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Antikanser peptidler (ACP), molekiiler hedefli kanser ilag kesif ve geligsim siireci i¢in 6nemli bir strateji olarak
gorilmektedir. ACP’ler kullanilarak normal hiicrelere toksik etkileri azaltilmis yeni terapotik ilaglarin
tasarlanabilecegi ongoriilmektedir. Timor hiicreleri apoptoz faktorii (TCApF), 84 aminoasit uzunlugunda peptid
yapisina sahip yeni bir hormondur. Bu hormon iizerine yapilan az sayidaki aragtirma TCApF nin potansiyel bir
ACP olabilecegini bildirmektedir. Bu ¢alismanin amaci, insan meme (MCF-7) ve prostat kanseri (PC-3) hiicre
hatlar1 tizerine TCApF’nin muhtemel sitotoksik ve genotoksik etkilerini belirlemektir. Caligmada insan meme ve
prostat kanser hiicre hatlar1 izerine TCApF’nin 1, 10 ve 100 ve 1000 ng/ml’lik konsantrasyonlari ile referans ilag
(5-Fluorourasil) 24 ve 48 saat siireyle uygulandi. Uygulamayi takiben TCApF’nin hiicre canliliklar iizerine
etkileri MTT yontemiyle, DNA hasarina etkisi ise tek hiicre jel elektroforezi yontemi (Comet Assay) ile
belirlendi. Sonug olarak uygulanan 1000 ng/ml’lik dozun her iki hiicre hattinda da hiicre canlilifini azalttigini ve
disiik seviyede DNA hasarina neden oldugunu tespit ettik. Bu sonuglar TCApF’nin potansiyel bir ACP
olabilecegini ancak diisiik dozlarda etki sergilemedigini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Antikanser peptid, Genotoksisite, Meme kanseri, Prostat kanseri, TCApF

ABSTRACT

Anticancer peptides (ACP) are thought as an important strategy for molecular targeted cancer drug discovery and
development process. It is predicted that new therapeutic drugs with reduced toxic effects to normal cells can be
designed by using ACPs. Tumor cells apoptosis factor (TCApF) is a new peptide structured hormone with a
length of 84 amino acids. Few studies on this hormone report that TCApF may be a potential ACP. The aim of
this study is to determine the possible cytotoxic and genotoxic effects of TCApF on human breast (MCF-7) and
prostate cancer (PC-3) cell lines. In the present study, concentrations of 1, 10 and 100 and 1000 ng/ml of
TCApF, as well as a reference drug (5- fluorouracil), were applied on human breast and prostate cancer cell lines
for 24 and 48 hours. Following the application, the effects of TCApF on cell viability were determined by MTT
method, and the effect on DNA damage was determined by single cell gel electrophoresis method (Comet
Assay). As the result, we determined that the applied dose of 1000 ng/ml reduces cell viability in both cell lines
and causes low level of DNA damage. These results show that TCApF may be a potential ACP, but it does not
exhibit effect at low doses.
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GIRIS

Kanser bir doku veya organdaki hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde c¢ogalmasi ve
sonrasinda genellikle diger doku veya organlara metastazi ile karakterize olan biiyiik bir
saglik problemidir. Bu hastalik siireci DNA hasari, mutasyonlar, hormonlar ve bagisiklik
sistemine bagli kosullar gibi i¢ faktorlerden kaynaklanabilecegi gibi ultraviyole ve iyonize
radyasyon, asbest, sigara dumani, viriis, bakteri ve parazitler gibi dis faktorler ile de
tetiklenebilir (Jackson ve Loeb, 2001). Degisen hiicre metabolizmasi kanserin ayirt edici
ozelligidir (Hanahan ve Weinberg, 2011). Kanser hiicreleri, koken aldiklart normal
dokularikine benzer metabolik aglar kullanir. Ornegin hiicresel metabolizma, olumsuz
ortamlarda ¢ogalmayi ve hayatta kalmay1 kolaylastirmak i¢in degistirilir (Jang, Kim ve Lee,
2013). Bir kanser biyobelirteci, viicutta kanserin varligin1 gosteren bir madde veya siirece
karsilik gelir; malignitenin kendisi tarafindan salinan bir molekiil veya viicudun kanser
varhigma spesifik bir yaniti olabilir (Wagner ve Srivastava, 2012). Endojen metabolitler,
cesitli hastaliklar i¢in biyobelirteclerin tanimlanmasi ve hastalik ilerlemesinin izlenmesi i¢in
degerli bir aragtir (Wang, Kaczor-Urbanowicz ve Wong, 2017).

Antikanser peptidler (ACP) genellikle antimikrobiyal peptidlerden (AMP'ler) tiiretilen
(Tyagi, Kapoor, Kumar, Chaudhary, Gautam ve Raghava, 2013) ve g¢ogunlukla 50
aminoasitten daha kisa yapili katyonik molekiillerdir (Hayashi, Ducancel ve Konno, 2012).
ACP'ler dogada katyonik ve hidrofobiktir. Bu nedenle kanser hiicrelerine kars1 gii¢lii toksik
aktiviteler gosterirler (Hilchie, Sharon, Haney, Hoskin, Bally, Franco, Corcoran ve Hancock,
2016). Ayrica ACP'ler katyonik yapili olduklarindan, kanserli hiicrelerin anyonik hiicre zari
yapilari ile etkilesime girebilir ve daha sonra segici olarak kanser hiicrelerini ldiirebilirler (Li
ve Wang, 2016). ACP’ler diger proteinlere veya antikorlara gore Onemli avantajlara
sahiptirler. Genel olarak bu avantajlar boyutlarinin kii¢iik olmasi ve hiicre zarlarina niifuz
etme kabiliyetlerinin olmasidir. Ayrica yiiksek aktivite, 6zgiilliikk ve afiniteye sahiptirler ve
bunlarin diger ilaglarla etkilesimleri olduk¢a diisiiktiir (Marqus, Pirogova ve Piva, 2017a).
ACP’lerin bir tedavi aract olarak kullanilmasinin ek bir yarar1 da, viicutta kolaylikla
metabolize olmalar1 ve Ozellikle karaciger veya bobrekler gibi hayati fonksiyonlara sahip
organlarda birikmeyerek toksik etki sergilememeleridir (Domingo-Calap ve Delgado-
Martinez, 2018). Buna ilave olarak ACP’ler hizl1 bir sekilde sentezlenebilir, kolayca modifiye
edilebilir (Boohaker, Lee, Vishnubhotla, Perez ve Khaled, 2012) ve rekombinant
antikorlardan veya proteinlerden daha az immiinojeniktirler (McGregor, 2008). Biitiin bunlar

ACP’lerin kanser tedavisinde kullanimini kolaylastirici bir etken olarak degerlendirilebilir.
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Aragtirmacilar ACP’leri, anti-kanser ajanlarin gelistirilmesi i¢in yeni ve umut verici bir
molekiil grubu olarak gormektedir (Blanco-Miguez vd., 2016; Cicero, Fogacci ve Colletti,
2017).

Timor hiicreleri apoptoz faktorii (TCApF), timus, kolon ve beynin frontal lobunda
ekpresyonu gosterilen 84 aminoasitlik peptid yapili yeni bir hormondur. Bu hormon ve
tiirevleri (kisa formlar1) iizerine yapilan az sayidaki c¢alisma, s6z konusu peptidin T1/ST2
(Interlokin 1 reseptdr ailesinin bir iiyesi) reseptdrii iizerinden hiicreye etki gdsterdigini
bildirmektedir (Ohana, Sandler, Kass, Stemmer ve Devary, 2017; Sandler vd., 2010). Mevcut
literatiirler T1/ST2 reseptdr grubunun basta kanser, inflamatuar hastaliklar, travma, sepsis,
kardiyovaskiiler hastaliklar ve idiopatik pulmoner fibroz olmak {izere ¢esitli hastaliklarda
onemli roller iistlendigini bildirmektedir (Meisel vd., 2001; Tominaga, 1989; Xu vd., 1998).

Kanser, tiirii ne olursa olsun sonug¢ olarak yiiksek insidansi ve mortalitesi nedeniyle
diinya ¢apinda biiyiik bir sosyoekonomik sorun olarak giincelligini korumaktadir. Bu hastalik
grubunun olusturdugu potansiyel tehdidin engellenmesi adina teshis ve tedavideki yeni
yaklagimlara ihtiya¢ vardir. Yeni ila¢ modellerinin gelistirilmesi ve s6z konusu hastalik
grubuna olan etkilerinin belirlenmesini amaglayan bir¢ok c¢alisma heniiz problemi tam olarak
¢ozemese de, umut vaat eden sonuglarin sayisi higte yadirganacak diizeyde degildir. Ancak en
biiyiik engel kanserli hiicrelere etki eden ilaclarin saglikli hiicreler lizerine gosterdigi olumsuz
etkilerdir. Bu nedenle biyouyumlulugu ytiksek yeni terapdotiklerin kesfi gelecege daha umutla
bakmamiza neden olacaktir. Bu ¢alisma genomumuz tarafindan sentez edilen TCApF’nin
potansiyel sitotoksik ve genotoksik etkilerini insan prostat ve meme kanseri hiicre hatlarinda

belirlemeyi amaglamaktadir.
GEREC VE YONTEM

TCApF Konsantrasyonunun Hazirlanmasi

Test bilesigi TCApF yiiksek saflikta olarak temin edildi (Phoenix Pharma. Inc. Cat. No:
044-55). Bilesigin 1, 10, 100 ve 1000 ng/ml konsantrasyonlar1 (Sandler vd., 2010) ve referans
ilacin (5-Fluorourasil) 10 uM konsantrasyonu hiicre besleme medyumu igerisinde hazirlandi.

Caligma siiresince hazirlanan peptid ve referans madde 4°C’de muhafaza edildi.
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Sitotoksisite Analizleri

Hiicrelerin Cogaltilmasi

Peptidin antikanser etkinliginin belirlenmesi amaciyla insan meme (MCF-7) ve insan
prostat (PC-3) kanseri hiicre hatlar1 Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu (ATCC)’den temin
edilip c¢alismada kullanildi. PC-3 hiicreleri RPMI-1640 medyumla, MCF-7 hiicreleri ise
DMEM medyumla beslendi. Hiicreler haftada iki defa beslenerek deneysel siire¢ boyunca
hiicre flasklar1 %5 CO3’li ortamda 37°C sicaklikta (Thermo Forma IT CO, Inkiibator, ABD)
inkiibe edildi.

TCApF ile Hiicrelerin Muamelesi

TCApF’nin 1, 10, 100 ve 1000 ng/ml konsantrasyonlar1 ile ve referans kanser ilact 5-
Fluorourasil’in 10 uM dozu hiicrelerin ekimi yapilan kuyucuklara eklendi. Sonrasinda
plakalar 24 ve 48 saat siireyle %5 CO’li inkiibatorde 37°C sicaklikta inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda uygulanan bilesiklerin ve referans ilaglarm hiicre canliligma olan

muhtemel etkileri MTT yontemi ile belirlendi.

MTT yontemi

TCApF uygulamasi sonrast hiicrelerdeki canlilik diizeylerinin analizi i¢in 0,5 mg/ml
konsantrasyonda MTT c¢ozeltisi hazirlandi. Uygulama sonras: her bir kuyucuga 50 uL MTT
¢ozeltisi ilave edilerek 3 saat siiresince COy’li inkiibatérde inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonrasinda kuyucuklar icindeki soliisyon gekilerek tizerlerine 100 pL DMSO ilave edildi.
Kuyucuklardaki hiicrelerin optik densisiteleri ELISA plaka okuyucuda (Thermo
MultiskanGo, ABD) 570 nm dalga boyunda okutuldu (Mosmann, 1983). Kontrol
kuyucuklarindan elde edilen absorbans degerlerinin ortalamasi alinip bu deger %100 hiicre
canlilig olarak degerlendirildi. Referans ilag ve TCApF uygulanan kuyucuklardan elde edilen
absorbans degerleri, kontrol absorbans degerine oranlanarak yiizde canlilik degerleri
hesapland1 (Koran, Tekin, Caliskan, Tekin, Sandal ve Gorgiilii, 2017; Tekin, Erden, Sandal ve
Yilmaz, 2015). Deneyler birbirinden bagimsiz olarak farkli giinlerde en az 10 kez tekrarlandi.

Comet Analizi

DNA hasar analizi alkali Comet analizi gergeklestirilerek belirlendi (Singh, McCoy,
Tice ve Schneider, 1988). Oncelikle 6 kuyucuklu plakalara ekimi gergeklestirilen MCF-7
hiicreleri kapsantinin 500 ve 1000 uM dozlar1 ile 24 saat muamele edildi. Sonrasinda iki defa

fosfat tamponu ile yikanan hiicreler toplanip sayildi. Yaklagik 10.000 hiicre/10 pL
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siispansiyon %1°lik 80 puL low melting agaroz (LMA) ile karistirildi. Hiicre+tLMA karisimi
%1 normal meltin agaroz kapli lamlara aktarildi. Uzeri lamel ile kapatilarak preparatlar
hazirlandi. Lamlar lizis soliisyonunda (2.5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, %1 Triton-
X ve %10 DMSO, pH: 10) 1 saat siireyle 4°C’de muamele edildi. Lizis sonrasi lamlar yatay
elektroforez tankina ayni1 yonde yerlestirilip 25 V’da (maksimum 300mA) 20 dk elektroforez
gerceklestirildi. Son olarak lamlar nétralizasyon soliisyonunda(0.4 M Tris, pH = 7.5) 3x5 dk
yikandi. Etidyum bromid uygulanarak hiicre DNA’sinda meydana gelen hasar floresans
mikroskopta (Zeiss Axioscope, Germany) incelendi. Her gruptan rastgele secilen 250

hiicrenin Tail DNA (%) parametreleri TriTek Comet Score’da degerlendirilerek analiz edildi.

Istatiksel Analiz

Analizlerde Sigma Plot 12 paket programi kullanildi. Nicel veriler ortalamatstandart
sapma ile 6zetlendi. Incelenen degiskenlerin gruplar arasi karsilastirilmalar1 yapilmadan dnce
normal dagilima uygunluk ve varyanslarin homojenlik kontrolii yapildi. Normal dagilima
uygunluk durumunda, ilgili degiskenler icin grup ortalamalar1 arasi farklilik, tek yonli
varyans analizi (One Way Anova) ile degerlendirildi. Normallik varsayimlarinin saglanmadigi
durumlarda Kruskal Wallis H testi ile analizler gerceklestirildi. Istatistiksel olarak p<0.05

degeri anlaml kabul edildi.

BULGULAR VE TARTISMA

Hiicre Canhilik Degisimleri
TCApF uygulamasindan 24 ve 48 saat sonra insan prostat ve meme kanseri hiicre

hatlarinda canlilik degisim degerleri Sekil 1°de gdosterilmistir. Buna gore test bilesiginin
sadece 1000 ng/ml konsantrasyonu hem PC-3 hem de MCF-7 hiicrelerinde 24 ve 48. saatlerde
canlilif1 anlaml diizeyde azaltt1 (p<0.05). 5-Fluorourasil’in uygulanan 10 pM’lik dozu hiicre
canligin1 yaklasik %50 inhibe etti (p<0.05). Standart anti-kanser ilac1 olan 5-Fluorourasil’e

kiyasla TCApF kismen daha zayif bir anti-kanser etki sergiledi.
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Sekil 1. TCApF Uygulamasi Sonras1 Hiicre Canlilik Diizeyleri. (Uygulamadan 24 ve 48 saat sonra PC-3 (A ve
B, sirasiyla) ve MCF-7 (D ve E, sirasiyla) hiicrelerindeki canlilik degisimi sadece 1000 ng/ml’de anlamli
diizeyde azaldi. 5-Fluorourasil (10 uM) uygulamasi her iki hiicrede ve zamanda hiicre canliligi anlamli diizeyde
distirdii. Degerler Ort.+Standart Sapma olarak ifade edildi. *p<0.05)

DNA Hasarn Diizeyi

MTT analizlerinden sonra etkin doz olarak belirlenen 1000 ng/ml’lik konsantrasyonun
PC-3 ve MCF-7 hiicrelerinde sergiledigi genotoksisite sonuglart Sekil 2°de gosterilmektedir.
Buna gore uygulanan bilesigin 24 saatlik muamelesinden sonra her iki hiicre hattinin DNA
hasarina ugradigi belirlendi. DNA hasar gostergesi olarak degerlendirilen Tail DNA (%)
diizeyi kontrol grubuna kiyasla tedavi grubunda anlamli bir artig sergiledi (p<0.05).
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Sekil 2. TCApF Uygulamasi Sonrasinda DNA Hasar Diizeyi. (PC-3 (A) ve MCF-7 (B) hiicrelerine 1000 ng/ml
TCApF uygulamast DNA hasarinda artisa neden oldu. Degerler Ort.+Standart Sapma olarak ifade edildi.

*p<0.05)
Uygulama sonrasinda meydana gelen DNA hasarinin 6rnek mikroskobik goriintiisii
Sekil 3’de gosterilmistir. Sekil 3A’daki gorselde kontrol grubunda yer alan saglam bir DNA

yapisini, Sekil 3B’de hasarli bir DNA yapisinin 6rnek mikroskop goriintiisti yer almaktadir.
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A

Sekil 3. DNA Hasar Analizi Gériintii Ornekleri. (A: Saglam bir DNA’nin Comet analizi sonrasi mikroskop
goriintiisti. B: Hasarli bir DNA 6rnegi. DNA kiriklarina bagli olarak olusan kuyruk uzunlugu, DNA hasarinin bir
gostergesidir. Mikroskop goriintiileri x20 biiyiitmede kaydedildi.)

TCApF iizerine yapilan az sayidaki caligma bu sonuglar1 elde ettigimiz bulgular
destekler niteliktedir. Sandler ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir ¢aligmayla TCApF’nin insan akut
miyeloid 16semi, meme karsinomasi, glioblastoma ve prostat kanseri hiicre serilerinde
proliferasyonu inhibe ettigini rapor etmektedir (Sandler vd., 2010). Ayrica diger bir ¢alismada
14 aminoasitlik uzunluga sahip TCApF tirevinin (ATCApF) hiicresel etkileri aragtirilmistir
(Ohana vd., 2017). Arastirmacilar dTCApF’nin, koken aldigi TCApF gibi T1/ST2 reseptorii
aracilifiyla hiicreye etki gosterdigini bildirmis ve pankreas tiimdrii hiicre serisine uygulanan
dTCApF’nin golgi aracili hiicre 6liimiinii gergeklestirdigi gosterilmistir (Ohana vd., 2017).
Stammer ve arkadaslar1 ise ger¢eklestirmis olduklar1 ¢alismada, daha 6nce tedavisi basarisiz
olan veya Onceki standart tedaviye tahammiil edemeyen ileri/metastatik solid maligniteli
hastalara TCApF uygulamasi gerceklestirilmistir. Arastirmacilar hastalara 12-48 mg/m?lik
TCApF uygulamasi sonrasi anti-kanser sitokin diizeylerinin ve endoplazmik retikulum (ER)
stres biyobelirteglerinin (GRP78 / BiP) arttigini, buna karsin anjiyojenik faktorlerin
seviyelerinde ise azalmanin oldugunu rapor etmektedir (Stemmer vd., 2018).

Yaptigimiz bu ¢alismada, 6zellikle yiiksek dozda uygulanan TCApF nin PC-3 ve MCF-
7 hiicre canliligin1 azalttigin1 ve artan DNA hasarina neden oldugunu gdsterdik. TCApF’ nin

DNA iizerinde meydana getirdigi hasarin hiicre 6liimi ile sonuc¢landigini sdyleyebiliriz.
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Yapilacak kapsamli ¢aligsmalar, s6z konusu peptidin fizyolojik ve molekiiler mekanizmalarini

aydinlatmada yardimci olacaktir.

SONUC VE ONERILER

ACP’ler, genellikle 50 aminoasitten daha kisa amino asit zincirlerine sahip
molekiillerdir (Hayashi vd., 2012). ACP’ler diger proteinlere veya antikorlara gore 6nemli
avantajlara sahiptirler. Genel olarak bu avantajlar boyutlarinin kiiciik olmasi ve hiicre
zarlarina niifuz etme kabiliyetlerinin olmasidir. Ayrica yliksek aktivite, 6zgiillik ve afiniteye
sahip olup bunlarin diger ilaglarla etkilesimleri oldukca diistiktiir (Marqus, Pirogova ve Piva,
2017D).

Calismada kullandigimiz TCApF’de yap1 olarak kii¢iik bir peptiddir. Yapilan calismalar
bu peptidin potansiyel bir ACP olabilecegini gostermistir. Yeni kanser tedavi yaklagimlarinin
kaynag1 olarak diisiiniilen ACP’lerin, bir tedavi araci olarak kullanilmasinin ek bir yarar1 da;
viicutta kolaylikla metabolize olmalar1 ve oOzellikle karaciger veya bobrekler gibi hayati
fonksiyonlara sahip organlarda birikmeyerek toksik etki sergilememeleridir (Ali, Rani ve
Kumar, 2013). Buna ilave olarak ACP’ler hizli bir sekilde sentezlenebilir, kolayca modifiye
edilebilir (Boohaker vd., 2012) ve rekombinant antikorlardan veya proteinlerden daha az
immiinojeniktirler (McGregor, 2008). Biitiin bunlar ACP’lerin kanser tedavisinde kullanimini
kolaylastirict bir etken olarak degerlendirilebilir. Arastirmacilar ACP’leri, anti-kanser
ajanlarin gelistirilmesi i¢in yeni ve umut verici bir molekiil grubu olarak goérmektedir
(Blanco-Miguez vd., 2016; Cicero vd., 2017).

Elde ettigimiz sonuglar ve mevcut literatiir bilgisi dahilinde TCApF’ nin gerek yap1
gerekse fizyolojik etkileri potansiyel bir APC olabilecegini ve s6z konusu etkinin diger kanser
hiicrelerinde de denenmesinin faydali olacag:1 goriisiindeyiz. Ayrica kapsamli ¢alismalar bu

peptidin etkilerini daha iyi anlamamiza olanak saglayacaktir.
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