirken, 100 ve 200 pg/ml

dozlarda peptit uygulamasindan sonra ileri diizeyde bir anlamlilik (p<0.001) gdzlenmistir.

A549 hiicrelerine 6, 12 ve 24 saat boyunca kriptonin uygulamasi sonucu hiicre canlilik degerleri
6 saat i¢in kontrol: 100+£9.3; 1 ug/ml: 96.3+5.8; 2.5 pug/ml: 83.98+5.4; 5 ug/ml: 77.2+5.3; 10
pg/ml: 77.7445.7; 25 pg/ml: 71.82+9.8; 50 pg/ml: 64.4+4.6; 100 pg/ml: 6.85+1.7; 200 pg/ml:
3.1£0.28°dir. Hiicre canlilik degerleri 12 saat i¢in kontrol: 100+11; 1 pg/ml: 95.3+6.8; 2.5
ug/ml: 93.55+6.4; 5 pg/ml: 94.07£10.7; 10 pg/ml: 95.3+£5.9; 25 pg/ml: 95.6+3.1; 50 pg/ml:
70.6+11; 100 pg/ml: 2.6+0.4; 200 pg/ml: 2.16+0.13 diir. Hiicre canlilik degerleri 24 saat i¢in
kontrol: 100+5.4; 1 pg/ml: 105.8+6.1; 2.5 pg/ml: 98.1+7.1; 5 pg/ml: 101.3+8.5; 10 pg/ml:
107.8+4.3; 25 pg/ml: 102+4.2; 50 pg/ml: 15.2+0.8; 100 pg/ml: 1.5+0.2; 200 pg/ml: 1.3+0.3 tiir
(Sekil 4.1.A).

Normal insan akciger hiicreleri olarak kullandigimiz insan bronsiyal epitel hiicreleri (BEAS-
2B) iizerinde kriptonin’in hiicre canlilig: lizerindeki etkileri benzer sekilde 6, 12 ve 24 saat
boyunca arastirildi. 6 saat boyunca kriptonin uygulanmasi 25 pg/ml kriptonin
konsantrasyonundan itibaren (p<0.001), 12 saat boyunca kriptonin uygulanmasi 10 pg/ml
konsantrasyondan itibaren (p<0.01) ve 24 saat kriptonin uygulanmasinda ise 5 pg/ml kriptonin
konsantrasyondan itibaren (p<0.05) hiicre canliliginda anlamli bir azalma g6zlenmistir. 12 ve
24 saat kriptonin uygulamasi ile 25 pg/ml konsantrasyondan itibaren hiicre canlilig ileri

diizeyde azalmistir (p<0.001) (Sekil 4.1.B).
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Sekil 4.1: (A) 6, 12 ve 24 saat boyunca uygulanan kriptonin A549 hiicre canliligin1 doza bagli olarak anlaml
bir sekilde azaltmistir (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001). (B) 6, 12 ve 24 saat boyunca uygulanan
kriptonin BEAS-2B hiicre canliligin1 doza bagli olarak anlamli bir sekilde azaltmistir (*p<0.05;
**p<0.01; ***p<0.001).
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BEAS-2B hiicrelerine 6, 12 ve 24 saat boyunca kriptonin uygulamasi sonucu hiicre canlilik
degerleri 6 saat i¢in kontrol: 100+£8.6; 1 ug/ml: 106.5£1.9; 2.5 pg/ml: 107.2£12.5; 5 pg/ml:
112.24+5.5; 10 pg/ml: 86+13.4; 25 pg/ml: 28.7+4.1; 50 pg/ml: 2.94+0.6; 100 ng/ml: 2.5+0.6; 200
png/ml: 2.54+0.6°dir. Hiicre canlilik degerleri 12 saat igin kontrol: 100+9.6; 1 ng/ml: 97.42+4.2;
2.5 pg/ml: 97.85+1; 5 pg/ml: 101.7+2.4; 10 pg/ml: 64.1+4.2; 25 pg/ml: 15.05+3.3; 50 pg/ml:
4.1+0.7; 100 pg/ml: 3+1; 200 pg/ml: 3.6+1°dir. Hiicre canlilik degerleri 24 saat i¢in kontrol:
1004£3.5; 1 pg/ml: 88.4+17.2; 2.5 ng/ml: 86.2+12.7; 5 pg/ml: 87.3+£6.1; 10 pg/ml: 66.3+8.1; 25
pg/ml: 12.2+2; 50 pg/ml: 2.04+0.8; 100 pg/ml: 1.6+£0.3; 200 pg/ml: 1.4+0.3 tiir (Sekil 4.1.B).

4.2. KRiPTONIN’IN A549 VE BEAS-2B HUCRE HATLARINDA SiTOTOKSIK
ETKIiSi

Kriptonin ile gézlemledigimiz hiicre 6liimiinde peptidin hiicre membrani ile etkilesmesini ve
hiicre dliimiiniin nekrotik yolla gerceklesip gerceklesmedigini anlayabilmek icin peptid ile
muamele sonrasi hiicre kiiltir medyumuna gegen laktat dehidrogenaz (LDH) enziminin
aktivitesinin ol¢lilmesi gergeklestirilmistir. 6 saat peptide maruz kalan hiicrelerde kontrole gore
10 pg/ml dozda salinan LDH miktar1 orta derecede anlamliyken (p<0.01), 12 saat peptid
uygulamasinda kontrole gore 2.5 pg/ml dozda salinan LDH miktar1 orta derecede anlamli iken
(p<0.01), 10 pg/ml dozda salinan LDH miktar1 ise az anlamli (p<0.05) olup, her iki dozda da
25 pg/ml dozdan itibaren ileri diizeyde bir anlamlilik (p<0.001) gézlenmistir. Farkli dozlarda
24 saat boyunca peptide maruz kalan hiicrelerde kontrol grubuna gore, doza bagli olarak
hiicrelerden salinan LDH enziminin miktar1 6l¢iilen aktivite ile paralel olarak artis gdstermistir
(p<0.01; p<0.001). LDH aktivitesindeki bu artis 1 ng/ml dozda orta derecede anlamli (p<0.01)
iken, 10 pg/ml dozdan itibaren ileri diizeyde bir anlamlilik (p<0.001) gozlenmistir (Sekil
4.2.A).

A549 hiicreleri i¢in sitotoksisite degerleri 6 saat i¢in kontrol: 15.5£1.6; 1 pg/ml: 16£1.5; 2.5
pg/ml: 15.8+1.3; 5 pg/ml: 15.6£1.4; 10 pg/ml: 19.6+1.5; 25 pg/ml: 58.2+4.3; 50 ug/ml: 90.4+6;
100 pg/ml: 108.6+3.2; 200 pg/ml: 103.1+10.6’dir. A549 hiicreleri icin sitotoksisite degerleri
12 saat i¢in kontrol: 6.9+£0.7; 1 pg/ml: 6.940.6; 2.5 pg/ml: 9+0.8; 5 pg/ml: 8.5£1.9; 10 pg/ml:
12.243.1; 25 pg/ml: 44£3.8; 50 pg/ml: 70+7.4; 100 pg/ml: 81.4+6.4; 200 pg/ml: 82.1+4.5°dir.
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AS549 hiicreleri i¢in sitotoksisite degerleri 24 saat i¢in kontrol: 15.72+0.8; 1 pg/ml: 19+1; 2.5
pug/ml: 17.6£1.3; 5 ug/ml: 17.6£1; 10 pg/ml: 19.8+0.7; 25 ng/ml: 34.7+3.1; 50 ug/ml: 54.2+4.3;
100 pg/ml: 51£3; 200 pg/ml: 53.5+£2.9°dur (Sekil 4.2.A).

BEAS-2B hiicreleri iizerinde kriptonin’in hiicre sitotoksisitesi iizerindeki etkileri benzer sekilde
6, 12 ve 24 saat boyunca arastirildi. Sadece 6 saatlik 5 pg/ml kriptonin uygulanmasi sonucu
kontrole goére LDH salimmmi anlamli olarak artarken  (**p<0.01), 10-200 pg/ml
konsantrasyonlardan itibaren LDH saliniminin olduk¢a anlamli bir artis gosterdigi

(***p<0.001) dikkati ¢ekmektedir (Sekil 4.2.B).
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Sekil 4.2: 6, 12 ve 24 saat boyunca kriptonin uygulamasi hiicrelerden salinan LDH enzimini doza bagh
olarak (A) A549 hiicrelerinde ve (B) BEAS-2B hiicrelerinde anlamli bir sekilde arttirmistir (*p<0.05;
**p<0.01; ***p<0.001).

BEAS-2B hiicreleri icin sitotoksisite degerleri 6 saat i¢in kontrol: 8.1+£0.3; 1 pg/ml: 16.6+0.6;
2.5 pg/ml: 17.4+1.5; 5 pg/ml: 17.7+0.6; 10 pg/ml: 41.1+£6.2; 25 pg/ml: 70.5+4.2; 50 pg/ml:
83+4.2; 100 pg/ml: 90.8+1.3; 200 pg/ml: 94.2+3.7°dir. BEAS-2B hiicreleri i¢in sitotoksisite
degerleri 12 saat icin kontrol: 11.2+0.6; 1 ug/ml: 12.2+0.1; 2.5 pg/ml: 12.6£1.5; 5 pg/ml:
1240.7; 10 pg/ml: 44+1.3; 25 pg/ml: 64+4.3; 50 pg/ml: 68+2.9; 100 pg/ml: 68.3+£3.9; 200
ug/ml: 66.3+1°dir. BEAS-2B hiicreleri i¢in sitotoksisite degerleri 24 saat i¢in kontrol: 9.8+0.3;
1 pg/ml: 11+0.2; 2.5 pg/ml: 10.9+0.3; 5 pg/ml: 11+£0.7; 10 pg/ml: 35+£3.4; 25 pg/ml: 57.6+6.1;
50 pg/ml: 58.3+6.7; 100 pg/ml: 56.6+5; 200 pg/ml: 54.5+1.1°dir (Sekil 4.2.B).

4.3. KRIPTONIN’iN A549 HUCRELERININ SiTOLOJiSi UZERINE ETKILERI

Kriptonin ile indiiklenen hiicre 6limii sonucu A549 hiicrelerinin morfolojilerinde meydana
gelen degisiklikler farkli dozlarda 24 saat boyunca peptid uygulamasini takiben hem 1s1k
mikroskobunda hem de floresan mikroskopta hiicrelerin boyanmasini takiben incelenmistir.
Isik mikroskobundaki gozlemlerimize gore, 24 saat peptid uygulamasi A549 hiicre sayisinda
azalmaya yol agmis ve normal hiicre seklinin kayboldugu gézlenmistir (Sekil 4.3.1). Hiicrelerin
nekrotik ya da apoptotik yoldan dliimlerini nukleus sekli ve boyanma 6zelliklerine dayanarak
incelemek igin, hiicreler peptid uygulamasini takiben 100 pg/ml Akridin Oranj ve ardindan 100
png/ml Etidyum Bromdir ile boyand1 ve floresan mikroskopta fotograflandi. A549 hiicrelerinde
biiziilme, kondensasyon ve fragmantasyon gibi nukleus morfolojisindeki degisiklikler veya
nekrotik hiicre 6liimii gibi sitolojik etkiler arastirildi. Artan peptid konsantrasyonuna paralel
olarak canli hiicre (beyaz ok) sayisi azalmis ve nekrotik hiicre (sar1 ok) sayis1 artmistir (Sekil
4.3.2). Bu bulgu hiicrelerden salinan LDH enziminin yine doza bagli olarak artmasi ile

uyumludur.
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Sekil 4.3.1: Kriptonin ile 24 saat boyunca peptid uygulamasi sonrasi hiicrelerin 1s1k mikroskobundaki
goriintiileri. (A) Kontrol grubu, (B)10 pg/ml konsantrasyonda peptid uygulanan hiicreler; (C) 25 pg/ml
konsantrasyonda peptid uygulanan hiicreler; (D) 50 pg/ml konsantrasyonda peptid uygulanan hiicreler;
(E) 100 pg/ml konsantrasyonda peptid uygulanan hiicreler; (F) 200 ug/ml konsantrasyonda peptid
uygulanan hiicreler. mmp : Normal seklini kaybeden hiicreler. Bar: 100 um.
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Akridin oranj Etidyum bromiur

Kontrol

10 pg/ml

25 pg/ml

50 pg/ml

100 pg/ml

Sekil 4.3.2: Kriptonin ile 24 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda uygulanmis ve peptid uygulamasi sonrasi
Akridin Oranj ve Etidyum Bromiir ile hiicreler boyanarak floresan mikroskobunda goriintiilenmistir.
Artan peptid konsantrasyonuna paralel olarak canli hiicre (beyaz ok) sayis1 azalmis ve nekrotik hiicre
(sar1 ok) sayist artmistir. Bar: 100 pm.
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4.4. KRIPTONIN’IN A549 HUCRE iCi REAKTIF OKSIJEN TURLERININ
SEVIYELERI UZERINE ETKILERI

Kriptonin ile indiiklenen hiicre 6liimii sonucu A549 hiicrelerinin hiicre 6liimii ile artabilecek
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) seviyelerini 6l¢gmek i¢in farkli dozlarda 24 saat boyunca peptid
uygulanmis ve ardindan hiicre i¢gi ROS ile pargalanip floresan 1s1ma veren DCDFA
uygulanmustir. Farkli kuyucuklardan elde edilen floresan 1s1ma protein miktarina boliinmiis ve
elde edilen degerler kontrol grubuna gore normalize edilmistir. Kriptonin uygulamasi ROS
seviyelerinde degisiklik olusturmus, ancak bu degisiklik sadece 100 ve 200 pg/ml dozlarinda
anlamli olarak artmistir (*p<0.05) (Sekil 4.4).

24 saat kriptonin uygulamasi sonucunda kontrol grubuna gére normalize edilen hiicre i¢i ROS
degerleri: Kontrol: 100+6.9; 1 pg/ml: 138.3+37.4; 2.5 pg/ml: 122.74+13.3; 5 pg/ml: 106.6+15.6;
10 pg/ml: 108.24+16.2; 25 ng/ml: 117.3+12.4; 50 pg/ml: 127+19.7; 100 pg/ml: 188.7+34.2; 200
ug/ml: 178.2+37.9’dur (Sekil 4.4).

A549

ROS seviyeleri
=k = [1%]
= & =]
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Sekil 4.4: 24 saat boyunca uygulanan kriptonin hiicre i¢i reaktif oksijen tiirleri (ROS) seviyelerini kontrole
gore sadece 100 ve 200 pg/ml dozlarinda anlamli olarak arttirmistir (¥p<<0.05).
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4.5. A549 HUCRELERINDE KRiPTONIN’iN HUCRE OLUMU iLE iLGILI BAZI
PROTEIN SEVIYELERIi UZERINE ETKILERI

Calismada ATGS, Beclinl, LC3B, kaspaz3, Bax, HMGB1 proteinleri Western Blotlama
yontemi ile belirlendi ve kriptonin’in A549 hiicrelerinde apoptotik (kaspaz3 ve Bax) (Sekil
4.5.1A) ve otofajiyle iliskili proteinlerin (ATGS5, Beclinl, LC3B) seviyelerini azalttigi (Sekil
4.5.1A ve B) gozlendi. Apoptotik protein olarak aktif kaspaz-3 seviyeleri 50 ug/ml ve 100
ug/ml kriptonin verilmesi ile anlamli olarak azalmis (p<0.01; p<0.001), proapoptotik bir protein
olan Bax ise sadece 100 pg/ml kriptonin verilmesi ile anlamli olarak azalmistir (p<0.01) (Sekil

45.1A).

Belirlenen aktif kaspaz-3 seviyeleri (AU): Kontrol: 0.20+0.01; 25 pg/ml: 0.14+0.06; 50 pg/ml:
0.11+0.02; 100 pg/ml: 0.04+0.03’tiir. Belirlenen Bax seviyeleri (AU): Kontrol: 0.91%0.09; 25
ug/ml: 0.93+0.06; 50 pg/ml: 0.64+0.23; 100 pg/ml: 0.37+0.09’dur (Sekil 4.5.1A).

Otofaji ile iliskili proteinlerden Atg5 ve LC3 50 pg/ml (p<0.05 ve p<0.01) ve 100 pg/ml
(p<0.001 ve p<0.01) kriptonin verilmesi ile anlamli olarak azalirken, Beklin-1 sadece 100 pg/ml
(p<0.01) kriptonin verilmesi ile anlaml1 olarak azalmistir (Sekil 4.5.1A ve B).

Belirlenen Atg5 seviyeleri (AU): Kontrol: 0.72+0.05; 25 pg/ml: 0.56+0.2; 50 pug/ml: 0.53+0.06;
100 pg/ml: 0.15+0.04’tiir. Belirlenen Beclin-1 seviyeleri (AU): Kontrol: 0.97+0.06; 25 pg/ml:
0.97+0.18; 50 pg/ml: 0.87+0.12; 100 pg/ml: 0.59+0.16’dir (Sekil 4.5.1A). Belirlenen LC3I/11
seviyeleri (AU): Kontrol: 0.87+0.11; 25 ug/ml: 0.64+0.2; 50 ug/ml: 0.55+0.03; 100 pg/ml:
0.46+0.08dir (Sekil 4.5.1B).

Histon olmayan bir DNA baglayic1 protein olup, ROS artisina bagli olarak gerceklesen
programlanmamuis bir hiicre 6liim tipi olan nekroz sonucu hiicre lizatinda belirenen HMGB1,
24 saat 50 ve 100 pg/ml kriptonin uygulanmasi ile anlamli olarak azalmistir (p<0.05) (Sekil
4.5.2A). 24 saat kriptonin uygulanmasi sonrasi hiicrelerden salinan ve kiiltir medyumunda
belirlenen HMGB1 50 ve 100 pg/ml kriptonin uygulanmasi ile anlamli olarak artmistir
(p<0.05) (Sekil 4.5.2B).

Hiicre lizatinda belirlenen HMGBI seviyeleri (AU): Kontrol: 0.10+£0.03; 25 pg/ml: 0.10+0.02;
50 pg/ml: 0.05+0.01; 100 pg/ml: 0.04+0.02°dir (Sekil 4.5.2.A). Ayrica, hiicre kiiltir
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medyumunda belirlenen HMGB1 seviyeleri (AU): Kontrol: 3.9+0.8; 25 pg/ml: 5+1.2; 50
ng/ml: 5.6+0.7; 100 pg/ml: 5.4+1.1°dir (Sekil 4.5.2B).
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Sekil 4.5.1: (A) 24 saat kriptonin uygulamasi sonrasi hiicre lizatinda kaspaz-3, Bax, Atg5 ve Beklin-1 protein
ifadelerindeki degisimler (*p<0.05) (**p<0.01) (***p<0.001). Yiikleme kontrolii olarak B-Aktin
kullanilmistir. (B) 24 saat kriptonin uygulamasi sonrasi hiicre lizatinda LC31/11 protein ifadesindeki
degisimler (**p<0.01). Yiikleme kontrolii olarak B-Aktin kullanilmistir.

A) Kriptonin (ug/ml) B) '%%ml)

XN

B-akti g -- Ponceau§ |
HMGB1 sekresyon
= 0151 - B
g g g
. L
> 3 'é 6+
" 5 0.10- "5
L5 £
§t . B84
2 s g
2.2 0,054 -
2 <2
0 0
2 2
T 000 T o
Kontrol 25 50 100 Kontrol 25 5 100
Kriptonin (ug/mi) Kriptonin (ug/mi)

Sekil 4.5.2: (A) 24 saat kriptonin uygulamasi sonrasi hiicre lizatinda HMGBI1 protein ifadelerindeki degisimler
(*p<0.05). Yiikleme kontrolii olarak B-Aktin kullanilmstir. (B) Kriptonin uygulamasi sonrasi hiicre
kiiltiir medyumunda belirlenen HMGBI1 seviyelerindeki degisimler (*p<0.05). Esit protein yliklemesi
membranlarin Ponceau S boyanmasi ile kontrol edilmistir.



46

4.6. A549 HUCRELERINDE TEK BASINA DOKSORUBISIN’IN VE DUSUK

DOZLARDA DOKSORUBISIN iLE KRIiPTONIN’IN HUCRE CANLILIK TESTI
BULGULARI

24 saat 0.01 uM, 0.1 uM, 0.5 uM, 1 uM, 5 uM, 10 uM ve 100 uM doksorubisin uygulamasi
hiicre canliliginda anlamli bir azalmaya yol agmamustir. 48 saat 5 uM ve 10 uM doksorubisin
uygulamasi hiicre canliligini anlamli bir sekilde azaltmistir (***p<0.001). 72 saat 0.1 uM ve
0.5 uM ve 1 uM doksorubisin uygulamasi hiicre canliliginda hafif bir azalmaya yol acarken,
5 uM, 10 uM ve 100 uM doksorubisin uygulamasi hiicre canlilifin1 belirgin bir sekilde
azaltmistir (**p<0.01;***p<0.001) (Sekil 4.6.A).

Doksorubisin uygulamasinda hiicre canlilik degerleri 24 saat i¢in kontrol: 100+5.4; 0.01 uM:
107.5£6.2; 0.1 uM: 104+7.3; 0.5 uM: 107.8+£2.6; 1 uM: 10544.3; 5 uM: 94.11+9.4; 10uM:
95.31£7.4;.100uM: 104.5+5.5°dir. Hiicre canlilik degerleri 48 saat i¢in kontrol: 100£3.5; 0.01
uM: 97.6+4.7; 0.1 uM: 100.1+4.8; 0.5 uM: 97.8+7.4; 1 uM: 102+5.8; 5 uM: 54.3543.9; 10uM:
62.4+4.3;.100uM: 100.35+5.1°dir. Hiicre canlilik degerleri 72 saat igin kontrol: 100+2.4; 0.01
uM: 96.3+£9.5; 0.1 uM: 87+4.2; 0.5 uM: 74.6+7.1; 1 uM: 77.7£2.8; 5 uM: 5.3%1.1; 10uM:
7.14£3.7;.100uM: 25.2+1.4°diir (Sekil 4.6A).
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Sekil 4.6. (A) Doksorubisin’in A549 hiicrelerinde hiicre canliligi iizerine olan etkileri. 48 saatlik uygulamada
5 uM ve 10 uM doksorubisin uygulamasi (¥***p<0.001), 72 saatlik uygulamada ise 0.1 uM doksorubisin
uygulamasindan itibaren (**p<0.01, ***p<0.001) hiicre canliliginda azalma gézlenmistir. (B) 1 uM
doksorubisin ve 1, 2.5, 5 ve 10 pg/ml kriptonin kombinasyonlari tek basina doksorubisin uygulamasina
gore hiicre canliigini anlamh bir sekilde azaltmistir (*p<0.05; #p<0.01; *#p<0.001). (C) 5 uM
doksorubisin ve 1, 2.5, 5 ve 10 ug/ml kriptonin kombinasyonlar1 uygulandiginda ise sadece 5 pg/ml
kriptonin uygulanan dozda doksorubisine gore anlaml bir azalma gozlenmistir.

48 saat diisiik dozlarda kriptonin ile 1uM doksorubisin’in kombine uygulamasi tek basina
doksorubisin uygulamasina kiyasla hiicre canliliginda daha fazla azalmaya yol agmistir (p<0.05;
p<0.01; p<0.001) (Sekil 4.6.B). Oysa, 48 saat diisiik dozlarda kriptonin ile 5uM doksorubisin
kombine uygulamasi sonucu sinerjistik etki sadece Spg/ml kriptonin ve SuM doksorubisin

kombinasyonu dozda gozlenmistir (p< 0.001) (Sekil 4.6.C).
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1uM doksorubisin ve diisiik dozlarda kriptonin kombine uygulamasinda hiicre canlilik degerleri
48 saat i¢in kontrol: 100+£8.5; 1 uM doksorubisin: 70+9.8; 1 uM doksorubisin+ 1pg/ml
kriptonin: 48.54+3.7; 1 uM doksorubisin+2.5 pg/ml kriptonin: 45.7+7.3; 1 uM doksorubisin+ 5
ug/ml kriptonin: 41.14+2.4; 1 uM doksorubisin+10 pg/ml kriptonin: 53.9+2.8 dir (Sekil 4.6.B).
Oysa, 5uM doksorubisin ve diisiik dozlarda kriptonin kombine uygulamasinda hiicre canlilik
degerleri 48 saat i¢in kontrol: 100+8.4; 5 uM doksorubisin: 13.3+1.6; 5 uM doksorubisin+
lug/ml kriptonin: 12.840.6; 5 uM doksorubisint+ 2.5 pg/ml kriptonin: 12.1+0.9; 5 uM
doksorubisint 5 pg/ml kriptonin: 4.242.9; 5 puM doksorubisin+ 10 pg/ml kriptonin:
14.7+1.6dir (Sekil 4.6.C).

4.7. A549 HUCRELERINDE DUSUK DOZLARDA DOKSORUBISIN ILE
KRIPTONIN’IN BIRLIKTE UYGULAMASININ HUCRE OLUMU iLE ILGILi BAZI
PROTEINLERIN SEVIiYELERI UZERINE ETKIiLERI

A549 hiicrelerinde 48 saat 1 uM doksoribosin uygulanmasi ile aktif kaspaz 3 protein seviyesi
kontrole gore anlamli olarak artmistir (***p<0.001) (Sekil 4.7). A549 hiicrelerinde 1 pM
doksoribosin ile 5 pg/ml Kriptonin uygulamasinin kontrole gore (***p<0.001) ve tek basina 1
uM doksorubisin uygulanmasina gore (###p<0.001) kaspaz-3 seviyesini anlamli olarak
azalmigtir. 5 pM doksoribosin ile 5 pg/ml kriptonin uygulamasinin ise kontrole gore kaspaz-3
seviyesini az anlamli olarak azalttigi gézlenmistir (*p<0.05) (Sekil 4.7).

Belirlenen aktif kaspaz-3 seviyeleri (AU): Kontrol: 0.17+0.01; 1uM doksorubisin: 0.42+0.04;
1uM  doksorubisin+5ug/ml kriptonin: 0.31+0.01; 5uM doksorubisin: 0.14+0.02; 5uM
doksorubisin+5ug/ml kriptonin: 0.11+0.03 diir (Sekil 4.7).

A549 hiicrelerinde 48 saat 1 uM doksoribosin uygulanmasi ile LC3B protein seviyesi azalmigtir
(Sekil 4.7). A549 hiicrelerinde 1 uM doksoribosin ile 5 pg/ml kriptonin uygulamasinin ise tek
basina 1 pM doksorubisin uygulanmasina gére LC3B seviyelerini anlamli olarak artirdigi
(*p<0.05) ve 5 puM doksoribosin ile 5 pg/ml kriptonin uygulamasinin ise kontrole gore
(***p<0.001) ve tek basina 5 puM doksorubisin uygulanmasma goére (¥¥p<0,01) LC3B

seviyelerini anlamli olarak azalttig1 gézlenmistir (Sekil 4.7).
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Belirlenen LC3 seviyeleri (AU): Kontrol: 0.45+0.03; 1uM doksorubisin: 0.39+0.02; 1uM
doksorubisintSug/ml  kriptonin:  0.47+0.04; 5uM  doksorubisin:  0.41+£0.05; 5uM
doksorubisint+5ug/ml kriptonin: 0.3+0.02°dir (Sekil 4.7).

Kriptonin (Spg/ml) - - + - 4 Kriptonin (Spg/ml) - - + - 4
Doksorubisin(um) - 1 1 5 5 Doksorubisin(um) - 1 1 5 5
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£ ~ 041 i ¢
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¥ > ' e 021
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£ 9041 s
< g
0.0- 0.0-
Kriptonin (3 pg/ml) - . t . t Kriptonin (5 pgml) - . t . t
Doksorubisin (uM) - 1 1 d J Doksorubisin (uM) - 1 1 d

Sekil 4.7: (A) 48 saat doksorubisin ve doksorubicintkriptonin uygulamasi sonrasi hiicre lizatinda aktif
kaspaz-3 ifadelerindeki degisimler (*p<0.05) (***p<0.001) kontrole gore; (**p<0.001) 1 uM
doksorubisine gore. Yiikleme kontrolii olarak B-Aktin kullanilmistir. (B) 48 saat doksorubisin ve
doksorubisin+kriptonin uygulamasi sonrast hiicre lizatinda LC31/1I ifadelerindeki degisimler (*p<0.05)
1 uM doksorubisine gore; (***p<0.001) kontrole gore; (Y¥p<0,01) 5 uM doksorubisine gore. Yiikleme
kontrolii olarak B-Aktin kullanilmisgtir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Kansere bagli 6liimiin baslica nedenlerinden biri olan akciger kanseri hem erkeklerde hem de
kadinlarda en sik goriilen ikinci kanser olup, vakalarin %85't KHDAK’dir (Kunda, 2020).
Akciger kanserinin her iki alt tipi (KHDAK ve KHAK) i¢in kemoterapi 6nemli bir segenek
olmasina ragmen basar1 sinirlidir (Swithenbank ve Morgan, 2017). Kemoterapi ve radyoterapi
prognozu belirgin olarak diizeltmis ve sag kalim oranini artirmis olsa da, bu tedaviler insan
viicudu tlizerindeki olumsuz etkileri nedeniyle bireyin yasam kalitesine zarar verir ve bu nedenle
uzun siire uygulanamaz (Swithenbank ve Morgan, 2017; Yang ve dig., 2021). Akciger
kanserinin evrelenmesine bagli olarak, hastalara ameliyattan radyasyona, kemoterapiye ve
hedefe yonelik tedaviye kadar degisen belirli tedaviler uygulanir. Genetik ve biyobelirteg
testlerinin ilerlemesi ile, bireysel olarak hastalar i¢in uygun tedaviyi daha iyi hedeflemek igin
spesifik mutasyonlar tanimlanmigtir. Cerrahi midahele, kemoterapi, radyoterapi ve
immiinoterapi gibi giincel tedavilerin yani sira biyobelirteg testi KHDAK hastalarinda
sagkalimi iyilestirmeye yardimer olur (Zappa ve Mousa, 2016). Akciger kanseri dahil birgok
kanserde hiicre zariyla iligkili proteinlerin varligindan dolay1 kemoterapétik ajanlara karsi ilag
direnci geligebilir. Ayrica kanser tedavisinde karsilasilan bu ilag direnci de tedavideki basarty1
olumsuz yonde etkilemektedir. Bu nedenle, geleneksel kemoterapi ile iliskili toksisiteye ve
diren¢ mekanizmalarina sahip olmayan yeni ila¢ tedavilerinin gelistirilmesi zorunludur

(Swithenbank ve Morgan, 2017).

AMP'ler veya konak savunma peptitleri antiinflamatuvar ve immiinomodiilator aktivitelerinin
yani sira bakteri, maya, mantar ve virlislere karsi dogustan gelen bagisiklik savunmasinda
onemli rol oynayan, prokaryotik ve dkaryotik organizmalar tarafindan iiretilen kiigiik katyonik
veya amfipatik molekiiller olup, antimikrobiyal ya da antikanser aktiviteye sahiptirler (Kang ve
dig., 2017; Swithenbank ve Morgan, 2017; Tornesello ve dig., 2020). Bu nedenle, AMP'ler yeni
terapoOtik ajanlar olarak ilgi toplamaktadir ve antikanser ajan olarak AMP'lere yonelik
aragtirmalar hizla artmaktadir. Ilaca direngli patojenik mikroorganizmalardaki hizli artis
nedeniyle, alternatif antimikrobiyal stratejiler kullanilarak sentetik ve dogal kaynaklardan
AMP'ler gelistirilmistir. Bu konudaki ¢caligmalarda, arastiricilarin AMP'lerin etkili tasarimina,
etki mekanizmasina ve biyolojik evrimindeki evrensel egilimlerine odaklandigi dikkati
cekmektedir (Kang ve dig., 2017). Baz1 AMP’ler kanser hiicrelerini se¢ici olarak 6ldiiren, ancak

saglikli hiicreleri 6ldiirmeyen antikanser ilaglar olarak oldukga ilgi gdrmiistiir. Ayrica, AMP'ler
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minimum toksisite ve minimum ila¢ direnci gosterirler ya da kanser hiicrelerinin sergiledigi
yaygin kemoterapi direng mekanizmalarindan etkilenmezler (Swithenbank ve Morgan, 2017).
Kanser tedavisinde Kkarsilasilan ilag direnci tedaviyi olumsuz etkilediginden, AMP’ler

potansiyel antikanser ilaglar olarak umut vermektedirler.

AMP'lerin akciger kanseri hiicre soyalar1 lizerindeki antikanser etkilerini arastiran ¢aligsmalar
umut verici sonuglar vermistir. Ayrica arastirmalar, akciger kanseri hiicre zarlarinin 6zelligi
olan kapsamli glikozilasyon ve diisiik kolesterol seviyelerinin AMP'lerin kanser hiicresi
zarlarina baglanma afinitesini arttirdigini da gostermistir. Diislik kolesterol seviyeleri nedeniyle
membran akiskanligi ve yogunlagmasi, yogun glikozilasyon nedeniyle artan negatif yiik
icerigina sahip kanser hiicreleri katyonik ve amfipatik AMP’ler ile etkilesime uygun hale gelir.
Akciger salgilarindaki tuz konsantrasyonu, enzimlerin varligi ve mukus AMP'lerin etkinligini
azalttigindan arastirmalar oldukg¢a yavas ilerlemektedir. AMP'lerin KHDAK tedavisi igin
potansiyelini bildiren simnirh sayida ¢ok az calisma vardir. Yeni AMP'lerin arastirilmasi,
akcigerdeki fizyolojik kosullar1 tolere etmek i¢in AMP'lerde bazi kimyasal degisimlerin
yapilmasi ve AMP'lerin akcigerlere verimli bir sekilde iletilmesi i¢in yeni ilag dagitim
sistemlerinin kullanilmasi, AMP'lerin akciger kanserine karsi terapdtik potansiyelini
gergeklestirmeye yardimci olacaktir (Swithenbank ve Morgan, 2017; Kunda, 2020). AMP'lerin
antikanser etkisini ortaya koymak icin daha fazla arastirmaya ihtiya¢c duyulmakla birlikte, bu
yeni AMP'lerin molekiiler etki mekanizmasinin ayrintili bir sekilde ortaya konmasi ile akciger
kanseri tedavisinde potansiyel olarak etkin yeni bir uygulama sunulmasi her zaman
miimkiindiir. Son birkag on yilda, kanser tedavisinde 6nemli gelismeler olmakla birlikte, kanser
ilaglarina kars1 direncin gelismesi ve toksik yan etkilere yol agan aktif olarak béliinen hiicrelerle
ilgili bir 6zgiinliigiin olmamasi bu basarilar1 olumsuz yonde etkilemistir. Bu nedenle, antitiimor
mekanizmalar1 olan alternatif yeni ilaglara ilgi artmaktadir. Ribozomal olarak sentezlenen
katyonik antimikrobiyal peptitler (AMP'ler) veya konak savunma peptitleri (HDP), bakteri
yiizeyindeki negatif yiikli lipidler ile elektrostatik etkilesimlere girerek mikrobiyal hiicre
zarlarin1 bozabilirler ve bakterilere karsi genis spektrumlu bir aktivite gosterirler. Normal
hiicrelere kiyasla kanser hiicrelerinin plazma zarmin dis yiizeyinde artan negatif yiikli
fosfatidilserin kisimlarina segici olarak baglanan bu katyonik amfipatik peptitler hem segici
hem de mevcut direng mekanizmalarma karst direngli olan etkin bir antikanser ajan kaynag:
olabilirler (Deslouches ve Di, 2017). AMP’ler kanser hiicresinin plazma zarmin dis yiizeyinde

aciga cikan negatif yiiklii fosfatidilserin kisimlarina segici olarak baglanarak insan kanser
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hiicrelerinin ~ sitotoksisitesini tetikleyebilirler. LTX-315 gibi bazt AMP'lerin, kanser
hiicrelerinin organellerinde degisikliklere neden olarak tiimor antijenlerinin salinimini ve hasar
ile iligkili gii¢lii molekiiler modelleri indiikledigi gosterilmistir. Yeni antikanser ilaglara olan
bu tibbi ihtiya¢ géz Oniine alindiginda, AMP'ler onkolojide tek basina veya diger kiiciik
molekiiller ile kombinasyon halinde potansiyel olarak etkili olabilecek terapdétik ajanlarin
onemli bir kaynagidirlar. AMP'lerin Ozellikleri arastirilarak ve etki bigimi ortaya konarak,
belirli kanser hiicrelerine kars1 seciciliklerini artirmaya yonelik yeni stratejiler gelistirilmektedir
(Tornesello ve dig., 2020). Bu nedenle katyonik AMP'lerin etki mekanizmalarina
odaklanilarak, kanser tedavisinde farkli AMP uygulamalarinin sonuglart ve molekiiler etki

mekanizmalar1 incelenmektedir.

AMP'ler yeni antibiyotikler olarak biiyiik potansiyel gosterse de, terapotik uygulamalari diisiik
stabiliteleri, toksisiteleri ve yiiksek iretim maliyetleri nedeni ile engellenmektedir. Bu
problemlerin listesinden gelmek icin kullanilan ¢esitli kimyasal modifikasyon stratejileri sinirh
farmakokinetik avantajlari nedeni ile AMP'lerin {iretim maliyetini 6nemli 6l¢tide artirmaktadir.
Bu nedenle, ekonomik olarak fiiretilebilen, gelismis stabiliteye ve hiicre spesifikligine sahip
AMP'ler gelistirilmektedir. Bu tasarlanan peptitlerden GNU6 ve GNU?7, bakteri ve mantarlara
kars1 giiclii antimikrobiyal aktivite gosteren, 150 mM NaCl ve %10 serum varliginda
aktivitelerini siirdiiren ve ayrica eritrositlerin, keratinositlerin ve fibroblastlarin canliligini
etkilemeyen peptitlerdir. Zar gegirgenligi deneyi ve taramali elektron mikroskobu analizi
sonucu, GNU6 ve GNU7'nin mikroorganizmalarda zar biitlinliigiinii ve islevini tehlikeye attig1
gosterildi. Bu calisma, GNU6 ve GNU7'nin AMP'lerin klinik kullanimini engelleyen ciddi
sorunlarin iistesinden gelebilecegini ve yeni antimikrobiyal ajanlar olarak gelistirilebilecegini
disiindiirmektedir (Kim ve dig., 2014). Son yillarda, AMP'lerin enfeksiydz patolojileri
frenledigi, kanser hiicresi proliferasyonunu ve yayilmasini smirlamada etkili olduguna dair
kanitlar birikmistir ve sonuc¢ olarak, insan malignitelerine karsi yeni biyolojik ve
immiinoterap6tik ajan uygulamalarina ilgi gittikce artmaktadir. Timor segiciliklerinin
biyokimyasal temelleri agiklanmakda, giivenlik ve tolere edilebilirlik profillerini dogrulayan
onkolojik endikasyonlarin disindaki son klinik ¢alismalarin sonuglar tartisiimaktadir. Dogal
AMP'lerin ana ve kiiciik siniflar tarafindan sistematik olarak diizenlenen preklinik antitimor
aktiviteler i¢in kanitlar sunulmakta ve klinik uygulamalarin 6niindeki engeller tartisilmakta ve
daha fazla gelisme igin yeni yonergeler ongoriilmektedir (Roudi ve dig., 2017). Antimikrobiyal

peptitler enfeksiyonla miicadelede, inflamasyonda ve otoimmiinitede etkili olmalarina ragmen,
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AMP’lerin kanser biyolojisinde de tanida biyobelirte¢ olarak ve tedavide kemoterapik ajan

olarak kullaniminin 6nemli olabilecegi bir¢ok ¢alisma ile ortaya konmustur.

Akciger tarafindan inhale edilen ¢ok sayida patojene siirekli ve biiyiik 6l¢ekli maruz kalma ile
basa ¢ikmak icin akcigerde hava yolu epitel hiicreleri ve notrofiller tarafindan iiretilen amp'lerin
akcigerde kullanilan 6nemli mekanizmalardan biri oldugu bilinmektedir (Hiemstra ve dig,
2016). Bugiine kadar 2.000'den fazla dogal olarak olusan AMP tanimlanmistir. Akciger
dokularinda ve sekresyonlarinda tespit edilen bu AMP'ler n6trofil a-defensinler/insan notrofil
peptidleri, insan P-defensinler ve katelisidin hCAP18/LL-37'dir (Hiemstra ve dig, 2015).
Akcigerde, sadece daha kiigilk AMP'ler degil, ayn1 zamanda lizozim, laktoferrin, salgi 16kosit
proteinaz inhibitorii, elafin ve RNAZ 7 dahil olmak iizere diger daha biiyiik antimikrobiyal
proteinler de iiretilir (Amatngalim ve dig., 2015). Insan katelisidin hCAP18/LL-37"nin, akciger
dogustan ve adaptif bagisiklik sisteminde proinflamatuvar faktorlerin salinimini diizenlemedeki
rolii nedeniyle biiytik ilgi gérmiistiir. LL-37 peptidi, antitiimor ve antimikrobiyal etkilere sahip
olup, antimikrobiyal peptid LL-37'nin hem in vitro hem de in vivo olarak antitiimér etkiler
gosterebilecegi ortaya konmustur (Gennaro ve Zannetti, 2000). Bu nedenle, LL-37 umut verici
bir antitiimor ilag adayidir. LL-37 antibakteriyel, antitimor, antiparaziter ve antiviral ozellik
gibi farkl rollere sahip fonksiyonel bilesenlere ayrilabilir. LL-37 tiirevli peptitlerin en kisasi
olarak tasarlanan ve sentezlenen bir antimikrobiyal peptit olan 17BIPHE2’in amino asit dizisi
GBKRLVQRLKDBLRNLV'dir (Wang ve dig, 2018). 17BIPHE2'nin mikrobiyal membranlarin
biitiinliiglini bozarak metisiline direngli Staphylococcus aureus'un proliferasyonunu ve
biyofilm olusumunu etkili bir sekilde inhibe edebildigini gdsterilmistir. 17BIPHE2 peptidinin
insan akciger adenokarsinom hiicre soyu A549'a kars1 etkisini aragtirmak i¢in bir dizi deney
yapilmis ve 17BIPHE2'nin bu hiicrelerde apoptozu indiikledigi mekanizmalar belirlenmistir.
17BIPHE2'nin proliferasyon, kemotaksi, invazivlik ve ilgili genlerin ve proteinlerin ekspresyon
seviyelerindeki degisiklikler dahil tiimor biyolojisi lizerindeki etkileri de aragtirilmistir. Daha
diisiik toksisite ve direng, daha yiiksek giivenlik ve verimlilik ile bu peptidin akciger kanseri
icin alternatif bir tedavi olarak kullanilabilecegi ve umut verici yeni bir antikanser ilacinin
gelistirilmesine yardimci olabilecegi ileri siiriilmektedir. 17BIPHE2'nin sitotoksik etkisini
dogrulamak i¢in (0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 ve 40 pmol/l) ve zamana (24 ve 48 saat) bagl
olarak, tedavi edilen A549 hiicrelerinin canliligt MTT analizi kullanilarak degerlendirilmis ve
24 saat boyunca cesitli konsantrasyonlarda 17BIPHE2 ile muamele edildikten sonra, A549
hiicrelerinin canlilig: diismiistiir. 17BIPHE2 ile muamele edilen NCI-H1975 hiicrelerinin
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canlilig1 iizerinde de inhibe edici bir etki gdsterildi. Genel olarak, sonuglar 17BIPHE2'nin A549
hiicre proliferasyonunu inhibe ettigini géstermistir (Yang ve dig., 2021). Son ¢aligmalardan biri
olan bu ¢aligma gibi pekcok ¢alisma AMP’lerin akciger kanseri dahil pek¢ok kanserde etkili

oldugu ve geleneksel kullanilan pek¢ok ilacin yerini alabilecegi diisliniilmektedir.

AMP’ler antimikrobiyal aktiviteye ve kanser hiicreleri lizerinde sitotoksik aktiviteye sahip olan
kiiciik molekiillerdir. AMP’ler kanser hiicresinin plazma zarinin dis yiizeyinde agiga ¢ikan
negatif yiikli fosfatidilserin kisimlarina secici olarak baglanarak insan kanser hiicrelerinin
sitotoksisitesini tetikleyebilirler (Tornesello ve dig., 2020). Antimikrobiyal peptitlerin farkli
kanser hiicre soylar1 {izerinde sitotoksik etki gosterdigine dair ¢ok sayida calisma vardir.
Cecropin A ve B'nin mesane kanseri hiicrelerinin canlilifin1 doza bagli bir sekilde inhibe ettigi
(Suttmann ve dig., 2008), Magainin II peptidi’'nin mesane kanseri hiicrelerinde diisiik bir
sitotoksik etki gosterdigi ve insan fibroblastlari iizerinde higbir etkisinin olmadigi (Lehmann ve
dig., 2006), Kriptonin’in meme kanseri hiicre soylarindan MDA-MB 231, MCF-7’de doza baglh
olarak hiicre canliligini azalttig1 (Sancar Bas, 2013), Temporin-Ra’nin insan akciger epiteliyal
adenokarsinom hiicre hatti, A549 hiicre hattinda doza ve zamana bagli olarak hiicre canliligini
azalttig (Asadi ve dig., 2013), bir AMP analogu olan LL 37'nin, eksozom kapstillii miRNA'lar
yoluyla kolon kanseri hiicre canliligi iizerinde inhibe edici sitotoksik bir etki gosterdigi
(Hayashi ve dig., 2018), Nisin Z'nin malign olmayan keratinositlere kiyasla melanom hiicreleri
i¢in se¢ici olarak konsantrasyona bagl olarak daha toksik oldugunu (Lewies ve dig., 2018),
PFR peptidi varliginda ti¢ tip ldsemi hiicre hattinda (MEL, HL-60 ve K562) hiicre canliliginda
doza bagli bir azalma gozlendigi (Lu ve dig., 2016), 7BIPHE2 muamelesinin A549 ve
NCI-H1975 hicrelerinin canhligi tizerinde inhibe edici bir etki gosterdigi (Yang ve dig., 2021),
Protonectin (IL-12)’nin A549 hiicre hatti lizerinde en yiiksek sitotoksisiteyi gosterdi ve saglikli
akciger hiicreleri tizerinde sitotoksisite etkisinin olmadig1 (Eskandari ve dig., 2021), Dox ile
karsilastirilan CBla'nin in vitro akciger kanserinde tiimor benzeri biiylimelerin 6nlenmesinde
oldukga giiglii bir peptit oldugu (Kao ve dig, 2012) cesitli aragtirmalar sonucunda ortaya
konmustur. Tiim sitotoksisite deneyleri, AMP’lerin kullanilan doza ve siireye bagli olarak hiicre
canliligint azalttigim1 ve hiicreler lizerinde toksik bir etki gosterdigini agik¢a ortaya
koymaktadir. Bizim ¢alismamizda da kriptonin’in hiicre canlilig1 tizerindeki etkisi MTT analizi
ile belirlendi. Sonugclar, %100 canli olarak kabul edilen muamele edilmemis kontrol gruba gore
mukayese edilerek degerlendirildi. A549 hiicrelerine 6, 12 ve 24 saat boyunca uygulanan

kriptonin peptidi kontrol grubuna gore, hiicre canliligini doza baglh olarak disiirmiistiir. 12 ve
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24 saat peptid uygulamasi 50, 100 ve 200 pg/ml dozlarinda hiicre canliligini anlamli olarak
azaltirken, 6 saatlik uygulamada hiicre canliligindaki anlamhi azalma 2.5 pg/ml
konsantrasyondaki dozdan itibaren gdzlenmistir. Calismamizda AS549 hiicrelerine ilk kez
uygulanan kriptonin’in doza bagli olarak hiicre canliligini inhibe ettigi ilk kez ortaya
konmustur. Kriptonin peptiti muamelesi sonrasi yapilan morfolojik degerlendirme de MTT

sonuglarii dogrulamigdir.

Hiicre zar1 hasarinin ve nekrotik hiicre oliimiiniin biyolojik belirteci LDH salinimidir.
Kriptonin'in akciger kanser hiicrelerine kars1 gozlenen sitotoksisitesinin hiicresel membran
hasarinin sonucu olup olmadigini belirlemek i¢cin LDH analizi kullanildi. Diger AMP’ler ile
yapilan calismalarda, Cecropin A ve B'nin her ikisinin de doza bagli bir sekilde biitlin idrar
kesesi kanser hiicrelerinden LDH saliniminda bir artisa neden oldugu ve idrar kesesi kanser
hiicrelerine kars1 secici sitotoksisite gosterdigi (Suttmann ve dig., 2008), Magainin II'nin ii¢
mesane kanseri RT4, 647V ve 486P hiicre hatlarinda LDH saliniminin doza bagh bir sekilde
arttig1 (Lehmann ve dig., 2006), LDH salinimi, akridin oranj / etidyum bromiir ikili boyama
teknigi ve taramal1 elektron mikroskobu sonuglarina gére meme kanseri hiicrelerinde gozlenen
toksisite, hiicre membran biitiinliigliniin peptidler ile bozulmasi sonucu hiicrelerin nekrotik
yolla 6ldiigii (Sancar Bas, 2013), antimikrobiyal peptit A-hBD-2’nin, hBD-2'ye kiyasla daha
diisiik sitotoksisiteye, daha gii¢lii yapisal stabiliteye ve daha yiiksek antimikrobiyal aktiviteye
sahip oldugu (Mi ve dig., 2018), nisin Z’e maruz kalan melanoma hiicrelerinin zar hasarin
gosteren LDH saliniminda belirgin bir artis gosterdigi ve tiim temel sitotoksisite deneylerinin
nisin Z'nin malign olmayan keratinositlere kiyasla melanom hiicreleri i¢in segici olarak daha
toksik oldugu (Lewies ve dig., 2018), PFR peptitinin (LF11-322) hem in vitro hem de in vivo
16semi modellerinde antitlimor aktivitesi oldugu ve 16semi hiicrelerinde doza ve siireye bagh
olarak hiicre i¢i LDH salintmini artirarak nekroz indiiksiyonuna yol actig1 (Lu ve dig., 2016),
antikanser peptit olan CBla'nin, akciger kanseri hiicreleri NCI-H460 ve NCI-H520'ye karst
yiiksek toksisiteye sahip oldugu ve normal akciger hiicreleri olan MRC-5'e gore oldukea secici
oldugu (Kao ve dig., 2012), Magainin analoglari, MSI-238’in MSI-136’dan daha giiglii ¢ok
sayida tiimor hiicre hattina karsi in vitro giiglii bir sitotoksisite gosterdigi ve her iki analogun
da ana bilesik, Magainin2’den daha sitotoksik oldugu (Baker ve dig., 1993) tespit edilmistir.
Kriptonin ile gdzlemledigimiz hiicre 6liimiinde peptidin hiicre membrani ile etkilesmesi sonucu
hiicre 6liimiiniin nekrotik yolla gerceklesip gerceklesmedigini anlayabilmek igin peptid ile

muamele sonrasi hasar goren hiicrelerden kiiltiir medyumuna gecen laktat dehidrogenaz (LDH)
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enziminin aktivitesi Ol¢iilmiistiir. Farkli dozlarda 24 saat boyunca peptide maruz kalan
hiicrelerde kontrol grubuna gore, doza bagl olarak hiicrelerden salinan LDH enzim miktarinin
Olgiilen aktivite ile paralel olarak artig gosterdigi tespit edilmistir (p<0.05; p<0.0001). LDH
aktivitesindeki bu artis 1 pg/ml dozda az anlamli (p<0.05) iken, 25 pg/ml dozdan itibaren ileri
diizeyde bir anlamlilik p<0.0001 oldugu gézlenmistir. Hiicre i¢ci LDH saliniminin artmasi,
kriptonin peptidi ile zar gegirgenliginde artis oldugunun ve hiicre zarinin bozulmasi ya da

parcalanmasi ile direkt kanser hiicresinde lizisin meydana geldiginin 6nemli bir gostergesidir.

Kanser hiiceleri yiiksek hiicre i¢i reaktif oksijen tiirleri (ROS) seviyelerine yol agabilir (Lewies
ve dig., 2018). Diisiik ROS seviyeleri apoptoza yol agabilirken, yiiksek ROS seviyeleri siklikla
nekroz veya kaspazdan bagimsiz apoptoz yollariyla iliskilidir (Fiers ve dig., 1999). Bir AMP
olan Niasin Z hem diisiik hem de yiiksek konsantrasyonlarda melanom hiicrelerinde ROS
tiretiminde dnemli bir artisa sebep olarak apoptozu indiiklemistir (Lewies ve dig., 2018). Kanser
hiicrelerinin yliksek enerji talebi nedeniyle, hiicre i¢i reaktif oksijen tiirlerini (ROS) arttirirken,
glikoliz ve/veya ATP tiikenmesine yol agan mitokondriyal solunumu hedefleyebilen ve
bozabilen antikanser ajanlar ozellikle ilgi ¢ekicidir. Bu bilesikler sadece potansiyel olarak
alternatif kemoterapdtik ajanlar olarak hizmet etmekle kalmaz, aym1 zamanda kanser
hiicrelerinde kemoterapi direncinin {istesinden gelmek ve muhtemelen geleneksel
kemoterap6tik ajanlarla baglantili toksisiteyi azaltmak icin geleneksel tedavilerle birlikte
kombinasyon halinde kullanilabilir (Indran ve dig., 2011). AMP olarak magainin ROS
iretimini ve insan promyelositik 16semi (HL-60) hiicre hattinda degistirilmis mitokondriyal
fonksiyonla iligkili apoptozu indiikledigi bilinmektedir (Cruz-Chamorro ve dig., 2006). 10, 20
ve 30 dakika boyunca 25 ve 35 pmol/l 17BIPHE2 ile muameleden sonra A549 hiicrelerindeki
hiicre i¢i kalsiyum aktivitesi ve ROS seviyelerinin zamana ve doza bagh bir sekilde 6nemli
Olclide arttig1 ve apoptozun bu artis ile iliskili oldugu (Yang ve dig., 2021), yine A549
hiicrelerinde doza ve zamana bagli olarak protonektin (IL-12)’in ROS seviyelerini artirdigi
(Eskandari ve dig., 2021) bilinmektedir. Calismamizda 24 saat boyunca farkli dozlarda
uygulanan kriptonin ile indiiklenen hiicre 6liimii sonucu A549 hiicrelerinde hiicre oliimii ile
artabilecek reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) seviyeleri 6l¢giilmiis ve hiicre ici ROS seviyelerini
kontrole gore sadece 100 ve 200 pg/ml dozlarinda anlamli olarak arttig1 ve bu artisin hiicre

oliimiindeki artis ile iliskili oldugu tespit edilmistir.
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Antikanser ila¢ olarak peptit gelisiminde hiicresel 6liim mekanizmasini anlamak onemlidir
(Kao ve dig., 2012). Antimikrobiyal etki gibi, sitotoksisite de bir¢ok mekanizma tarafindan
tiretilebilir. Hiicrelerin toksik konsantrasyonlarda AMP ile muamele edilmesi sonucu
sitoplazmik hiicre igeriginin sizmasiyla sonug¢lanan membran biitiinliigiiniin bozulmasi ve hiicre
lizisi ile sonuglanan nekroz adi verilen bir hiicre 6liimiine neden olabilir. Alternatif olarak
bilesik, hiicrelerin aktif olarak boéliinmesini ve dolayisiyla biiyiimeyi durdurdugu apoptoz olarak
adlandirilan genetik olarak programlanmis hiicre 6liimiinii de baslatabilir (Laverty and Gilmore,
2014). ROS hiicrelerde siirekli olarak iiretilen, temizlenen ve apoptozun olusumunda 6nemli
rol oynayan hiicresel metabolizmanin bir iirliniidiir (Dong ve dig., 2020). Oksidatif stres sonucu
hiicrenin sitoplazmasinda Ca*? seviyesinin artmasi ile mitokondri matriksinde de asir1 Ca*?
birikimi gozlenir. Bu durumda hiicre i¢cinde ROS seviyesi daha da artar, bu da hiicre ici
kalsiyum depolarindan Ca*? salintmini uyarir ve hiicre i¢i Ca*? birikimi olusur (Hong ve dig.,
2020). Taramali elektron mikroskobu ile Cecropin B’nin 486P mesane tiimor hiicrelerinin hiicre
zarinda 6nemli derecede bozulmaya neden oldugu, oysa Cecropin B ile muamele edilen ZF07
hiicrelerinde zar hasar1 olmayan etkilenmemis bir hiicre morfolojisinin gézlendigi (Suttmann
ve dig., 2008), magainin ile tedavi edilen mesane tiimor hiicrelerinde yine SEM ile gézenek
olusumu sonucu muhtemelen hiicre zarinin pargalandigi, oysa magainin II ile inkiibe edilen
normal fibroblastlarin hiicre zarimin zarar goérmedigi (Lehmann ve dig., 2006), A549
hiicrelerinin 50 lg/mL Temporin-Ra'ya maruz birakilmadan 24 saat 6nce ve sonra mikroskobik
incelemelerinde muamele edilen kiiltiir hiicrelerinde kayda deger bir sitotoksik etki
gozlenmemistir (Asadi ve dig., 2013). PFR peptit tedavisinden 72 saat sonraki morfolojik
degerlendirmede PFR peptidi ile muameleden 72 saat sonra MEL ve HL-60 hiicrelerinde hiicre
Olimiiniin indiiklendigine isaret eden 6nemli miktarda hiicresel kalint1 oldugu (Lu ve dig.,
2016) dikkati cekmektedir. Biitiin bu ¢alismalara benzer sekilde, calismamizda farkli dozlarda
A549 hiicrelerine 24 saat boyunca kriptonin uygulamasimi takiben indiiklenen hiicre Sliimii
sonucu A549 hiicrelerinin morfolojilerinde meydana gelen degisiklikler 151k mikroskobu ve
floresan mikroskop 1ile hiicre boyanmasini takiben incelenmistir. Isik mikroskobu
gozlemlerimize gore, 24 saat peptid uygulamasi sonucu A549 hiicre sayisinin azaldigi, aksine
¢ogu hiicrenin nukleusunun ve hiicrenin kendinin sistigi ve normal hiicre seklinin kayboldugu
gozlenmistir. Ayrica, hiicrelerin nekrotik ya da apoptotik yoldan 6liimlerini nukleus sekli ve
boyanma 6zelliklerine dayanarak incelemek i¢in, hiicreler peptid uygulamasini takiben 10 uM

Akridin Oranj ve ardindan 10 pg/ml etidyum bromiir ile boyand: ve floresan mikroskopta
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incelenmesi sonucu, artan peptid konsantrasyonuna paralel olarak canli hiicre sayisinin azaldigi
ve nekrotik hiicre sayisinin arttig1 bulgusu hiicrelerden salinan LDH enziminin yine doza bagl

olarak artmasi ile de desteklenmistir.

Calismada ATGS, Beclinl, LC3B, kaspaz3, Bax, HMGBI1 proteinleri western blotlama
yontemi ile belirlendi ve kriptonin’in A549 hiicrelerinde apoptotik (kaspaz3 ve Bax) ve
otofajiyle iligkili proteinlerin (ATGS, Beclinl, LC3B) seviyelerini azalttigi gozlendi.
Kriptonin’in doz ve siireye bagli olarak hiicre canliligin azalttig1, hiicreler iizerinde sitotoksik
etki gosterdigi, LDH salinimi ve hiicre nukleuslarinin etidyum bromiir ile morfolojik olarak
boyanmasi ile de hiicreleri nekrotik yolla 6ldiirdiigli gésterilmisdir. Apoptotik protein olarak
aktif kaspaz-3, 50 pg/ml ve 100 pg/ml kriptonin verilmesi ile anlamli olarak azalmus,
proapoptotik bir protein olan Bax ise sadece 100 pg/ml kriptonin verilmesi ile anlamli olarak
azalmistir. Bu bulgu kripton’in A549 hiicrelerinde apoptozu uyarmadigini yani apoptozun
AS549 hiicrelerinin sitotoksitesi iizerine katkida bulunmadigini gosterir. Ayrica, apoptoz
indiiksiyonunun olmamasi, proapoptotik protein Bax’in azalmasiyla da desteklendi. Otofaji ile
iligkili proteinlerden Atg5 ve LC3 50 pg/ml ve 100 pg/ml kriptonin verilmesi ile anlamli olarak
azalirken, Beclin-1 sadece 100 pg/ml kriptonin verilmesi ile anlamli olarak azalmigtir. ROS
gibi stres kosullar1 altinda sitozole gegen yiiksek mobilite grubu protein 1 (HMGBI1) ise 50
pg/ml ve 100 pg/ml kriptonin verilmesi ile az anlamli olarak azalmistir. Bu ¢alismada A549
hiicrelerinde kriptonin’in 50 pg/ml ve 100 pg/ml yiiksek dozlarinin uygulanmasi ile canl
hiicrelere gore hiicrelerin belirgin bir sekilde nekroz ile 6ldiigii dikkati ¢ekmistir. Daha once
yapilan bir calismamizda da, kriptonin’in meme kanseri hiicrelerinde MCF-7 ve MDA-MB 231
hiicrelerinde doza bagli olarak etidyum bromiir boyali nekrotik hiicre nukleus sayisin1 doza
bagli olarak artirdigi goézlenmistir. Bu her iki meme kanseri hiicre soyunda yapilan
calismamizda da nekroz olusumunun doza bagl olarak artan LDH salinimu ile iligkili oldugu
bulunmustur (Sancar Bas, 2013). Nekroz indiikleyici ile muamele edilen nekrotik kanser
hiicrelerinden salinan HMGB1'in kolon kanser hiicrelerinin yeniden biiyiimesini ve metastazini
arttirdig1 bilinmektedir (Luo ve dig., 2013). HMGBI, histon olmayan bir DNA baglayici
protein olup, ROS artisina bagl olarak gerg¢eklesen programlanmamis bir hiicre 6liim tipi olan
nekroz sonucu hiicreler tarafindan salinmistir. HMGBI1 artis1 da nekrotik hiicrelerden salinan

LDH artis1 ile uyumlu olup, gerceklesen hiicre 6liim tipinin nekroz oldugunu desteklemektedir.
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Bu calismada doksorubusin ile olasi sinerjistik etkiler de aragtirilmistir. Tiim diisiik dozlarda
kriptonin ile 1uM doksorubisin’in kombine uygulamasi hiicre canliligini tek basina
doksorubisin uygulamasina gore daha fazla anlamli olarak azaltirken, diisiik dozlarda kriptonin
ile 5SuM doksorubisin kombine uygulamasi sonucunda sinerjistik etki sadece Spg/ml kriptonin
ve SuM doksorubisin kombinasyonu uygulanan dozda gozlenmistir. Diger bir deyisle diistik
dozlarda kriptonin ve SuM doksorubisin kombine uygulamasi, diisiik dozlarda kriptonin ve
1uM doksorubisin kombine uygulamasina gore hiicre canliligini ¢ok daha belirgin olarak
azaltmis olup, belirgin sinerjistik antikanserojen etki gostermistir. Benzer sekilde, doksorubisin
ve HPRP-A1/HPRP-A2 gibi a-helikal peptitlerin kombinasyonel uygulamasi ile farkli kanser
hiicre hatlarina kars1 in vitro aktivitesi arastirllmis ve sinerjistik antikanser aktivite ortaya
konmustur (Zhao ve dig., 2014). AMP’lerin ¢esitli antikanser ilaglarla kombine halde
uygulanmasi ile antikanser aktivite tizerinde belirgin bir sinerjik antikanser etkinin olusmasi,
coklu ila¢ diren¢ mekanizmalarinin ortaya konmasi ve saglikli dokular ya da organlar iizerinde
yan etkilerin az olmasindan dolayr 6nemlidir (Zhu ve dig., 2019). Doksorubisin’in diisiik
konsantrasyonlarda kriptonin ile birlikte uygulanmasi, tek basina doksorubisin
uygulanmasindan ¢ok daha etkili oldugundan, bu kombine tedavinin 6nemli klinik potansiyele

sahip oldugunu gostermektedir.

Calismamizda doksorubisin ve kriptonin’in birlikte uygulanmasi ile elde edilen kaspaz-3 ve
LC3B bulgular1 kontrol ve doksorubisin grubu ile ayri ayri karsilastirilarak western blotlama
yontemi ile belirlendi. 1 pM doksorubisin uygulamasi ile artan aktif kaspaz-3 seviyelerinin,
ayn1 doz doksorubisin ve 5 pg/ml kriptonin ile birlikte uygulanmasi durumunda anlamli olarak
azaldigi gozlenmistir. 5 pM doksorubisin uygulamasi ile aktif kaspaz-3 seviyelerinde bir
degisiklik gozlenmemistir. Diger taraftan kriptoninin birlikte uygulanmasi durumunda bu
proteninin seviyelerinin sadece kontrol grubuna goére azaldigi gézlenmistir. A549 hiicrelerinde
LC3B seviyeleri 1 uM doksoribosin uygulamasi ile degismemistir. Diger taraftan 1 pM
doksoribosin  ve 5 pg/ml kriptoninin birlikte uygulamasi ile doksorubisinin tek basina
uygulanmasina kiyasla anlamli olarak azalmigtir. 5 uM doksorubisin uygulamasi ile LC3B
seviyelerinde bir degisiklik gozlenmemistir. Diger taraftan 5 pg/ml Kriptonin birlikte
uygulanmasi durumunda bu proteinin seviyelerinin kontrol grubuna gore de anlamli olarak
azaldig1 gozlenmistir. Farkli kanser ilaglarinin ya da olas1 kanser ajanlarinin birlikte kullanimi
ile farkli etki mekanizmalarimi birlestirmek terapétik etkinliginin artirilmasinda nemli bir

stratejidir (Al-Lazikani ve dig., 2012). PC3 ve DU145 prostat kanseri hiicrelerinde doksorubisin
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ve doksataksel kombinasyonunun toksisiteyi azalttigi ve ilag sinerjisinin her zaman hiicre
oliimii ile iliskili olmadig1 da ortaya konmustur (Tsakalozou ve dig., 2012). Doksarubisin ve
gamitrinib kombine tedavisi ise kardiyotoksik yan etkileri agirlastirmadan sinerjistik olarak
gelismis kansere 0zgili toksisiteden bahsetmektedir (Park ve dig., 2014). CRC hiicrelerinde
doksorubisin ve oksimetrin kombinasyonun tek basina uygulamadan ¢ok daha {istiin sinerjistik
etki gostererek doksorubisinin inhibitor aktivitesini sinerjistik olarak artirdigi belirtilmektedir
(Pan ve dig., 2021). Calismamizda tek basina 24 saat kriptonin uygulamasinda apoptoz ve
otofaji ile ilgili hiicre 6liim proteinleri azalirken nekroz artmisti. Diisiik dozlarda doksorubisin
ile kriptonin’in birlikte uygulamasina ait apoptoz ile iliskili kaspaz-3 azalirken otofajiyle iliskili
LC3B proteinin doza bagli olarak arttigi, oysa 5 uM doksoribosin ve 5 pg/ml kriptoninin
birlikte uygulamasi ile yiliksek dozda azaldigi gézlenmistir. Bu durumda tek basina kriptonin
uygulamasinda hiicre 6liim tipi olarak nekroz baskin iken, doksorubisin ile kriptonin kombine
uygulamasinda otofajinin diisitk doz doksorubisin ile kriptonin uygulamasinda goézlenmis
olmasi, istenen terapdtik etkinin elde edilmesi icin kombinasyon halinde diisiik dozlarin
kullanilmasiyla ilag sinerjizmi sonucu oOne ¢ikaran bulgular olup, bu ikili uygulamanin
sinerjistik antikanser aktivite bakimindan potansiyel bir hedef olabilecegini ve 6nemli bir klinik

potansiyele sahip olabilecegini diisiindiirmektedir.

SONUC

KHDAK tedavisi i¢in AMP’lerin potansiyelini bildiren ¢ok az sayida ¢alisma vardir. Bu
calismada, A549 akciger kanser hiicrelerinde antikanser aktivitesi ilk kez arastirilan
Kriptonin’in doz ve siireye bagli olarak A549 hiicrelerinde kontrol gruba gére hiicre canliligini
azalttigi, hiicreler {izerinde sitotoksik bir etki gosterdigi, LDH salinimi ve hiicre nukleuslarinin
morfolojik boyanmasi ile hiicrelerin nekrotik yol ile 61diigii, oysa apoptoz ve otofaji ile iligkili
proteinlerin seviyelerini de azalttig1 ve bu peptit ile ilgili in vitro ve in vivo ilave deneyler
yapilarak bu peptidin etkilerinin daha da detaylandirilabilecegi sonucuna varilmistir. AMP'lerin
akciger kanseri hiicre soylar1 tizerindeki antikanser etkilerini aragtiran umut verici ¢alismalar
dikkate alindiginda, kriptonin’in tek basina ve diger kiiciik molekiil veya antikanser ajanlarla
kombine olarak antikanser etkileri daha detayli olarak arastirilarak sinerjistik antikanserojen

molekiiler etki mekanizmasina daha ayrintili olarak odaklanilarak yeni stratejiler gelistirilebilir.



61

KAYNAKLAR

Aisenbrey, C., Marquette, A., & Bechinger, B. (2019). The mechanisms of action of cationic
antimicrobial peptides refined by novel concepts from biophysical
investigations. Antimicrobial Peptides, 33-64.

Alberg, A. J., Brock, M. V., Ford, J. G., Samet, J. M., & Spivack, S. D. (2013). Epidemiology of lung
cancer: Diagnosis and management of lung cancer: American College of Chest Physicians
evidence-based clinical practice guidelines. Chest, 143(5), e1S-e29S.

Al-Lazikani, B., Banerji, U. & Workman, P. (2012) Combinatorial drug therapy for cancer in the
post-genomic era. Nature Biotech. 30, 679-692.

Amaravadi, R. K., & Thompson, C. B. (2007). The roles of therapy-induced autophagy and necrosis
in cancer treatment. Clinical Cancer Research, 13(24), 7271-7279.

Amatngalim, G. D., van Wijck, Y., de Mooij-Eijk, Y., Verhoosel, R. M., Harder, J., Lekkerkerker,
A. N., ... & Hiemstra, P. S. (2015). Basal cells contribute to innate immunity of the airway
epithelium through production of the antimicrobial protein RNase 7. The Journal of
Immunology, 194(7), 3340-3350.

Asadi, F., Asoodeh, A., Kashef, R., Housaindokht, M. R., Haghparast, A., & Chamani, J. (2013). The
effect of antimicrobial peptide Temporin-Ra on cell viability and gene expression of pro-
inflammatory factors in A549 cell line. International Journal of Peptide Research and
Therapeutics, 19(4), 373-380.

Bahar, A. A., & Ren, D. (2013). Antimicrobial peptides. Pharmaceuticals, 6(12), 1543-1575.

Baker, M. A., Maloy, W. L., Zasloff, M., & Jacob, L. S. (1993). Anticancer efficacy of Magainin2
and analogue peptides. Cancer Research, 53(13), 3052-3057.

Barta, J. A., Powell, C. A., & Wisnivesky, J. P. (2019). Global epidemiology of lung cancer. Annals
of Global Health, 85(1).

Bray, F., Ferlay, J., Soerjomataram, 1., Siegel, R. L., Torre, L. A., & Jemal, A. (2018). Global cancer
statistics 2018: GLOBOCAN estimates of incidence and mortality worldwide for 36 cancers in
185 countries. CA: A Cancer Journal for Clinicians, 68(6), 394-424.

Bredesen, D. E., Rao, R. V. & Mehlen, P. (2006). Cell death in the nervous
system. Nature, 443(7113), 796-802.

Bursch, W., Ellinger, A., Gerner, C. H., Frohwein, U., & Schulte- Hermann, R. (2000). Programmed
cell death (PCD): apoptosis, autophagic PCD, or others?. Annals of the New York Academy of
Sciences, 926(1), 1-12.

Chen, C. H., & Lu, T. K. (2020). Development and challenges of antimicrobial peptides for
therapeutic applications. Antibiotics, 9(1), 24.

Chen, J., Wu, L., Zhang, J., Zhang, L., Gong, D., Zhao, Y., ... & Yu, H. (2020). Deep learning-based
model for detecting 2019 novel coronavirus pneumonia on high-resolution computed
tomography. Scientific Reports, 10(1), 1-11.

Chen, L., Zeng, Y., & Zhou, S. F. (2018). Role of apoptosis in cancer resistance to
chemotherapy. Current Understanding of Apoptosis-Programmed Cell Death, 125-133.



62

Cotter, T. G. (2009). Apoptosis and cancer: the genesis of a research field. Nature Reviews
Cancer, 9(7), 501-507.

Cruz-Chamorro, L., Puertollano, M. A., Puertollano, E., de Cienfuegos, G. A., & de Pablo, M. A.
(2006). In vitro biological activities of magainin alone or in combination with
nisin. Peptides, 27(6), 1201-12009.

da Silva, F. P., & Machado, M. C. C. (2012). Antimicrobial peptides: clinical relevance and
therapeutic implications. Peptides, 36(2), 308-314.

Debieuvre, D., Oster, J. P., Riou, R., Berruchon, J., Levy, A., Mathieu, J. P., ... & Grivaux, M. (2016).
The new face of non-small-cell lung cancer in men: Results of two French prospective
epidemiological studies conducted 10 years apart. Lung Cancer, 91, 1-6.

Degterev, A., Huang, Z., Boyce, M., Li, Y., Jagtap, P., Mizushima, N., ... & Yuan, J. (2005). Chemical
inhibitor of nonapoptotic cell death with therapeutic potential for ischemic brain injury. Nature
Chemical Biology, 1(2), 112-119.

Deslouches, B., & Di, Y. P. (2017). Antimicrobial peptides with selective antitumor mechanisms:
prospect for anticancer applications. Oncotarget, 8(28), 46635.

Dong, Y., Yang, Y., Wei, Y., Gao, Y., Jiang, W., Wang, G., & Wang, D. (2020). Facile synthetic
nano-curcumin encapsulated Bio-fabricated nanoparticles induces ROS-mediated apoptosis
and migration blocking of human lung cancer cells. Process Biochemistry, 95, 91-98.

Epand, R. M., & Epand, R. F. (2011). Bacterial membrane lipids in the action of antimicrobial
agents. Journal of Peptide Science, 17(5), 298-305.

Eskandari, R., Asoodeh, A., & Behnam-Rassouli, F. (2021). The Therapeutic Effects of an
Antimicrobial Peptide Protonectin (IL-12) on A549 Cancer Cell Line. International Journal of
Peptide Research and Therapeutics, 27(1), 679-688.

Falanga, A., Nigro, E., De Biasi, M. G., Daniele, A., Morelli, G., Galdiero, S., & Scudiero, O. (2017).
Cyclic peptides as novel therapeutic microbicides: engineering of human defensin
mimetics. Molecules, 22(7), 1217.

Ferlay, J., Colombet, M., Soerjomataram, 1., Parkin, D. M., Pifieros, M., Znaor, A., & Bray, F. (2021).
Cancer statistics for the year 2020: An overview. International Journal of Cancer.

Ferlay, J., Soerjomataram, |., Dikshit, R., Eser, S., Mathers, C., Rebelo, M., ... & Bray, F. (2015).
Cancer incidence and mortality worldwide: sources, methods and major patterns in
GLOBOCAN 2012. International Journal of Cancer, 136(5), E359-E386.

Fiers, W., Beyaert, R., Declercq, W., & Vandenabeele, P. (1999). More than one way to die:
apoptosis, necrosis and reactive oxygen damage. Oncogene, 18(54), 7719-7730.

Fitzmaurice, C., Dicker, D., Pain, A., Hamavid, H., Moradi-Lakeh, M., Macintyre, M. F., ... & Global
Burden of Disease Cancer Collaboration. (2015). The global burden of cancer 2013. JAMA
Oncology, 1(4), 505-527.

Fotakis, G., & Timbrell, J. A. (2006). In vitro cytotoxicity assays: comparison of LDH, neutral red,
MTT and protein assay in hepatoma cell lines following exposure to cadmium
chloride. Toxicology Letters, 160(2), 171-177.

Galluzzi, L., Maiuri, M. C., Vitale, 1., Zischka, H., Castedo, M., Zitvogel, L., & Kroemer, G. (2007).
Cell death modalities: classification and pathophysiological implications. Cell Death and
Differentiation, 14(7), 1237.



63

Gaspar, D., Veiga, A. S., & Castanho, M. A. (2013). From antimicrobial to anticancer peptides. A
review. Frontiers in Microbiology, 4, 294.

Gennaro, R., & Zanetti, M. (2000). Structural features and biological activities of the cathelicidin-
derived antimicrobial peptides. Peptide Science, 55(1), 31-49.

Graf, M., & Wilson, D. N. (2019). Intracellular antimicrobial peptides targeting the protein synthesis
machinery. Antimicrobial Peptides, 73-89.

Guntupalli, K., Dean, N., Morris, P. E., Bandi, V., Margolis, B., Rivers, E., ... & TLF LF-0801
Investigator Group. (2013). A phase 2 randomized, double-blind, placebo—controlled study of
the safety and efficacy of talactoferrin in patients with severe sepsis. Critical Care
Medicine, 41(3), 706-716.

Halazonetis, T. D., Gorgoulis, V. G., & Bartek, J. (2008). An oncogene-induced DNA damage model
for cancer development. Science, 319(5868), 1352-1355.

Hassan, M., Watari, H., AbuAlmaaty, A., Ohba, Y., & Sakuragi, N. (2014). Apoptosis and molecular
targeting therapy in cancer. BioMed Research International, 23.

Hayashi, M., Kuroda, K., lhara, K., lwaya, T., & Isogai, E. (2018). Suppressive effect of an analog
of the antimicrobial peptide of LL-37 on colon cancer cells via exosome-encapsulated
miRNAs. International Journal of Molecular Medicine, 42(6), 3009-3016.

Herbst, R. S., Morgensztern, D., & Boshoff, C. (2018). The biology and management of non-small
cell lung cancer. Nature, 553(7689), 446-454.

Hiemstra, P. S., Amatngalim, G. D., van der Does, A. M., & Taube, C. (2016). Antimicrobial peptides
and innate lung defenses: role in infectious and noninfectious lung diseases and therapeutic
applications. Chest, 149(2), 545-551.

Hiemstra, P. S., McCray, P. B., & Bals, R. (2015). The innate immune function of airway epithelial
cells in inflammatory lung disease. European Respiratory Journal, 45(4), 1150-1162.

Hong, Y., Sun, Y., Rong, X., Li, D., Lu, Y., & Ji, Y. (2020). Exosomes from adipose-derived stem
cells attenuate UVB-induced apoptosis, ROS, and the Ca2+ level in HLEC cells. Experimental
Cell Research, 396(2), 112321.

Hoskin, D. W., & Ramamoorthy, A. (2008). Studies on anticancer activities of antimicrobial
peptides. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Biomembranes, 1778(2), 357-375.

Howlader, N., Forjaz, G., Mooradian, M. J., Meza, R., Kong, C. Y., Cronin, K. A, ... & Feuer, E. J.
(2020). The effect of advances in lung-cancer treatment on population mortality. New England
Journal of Medicine, 383(7), 640-649.

Huerta-Cantillo, J., & Navarro-Garcia, F. (2016). Properties and design of antimicrobial peptides as
potential tools against pathogens and malignant cells. Investigacion en Discapacidad, 5(2), 96-
115.

Indran, I. R., Tufo, G., Pervaiz, S., & Brenner, C. (2011). Recent advances in apoptosis, mitochondria
and drug resistance in cancer cells. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-
Bioenergetics, 1807(6), 735-745.

Izadpanah, A., & Gallo, R. L. (2005). Antimicrobial peptides. Journal of the American Academy of
Dermatology, 52(3), 381-390.



64

Jan, R. (2019). Understanding apoptosis and apoptotic pathways targeted cancer
therapeutics. Advanced Pharmaceutical Bulletin, 9(2), 205.

Jemal, A., Bray, F., Center, M. M., Ferlay, J., Ward, E., & Forman, D. (2011). Global cancer
statistics. CA: A Cancer Journal for Clinicians, 61(2), 69-90.

Jenssen, H., Hamill, P., & Hancock, R. E. (2006). Peptide antimicrobial agents. Clinical
Microbiology Reviews, 19(3), 491-511.

Jones, P. A., & Baylin, S. B. (2007). The epigenomics of cancer. Cell, 128(4), 683-692.

Kang, D. W., Adams, J. B., Gregory, A. C., Borody, T., Chittick, L., Fasano, A., ... & Krajmalnik-
Brown, R. (2017). Microbiota transfer therapy alters gut ecosystem and improves
gastrointestinal and autism symptoms: an open-label study. Microbiome, 5(1), 1-16.

Kao, F. S., Pan, Y. R., Hsu, R. Q., & Chen, H. M. (2012). Efficacy verification and microscopic
observations of an anticancer peptide, CBla, on single lung cancer cell. Biochimica et
Biophysica Acta (BBA)-Biomembranes, 1818(12), 2927-2935.

Kerr, J. F., Wyllie, A. H., & Currie, A. R. (1972). Apoptosis: a basic biological phenomenon with
wideranging implications in tissue kinetics. British Journal of Cancer, 26(4), 239-257.

Kim, E. H., Wong, S. W., & Martinez, J. (2019). Programmed necrosis and disease: we interrupt your
regular programming to bring you necroinflammation. Cell Death & Differentiation, 26(1), 25-
40.

Kim, H., Jang, J. H., Kim, S. C., & Cho, J. H. (2014). De novo generation of short antimicrobial
peptides with enhanced stability and cell specificity. Journal of Antimicrobial
Chemotherapy, 69(1), 121-132.

Kim, J. Y., Park, S. C., Hwang, I., Cheong, H., Nah, J. W., Hahm, K. S., & Park, Y. (2009). Protease
inhibitors from plants with antimicrobial activity. International Journal of Molecular
sciences, 10(6), 2860-2872.

Koczulla, A. R., & Bals, R. (2003). Antimicrobial peptides. Drugs, 63(4), 389-406.

Krysko, O., Aaes, T. L., Kagan, V. E., D'Herde, K., Bachert, C., Leybaert, L., & Krysko, D. V. (2017).
Necroptotic cell death in anti- cancer therapy. Immunological Reviews, 280(1), 207-219.

Kunda, N. K. (2020). Antimicrobial peptides as novel therapeutics for non-small cell lung
cancer. Drug Discovery Today, 25(1), 238-247.

Kung, C. P., Budina, A., Balaburski, G., Bergenstock, M. K., & Murphy, M. (2011). Autophagy in
tumor suppression and cancer therapy. Critical Reviews™ in Eukaryotic Gene
Expression, 21(1).

Laverty, G., & Gilmore, B. (2014). Cationic antimicrobial peptide cytotoxicity. SOJ Microbiol Infect
Dis, 2(1), 1-8.

LeBlanc, A. C. (2003). Natural cellular inhibitors of caspases. Progress in Neuro-
Psychopharmacology and Biological Psychiatry, 27(2), 215-229.

Lee, B. Y., & Jeong, Y. J. (1997). Insect pests of trees and shrubs in Korea, Seoul, 692.



65

Lee, W. H., Loo, C. Y., Ghadiri, M., Leong, C. R., Young, P. M., & Traini, D. (2018). The potential
to treat lung cancer via inhalation of repurposed drugs. Advanced drug delivery reviews, 133,
107-130.

Lehmann, J., Retz, M., Sidhu, S. S., Suttmann, H., Sell, M., Paulsen, F., ... & Stockle, M. (2006).
Antitumor activity of the antimicrobial peptide magainin Il against bladder cancer cell
lines. European Urology, 50(1), 141-147.

Lewies, A., Wentzel, J. F., Miller, H. C., & Du Plessis, L. H. (2018). The antimicrobial peptide
nisin Z induces selective toxicity and apoptotic cell death in cultured melanoma
cells. Biochimie, 144, 28-40.

Lewis, D. R., Check, D. P., Caporaso, N. E., Travis, W. D., & Devesa, S. S. (2014). US lung cancer
trends by histologic type. Cancer, 120(18), 2883-2892.

Li, J., Koh, J. J., Liu, S., Lakshminarayanan, R., Verma, C. S., & Beuerman, R. W. (2017). Membrane
active antimicrobial peptides: translating mechanistic insights to design. Frontiers in
Neuroscience, 11, 73.

Lindenboim, L., Zohar, H., Worman, H. J., & Stein, R. (2020). The nuclear envelope: Target and
mediator of the apoptotic process. Cell Death Discovery, 6(1), 1-11.

Liu, G., Pei, F., Yang, F., Li, L., Amin, A. D., Liu, S., ... & Cho, W. C. (2017). Role of autophagy
and apoptosis in non-small-cell lung cancer. International Journal of Molecular
Sciences, 18(2), 367.

Lu, H. P.,, & Chao, C. C. (2012). Cancer cells acquire resistance to anticancer drugs: an
update. Biomed J, 35(6), 464-472.

Lu, Y., Zhang, T. F., Shi, Y., Zhou, H. W., Chen, Q., Wei, B. Y., ... & Fu, C. Y. (2016). PFR peptide,
one of the antimicrobial peptides identified from the derivatives of lactoferrin, induces necrosis
in leukemia cells. Scientific Reports, 6(1), 1-12.

Luo, Y., Chihara, Y., Fujimoto, K., Sasahira, T., Kuwada, M., Fujiwara, R., ... & Kuniyasu, H. (2013).
High mobility group box 1 released from necrotic cells enhances regrowth and metastasis of
cancer cells that have survived chemotherapy. European Journal of Cancer, 49(3), 741-751.

Mandhair, H. K., Arambasic, M., Novak, U., & Radpour, R. (2020). Molecular modulation of
autophagy: New venture to target resistant cancer stem cells. World Journal of Stem
Cells, 12(5), 303.

Meza, R., Meernik, C., Jeon, J., & Cote, M. L. (2015). Lung cancer incidence trends by gender, race
and histology in the United States, 1973-2010. PloS One, 10(3), e0121323.

Mi, B., Liu, J., Liu, Y., Hu, L., Liu, Y., Panayi, A. C., ... & Liu, G. (2018). The designer antimicrobial
peptide A-hBD-2 facilitates skin wound healing by stimulating keratinocyte migration and
proliferation. Cellular Physiology and Biochemistry, 51(2), 647-663.

Mihajlovic, M., & Lazaridis, T. (2010). Antimicrobial peptides in toroidal and cylindrical
pores. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Biomembranes, 1798(8), 1485-1493.



66

Mittler, R. (2017). ROS are good. Trends in plant science, 22(1), 11-19.

Molina, J. R., Yang, P., Cassivi, S. D., Schild, S. E., & Adjei, A. A. (2008, May). Non-small cell lung
cancer: epidemiology, risk factors, treatment, and survivorship. In Mayo Clinic
Proceedings (Vol. 83, No. 5, pp. 584-594). Elsevier.

Mowils, D. S., Campbell, J., & Beebe, L. A. (2015). Race and gender disparities in lung cancer
incidence rates, 2001-2010. The Journal of the Oklahoma State Medical Association, 108(11),
482.

Negrini, S., Gorgoulis, V. G., & Halazonetis, T. D. (2010). Genomic instability—an evolving
hallmark of cancer. Nature Reviews Molecular Cell Biology, 11(3), 220-228.

Neuman, M. G., Katz, G. G., Malkiewicz, I. M., Mathurin, P., Tsukamoto, H., Adachi, M., ... &
Casey, C. A. (2002). Alcoholic liver injury and apoptosis-synopsis of the symposium held at
ESBRA 2001: 8th Congress of the European Society for Biomedical Research on Alcoholism,
Paris, September 16, 2001. Alcohol, 28(2), 117-128.

Nikoletopoulou, V., Markaki, M., Palikaras, K., & Tavernarakis, N. (2013). Crosstalk between
apoptosis, necrosis and autophagy. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Molecular Cell
Research, 1833(12), 3448-34509.

Nussbaumer, S., Bonnabry, P., Veuthey, J. L., & Fleury-Souverain, S. (2011). Analysis of anticancer
drugs: a review. Talanta, 85(5), 2265-2289.

Ohsaki, Y., Gazdar, A. F., Chen, H. C., & Johnson, B. E. (1992). Antitumor activity of magainin
analogues against human lung cancer cell lines. Cancer Research, 52(13), 3534-3538.

Onoi, K., Chihara, Y., Uchino, J., Shimamoto, T., Morimoto, Y., lwasaku, M., ... & Takayama, K.
(2020). Immune checkpoint inhibitors for lung cancer treatment: A review. Journal of Clinical
Medicine, 9(5), 1362.

Pan, D., Zhang, W., Zhang, N., Xu, Y., Chen, Y. Peng, J., Chen, Y., Zhang, Y. & Shen, X. (2021).
Oxymatrine Synergistically Enhances Doxorubicin Anticancer Effects in Colorectal Cancer.
Front. Pharmacol. 12, 1-14.

Park HY. 2004. Prescription and efficacy of medicinal insect.Daejeon: Korea-China Bioscience and
Biotechnology Co-operation Center. p 204-213.

Park, D. S., Leem, J. Y., Suh, E. Y., Hur, J. H., Oh, H. W., & Park, H. Y. (2007). Isolation and
functional analysis of a 24- residue linear a- helical antimicrobial peptide from Korean
blackish cicada, Cryptotympana dubia (Homoptera). Archives of Insect Biochemistry and
Physiology: Published in Collaboration with the Entomological Society of America, 66(4), 204-
213.

Park, H. K., Lee, J. E., Lim, J., Jo, D. E., Park, S. A., Suh, P. G., & Kang, B. H. (2014). Combination
treatment with doxorubicin and gamitrinib synergistically augments anticancer activity through
enhanced activation of Bim. BMC Cancer, 14(1), 1-9.

Park, Y. K., & Hahm, K. S. (2005). Antimicrobial peptides (AMPs): peptide structure and mode of
action. BMB Reports, 38(5), 507-516.

Peters, S., Stahel, R., Bubendorf, L., Bonomi, P., Villegas, A., Kowalski, D. M., ... & Stinchcombe,
T. E. (2019). Trastuzumab emtansine (T-DM1) in patients with previously treated HER2-
overexpressing metastatic non-small cell lung cancer: efficacy, safety, and
biomarkers. Clinical Cancer Research, 25(1), 64-72.



67

Pilleron, S., Sarfati, D., Janssen- Heijnen, M., Vignat, J., Ferlay, J., Bray, F., & Soerjomataram, I.
(2019). Global cancer incidence in older adults, 2012 and 2035: a population- based
study. International journal of cancer, 144(1), 49-58.

Roudi, R., Syn, N. L., & Roudbary, M. (2017). Antimicrobial peptides as biologic and
immunotherapeutic agents against cancer: a comprehensive overview. Frontiers in
Immunology, 8, 1320.

Ruiz-Ceja, K. A., & Chirino, Y. I. (2017). Current FDA-approved treatments for non-small cell lung
cancer and potential biomarkers for its detection. Biomedicine & Pharmacotherapy, 90, 24-37.

Sancar-Bas, S., Gezginci-Oktayoglu, S., & Bolkent, S. (2013). 4-Methylcatechol suppresses liver
injury through blocking ROS production in the liver of hyperglycemic rats: SWO04. S16-52. The
Febs Journal, 280(1).

Santana-Codina, N., Mancias, J. D., & Kimmelman, A. C. (2017). The role of autophagy in cancer,
19-39.

Schwartz, A. G., & Cote, M. L. (2016). Epidemiology of lung cancer. Lung Cancer and Personalized
Medicine, 21-41.

Serin, E. K., Ozdemir, A., & Savas, M. (2018). Cancer risk factors and prevention in
Turkey. International Journal of Health Services Research and Policy, 3(3), 143-150.

Seyfried, T. N., & Huysentruyt, L. C. (2013). On the origin of cancer metastasis. Critical Reviews™
in Oncogenesis, 18(1-2).

Siegel, R. L., Miller, K. D., & Jemal, A. (2015). Cancer statistics, 2015. CA: A Cancer Journal for
Clinicians, 65(1), 5-29.

Sousa, C. M., Biancur, D. E., Wang, X., Halbrook, C. J., Sherman, M. H., Zhang, L., ... &
Kimmelman, A. C. (2016). Pancreatic stellate cells support tumour metabolism through
autophagic alanine secretion. Nature, 536(7617), 479-483.

Sritharan, S., & Sivalingam, N. (2021). A comprehensive review on time-tested anticancer drug
doxorubicin. Life Sciences, 119527.

Stockert, J. C., Blazquez-Castro, A., Canete, M., Horobin, R. W., & Villanueva, A. (2012). MTT
assay for cell viability: Intracellular localization of the formazan product is in lipid
droplets. Acta Histochemica, 114(8), 785-796.

Su, H. Y., Waldron, R. T., Gong, R., Ramanujan, V. K., Pandol, S. J., & Lugea, A. (2016). The
unfolded protein response plays a predominant homeostatic role in response to mitochondrial
stress in pancreatic stellate cells. PLoS One, 11(2), e0148999.

Su, Y., Waring, A. J., Ruchala, P., & Hong, M. (2011). Structures of B-hairpin antimicrobial protegrin
peptides in lipopolysaccharide membranes: mechanism of gram selectivity obtained from solid-
state nuclear magnetic resonance. Biochemistry, 50(12), 2072-2083.

Sun, S., Schiller, J. H., & Gazdar, A. F. (2007). Lung cancer in never smokers—a different
disease. Nature Reviews Cancer, 7(10), 778-790.

Sun, Y., & Peng, Z. L. (2009). Programmed cell death and cancer. Postgraduate Medical
Journal, 85(1001), 134-140.



68

Sung, H., Ferlay, J., Siegel, R. L., Laversanne, M., Soerjomataram, I., Jemal, A., & Bray, F. (2021).
Global cancer statistics 2020: GLOBOCAN estimates of incidence and mortality worldwide for
36 cancers in 185 countries. CA: A Cancer Journal for Clinicians, 71(3), 209-249.

Suttmann, H., Retz, M., Paulsen, F., Harder, J., Zwergel, U., Kamradt, J., ... & Lehmann, J. (2008).
Antimicrobial peptides of the Cecropin-family show potent antitumor activity against bladder
cancer cells. BMC Urology, 8(1), 1-7.

Swithenbank, L., & Morgan, C. (2017). The role of antimicrobial peptides in lung cancer therapy. J
Antimicrob Agents, 3(134), 2472-1212.

Thurston, D. E., & Pysz, I. (2021). Chemistry and Pharmacology of Anticancer Drugs. CRC press,
618.

Tornesello, A. L., Borrelli, A., Buonaguro, L., Buonaguro, F. M., & Tornesello, M. L. (2020).
Antimicrobial peptides as anticancer agents: Functional properties and biological
activities. Molecules, 25(12), 2850.

Torre, L. A., Bray, F., Siegel, R. L., Ferlay, J., Lortet- Tieulent, J., & Jemal, A. (2015). Global cancer
statistics, 2012. CA: A Cancer Journal for Clinicians, 65(2), 87-108.

Trump, B. E., Berezesky, I. K., Chang, S. H., & Phelps, P. C. (1997). The pathways of cell death:
oncosis, apoptosis, and necrosis. Toxicologic Pathology, 25(1), 82-88.

Tsakalozou, E., Allison, Eckman, A.M. & Younsoo, B. (2012). Combination Effects of Docetaxel
and Doxorubicin in Hormone-Refractory Prostate Cancer Cells. Biochem. Res. Int. (7), 1-10.

Van Meerloo, J., Kaspers, G. J., & Cloos, J. (2011). Cell sensitivity assays: the MTT assay. In Cancer
Cell Culture. Humana Press, 237-245.

Vercammen, D., Brouckaert, G., Denecker, G., Van de Craen, M., Declercq, W., Fiers, W., &
Vandenabeele, P. (1998). Dual signaling of the Fas receptor: initiation of both apoptotic and
necrotic cell death pathways. The Journal of Experimental Medicine, 188(5), 919-930.

Wakharde, A.A., Awad, A.H., Bhagat. A. & Karuppayil, S.M. (2018). Synergistic Activation of
Doxorubicin against Cancer: A Review. Am J Clin Microbiol Antimicrob, 1(2), 1-6,

Wang, X., Mishra, B., Lushnikova, T., Narayana, J. L., & Wang, G. (2018). Amino acid composition
determines peptide activity spectrum and hot- spot- based design of merecidin. Advanced
Biosystems, 2(5), 1700259.

Woijtala, A., Bonora, M., Malinska, D., Pinton, P., Duszynski, J., & Wieckowski, M. R. (2014).
Methods to monitor ROS production by fluorescence microscopy and fluorometry. Methods in
Enzymology, 542, 243-262.

Xu, M. Z., Lee, W. S, Han, J. M., Oh, H. W., Park, D. S,, Tian, G. R,, ... & Park, H. Y. (2006).
Antioxidant and anti-inflammatory activities of N-acetyldopamine dimers from Periostracum
Cicadae. Bioorganic & Medicinal Chemistry, 14(23), 7826-7834.

Yan, Y., Chen, X., Wang, X., Zhao, Z., Hu, W., Zeng, S., ... & Xu, Z. (2019). The effects and the
mechanisms of autophagy on the cancer-associated fibroblasts in cancer. Journal of
Experimental & Clinical Cancer Research, 38(1), 1-12.

Yang, T., Li, J., Jia, Q., Zhan, S., Zhang, Q., Wang, Y., & Wang, X. (2021). Antimicrobial peptide
17BIPHE?2 inhibits the proliferation of lung cancer cells in vitro and in vivo by regulating the
ERK signaling pathway. Oncology Letters, 22(1), 1-15.



69

Youlden, D. R., Cramb, S. M., & Baade, P. D. (2008). The International Epidemiology of Lung
Cancer: geographical distribution and secular trends. Journal of Thoracic Oncology, 3(8), 819-
831.

Yu, M., Feuer, E. J.,, Cronin, K. A., & Caporaso, N. E. (2014). Use of multiple imputation to correct
for bias in lung cancer incidence trends by histologic subtype. Cancer Epidemiology and
Prevention Biomarkers, 23(8), 1546-1558.

Zandsalimi, F., Talaei, S., Noormohammad Ahari, M., Aghamiri, S., Raee, P., Roshanzamiri, S., ...
& Zohrab Zadeh, Z. (2020). Antimicrobial peptides: a promising strategy for lung cancer drug
discovery?. Expert Opinion on Drug Discovery, 15(11), 1343-1354.

Zappa, C., & Mousa, S. A. (2016). Non-small cell lung cancer: current treatment and future
advances. Translational Lung Cancer Research, 5(3), 288.

Zasloff, M. (2002). Antimicrobial peptides of multicellular organisms. nature, 415(6870), 389-395.

Zee-Cheng, R. K., & Cheng, C. C. (1989). Delivery of anticancer drugs. Methods and Findings in
Experimental and Clinical Pharmacology, 11(7-8), 439-5209.

Zeng, Z., Bo, H., Gong, Z., Lian, Y., Li, X,, Li, X,, ... & Xiong, W. (2016). AFAP1-AS1, a long
noncoding RNA upregulated in lung cancer and promotes invasion and metastasis. Tumor
Biology, 37(1), 729-737.

Zhao, N., Woodle, M. C., & Mixson, A. J. (2018). Advances in delivery systems for
doxorubicin. Journal of Nanomedicine & Nanotechnology, 9(5).

Zhao, X., Wu, H., Lu, H., Li, G., & Huang, Q. (2013). LAMP: a database linking antimicrobial
peptides. PloS one, 8(6), e66557.

Zhu, N., Zhang, D., Wang, W., Li, X,, Yang, B., Song, J., ... & Tan, W. (2020). A novel coronavirus
from patients with pneumonia in China, 2019. New England journal of medicine, 382.



70

OZGECMIS
Kisisel Bilgiler
Ad1 Soyadi Ayan Huseynnzade
Dogum Yeri
Dogum Tarihi
Uyrugu OT.C. M Diger:
E-Posta Adresi
Web Adresi
Egitim Bilgileri
Lisans
Universite Bakii Devlet Univesitesi
Fakiilte Biyoloji
Bolimii Biyolji 6gretmenligi
Mezuniyet Y1ili 30.06.2018
Yiiksek Lisans
Universite Istanbul Universitesi
Enstitii Ad1 Fen Bilimleri Enstitiisti
Anabilim Dali Biyoloji
Programi Molekiiler Biyoloji
Doktora
Universite Istanbul Universitesi
Enstitii Ad1 Fen Bilimleri Enstitiisti
Anabilim Dal1 Anabilim Dal1 Ad1
Programi Program Adi
Makale ve Bildiriler
Huseynzade A., Sancar S., Bolkent S. The antiproliferative and cytotoxic effect of
kryptonin on the A549 cell line. 4. International Eurasian Conference on Biological
and Chemical Sciences-EurasianBioChem 2021, 24-26 November.




