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OZET

Dogal Bir Antikanser Peptidi Olan Lasioglossin LL-I111/37’nin Kati1 Faz Yontemi ile

Sentezi ve Meme Kanseri Uzerindeki Etkilerinin in vitro Olarak Arastiriimasi

Bu ¢aligmada, antimikrobiyal etkileri literatiirde tanimlanmis olan Lasioglossin LL-I11
peptidinin LL-I1I/37 adli analogunun, meme kanseri iizerindeki potansiyel antikanser
etkileri arastirilmistir. Caligma kapsaminda, saglikli meme epitel hiicre hattt MCF10A ve
meme kanseri hiicre hattt MCF7 kullanilarak, Lasioglossin LL-111/37 peptidinin her iki
hiicre tipi lizerindeki etkileri proteom diizeyinde karsilastirmali olarak incelenmis ve

peptidin olas1 etki mekanizmalarinin ortaya konulmasi amacglanmistir.

LL-III/37 peptidi kat1 faz peptit sentez yontemi ile sentezlenmis, saflastirilmis ve her iki
hiicre hatt1 i¢in uygun dozlar doz-toksisite analizleriyle belirlenmistir. Belirlenen dozda
peptit, MCF10A ve MCEF7 hiicrelerine iicer tekrarli olarak uygulanmistir. Uygulama
sonrast hiicrelerden protein izolasyonu gerceklestirilmis, izole edilen proteinler tripsin ile
kesilerek peptitlere doniistiiriilmiis ve bu peptitler nanoLC-MS/MS ile analiz edilerek

protein tanimlamalar1 yapilmigtir.

LL-III/37 peptidinin MCF7 hiicrelerinde 20uM gibi diigiik bir konsantrasyonda belirgin
sitotoksik etki gosterdigini ve hiicre canliligini doz bagimli sekilde azalttigini ortaya
koyarken, ayni kosullarda MCF10A hiicrelerinde anlamli diizeyde daha az toksisite
olusturmustur. MCF7 hiicre hattinda MCF10A hiicre hattina kiyaslandiginda LL-I11/37’nin
etkisiyle yukari regiile olan 3 adet (HBA1, HBD, KDELR1), asag: regiile olan 4 adet
(CDCA42EP4, ARMCI1, ANXA3, HMGN2) protein saptanmistir.

Elde edilen veriler, LL-III/37 peptidinin meme kanseri hiicreleri iizerindeki antikanser
aktivitesini ortaya koymakta ve bu peptidin saglikli ve kanserli hiicreler arasindaki
proteomik farkliliklar1 iizerinden olasi molekiiler etki yollarina dair yeni bilgiler

sunmaktadir.

Anahtar kelimeler: Lasioglossin LL-I11/37, antikanser peptit, proteomik analiz, meme
kanseri, nanoLC-MS/MS



ABSTRACT

Solid-phase synthesis of the natural anticancer peptide Lasioglossin LL-I11/37 and in

vitro investigation of its effects on breast cancer

In this study, the potential anticancer effects of LL-III/37, an analogue of the antimicrobial
peptide Lasioglossin LL-III, were investigated in the context of breast cancer. The effects
of LL-III/37 on healthy breast epithelial cells (MCF10A) and breast cancer cells (MCF7)
were comparatively evaluated at the proteomic level to elucidate possible mechanisms of

action.

The LL-III/37 peptide was synthesized using the solid-phase peptide synthesis (SPPS)
method, purified, and subjected to dose-toxicity assays to determine suitable treatment
concentrations for each cell line. The peptide was applied to MCF10A and MCF7 cells
under optimized conditions in triplicate. Following treatment, cells were harvested for
protein extraction. The isolated proteins were enzymatically digested with trypsin into

peptides, which were analyzed via nanoLC-MS/MS for protein identification.

While LL-III/37 peptide showed significant cytotoxic effect at a low concentration of
20uM in MCF7 cells and decreased cell viability in a dose-dependent manner, it caused
significantly less toxicity in MCF10A cells under the same conditions. In MCF7 cell line, 3
proteins (HBA1, HBD, KDELR1) were up-regulated and 4 proteins (CDC42EP4, ARMCI,
ANXA3, HMGN2) were down-regulated under the effect of LL-III/37 compared to
MCF10A cell line.

The findings demonstrate the anticancer activity of LL-III/37 on breast cancer cells and
provide insight into the molecular mechanisms by comparing proteomic alterations

between healthy and cancerous breast cells.

Keywords: Lasioglossin LL-I1I/37, anticancer peptide, proteomic analysis, breast cancer,
nanoLC-MS/MS
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1. GIRIS
1.1. Kanser

Kanser bir grup hastaliga verilen genel bir addir ve hiicrelerin kontrolsiiz sekilde biiyiiyiip
yayllmasini ifade eder (Brown ve digerleri, 2023). Farkli organ ve dokularda ortaya
c¢ikabilen kanserin tek tip bir tedavi sekli bulunmamaktadir. Bunun en temel nedeni her bir
kanser tiiriiniin, hatta bir tiire ait alt kanser tiplerinin 6zgiin mekanizmalar gelistirmesi ve
bu mekanizmalar1 kullanarak yayilim gostermesidir. Bu nedenle kanser tedavisinde ¢ok
sayida farkli yontem kullanilmakta ve halen yeni yontemler gelistirilmeye ihtiyag
duyulmaya devam edilmektedir (Debela ve digerleri, 2021). Olas1 kanser tedavileri,
kanserin tiiriine, evresine ve hastanin genel saglik durumuna bagh olarak degisim
gostermektedir. Bu nedenle genellikle tedavi planlari bir veya daha fazla ydntemin
kombinasyonu seklinde uygulanir (“Treatment strategies in cancer from past to present”,
2018).

Kanser tedavisinde uygulanan ana yontemler arasinda cerrahi miidahale, radyoterapi,
kemoterapi ve hedefe yonelik tedaviler sayilabilir. Cerrahi miidahalede kanserli doku agik
veya kapali ameliyatla bulundugu ortamdan kesilerek ¢ikartilir. Bu yontem bazi kanser
tiirlerinin tedavisinde 6nemli bir yaklasim olmasina karsin, girisimsel bir tedavi sekli
olmasi ve kanserli dokunun bazi durumlarda erisebilir olmamasi nedeniyle ¢ikartilamamasi
gibi dezavantajlar icermektedir (Tohme, Simmons ve Tsung, 2017). Ayrica, cerrahi
miidahale hi¢bir zaman tek basma kanser tedavisinde yeterli olabilecek bir yaklagim
degildir ve mutlaka Oncesinde veya sonrasinda kemoterapi ya da radyoterapi
uygulanmaktadir. Radyoterapi yiiksek enerjili 1smlar kullanilarak tiimor hiicrelerinin
Oldiiriilmesi veya biiylimesinin kontrol altina alinmasi temeline dayanan bir tedavi sekli
olup yaygin olarak kullanilmaktadir (Baskar, Lee, Yeo ve Yeoh, 2012). Ancak bazi
durumlarda radyoterapinin de kanser tedavisinde kullanilmasi miimkiin olmamaktadir. Bu
durumlar arasinda hamilelik, ¢cok yash veya genel saglik durumunun iyi olmama durumu,
tiimdriin géz gibi radyasyona karsi hassas organlar iizerinde veya c¢evresinde bulunmasi,
hastada radyoterapiye karsi hassasiyete neden olan genetik hastaliklarin bulunmasi ve
tiimoriin asirt metastaz yaptig1 durumlar sayilabilir. Kemoterapi kanser tedavisinde en sik
kullanilan yontem olup kanser hiicrelerinin biiyiimelerini kontrol altina almak veya bu
hiicreleri 6ldiirmek amaciyla kimyasal ajanlar kullanilarak uygulanmaktadir (Schirrmacher,
2019). Bu ilaglarin ¢ogunlugu deoksiriboniikleik asitin (DNA) yapisin1 veya
replikasyonunu bozarak veya hiicrelerinin metabolizmasina zarar vererek veya hiicre
biiyiimesini kontrol altina alarak kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini engellemektedir (“Cancer
chemotherapy and beyond”, 2023). Kemoterapinin en Onemli avantajlarindan birisi

viicudun farkli bolgelerine ulasabilen sistemik bir tedavi yontemi olmasidir. Ancak genel



saglik durumu zayif olan hastalarda, hamilelerde, 6zellikle karaciger ve bobrek yetmezligi
olmak tizere organ yetmezligi bulunan hastalarda ve kemik iligi baskilanmis hastalarda
kemoterapi uygulanamaz. Kemoterapinin basar1 sansi, hastanin tedaviye ne kadar erken
basladigina, kanserin tiirline, hastanin genel saglik durumuna ve tedaviye yanitina baglidir.
Her bireyin kemoterapiye verdigi yamit farklidir ve kemoterapinin etkisi kisiden kisiye
degisebilir. Kemoterapik ajanlarin ¢ogu saglikli hiicreleri de etkiledikleri i¢in hasta
tizerinde yorgunluk, sa¢ dokiilmesi, mide bulantis1 ve kusma, istah kaybi, bagisiklik
sisteminin zayiflamasi, cilt problemleri, sindirim sistemi problemleri, sinir sistemi
problemleri ve psikolojik problemler gibi agir yan etkileri goriilmektedir (van den
Boograad vd., 2022.). Hormon tedavisi daha dar kullanim alani bulan ¢ogunlukla meme,
prostat ve rahim kanserlerinin tedavisinde kullanilan bir tedavi seklidir (Sella ve digerleri,
2021). Ozellikle hormon salgilayan tiimorleri tedavi etmek veya kanserin hormonlara
duyarliligmmi azaltmak i¢in kullanilan bir tedavi seklidir. Hormon tedavisinde de
kemoterapide oldugu gibi kimyasal ajanlar ila¢ olarak kullanilmaktadir. Bu nedenle
hormon tedavisi alan bireylerde sicak basmalari, cinsel istekte azalma, osteoporoz ve ruh

hali degisiklikleri gibi yan etkiler goriilebilmektedir.

Bu etmenler ve tedavi yontemleri gz onilinde bulunduruldugunda, tiimor biiylimesini ve
metastazini en az toksik yan etkiler ile kontrol altina alabilen ve es zamanl olarak timor

heterojenligi sorununu da asabilecek yeni kanser 6nleyici ilaglara ihtiya¢ duyulmaktadir.
1.2. Meme Kanseri

Meme kanseri, diinya genelinde kadinlar arasinda en yaygin kanser tiirii olup, erkeklerde
de daha nadir olmakla birlikte goriilebilmektedir. Son yillarda, risk teskil eden yas
gruplarinda mamografi taramasinin daha sistematik olarak yapilmasi, meme kanseri
insidansinda %30-40'lik bir artis gozlemlenmesine neden olmustur, bu durum hastaligin
daha erken evrelerde tespit edilebilmesini saglarken prognozu da iyilestirmistir (Zaheer
vd., 2019). Fakat kadinlarda meme kanseri, teshis edilen timor yapilarinin dortte birini
olusturmaktadir ve genel insidans 100.000 kadinda yaklasik 50 vaka olarak tespit edilmistir
(Sekil 1.1, GLOBOCAN 2022).
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Meme kanseri, memedeki siit kanallarinda (duktal kanserler) veya siit bezlerinde (lobiiler
kanserler) gelisebilir. Bununla beraber, meme kanserinin farkli histolojik tiirleri ve
molekiiler alt gruplandirmalar1 bulunmaktadir, bu durum da tedavi yaklagimlarinin
cesitlenmesine ve tek tip tedavinin yetersizligine yol agmaktadir (Perou ve digerleri, 2000).
Meme kanserinin gelisiminde bir¢ok genetik ve cevresel faktor rol oynamaktadir. Yas,
cinsiyet, genetik yatkinlik (en sik bilinen ve karsilasilan BRCA1 ve BRCA2 gen
mutasyonlar1), hormonel faktorler (dstrojen ve progesteron diizeyleri), aile Oykiisii, genetik
mutasyonlar, radyasyona maruz kalma, sigara i¢cme, sagliksiz beslenme, asir1 alkol
tilketimi, erken yasta adet gdrme, ge¢ yasta menapoz, emzirmeme ya da gocuk sahibi
olmama gibi risk faktorleri kanser olusumu ve gelisimi ile iliskilendirilmektedir (Arnold ve
digerleri, 2022).

Meme kanseri genellikle erken sathalarda anlasilabilir semptomlar vermemektedir. Bu
sebeple diizenli tarama testleri, erken teshis i¢in hayati 6nem arz etmektedir. Mamografi,
ultrasonografi ve MRI gibi goriintiileme yontemleri, 6zellikle risk etmenleri altindaki
bireylerde diizenli araliklarla yapilmasi gereken taramalar arasinda yer almaktadir. Erken
evrelerde genellikle memede kitle, meme yapisinda anormal sekil degisiklikleri, deride
incelme veya kirigiklik, meme basinda akinti gibi belirtiler gozlemlenebilmektedir
(Duggan ve digerleri, 2020.). Bu semptomlar kanserin ilerleyen evrelerinde daha belirgin
hale gelmektedir.



Meme kanseri tedavisi, hastaligin bulundugu evreye, histolojik tiirline ve molekiiler
profiline gore degisiklik gostermektedir. Erken evrelerde cerrahi miidahale, genellikle
kanserli dokunun c¢ikarilmasini igermektedir. Bu cerrahi islemler mastektomi (memenin
tamaminin alinmasi) veya lumpektomi (kanserli kitlenin ¢ikartilmasi) seklinde yapilabilir.
Kemoterapi, radyoterapi, hormon tedavisi ve biyolojik tedavi (hedefe yonelik tedavi ve
immiinoterapiler) gibi diger tedavi secgenekleri ise kanserin evresine ve bireysel

ozelliklerine gore uygulanmaktadir (Akram vd, 2017).

Kanser tedavisine yonelik yaklasimlar ele alindiginda kemoterapi, genellikle kanser
hiicrelerinin hizla béliinen yapisin1 hedef alirken, radyoterapi ise kanserli hiicrelerin
yayilmasini engellemeyi hedeflemektedir. Hormon tedavisi ise hormon reseptdr pozitif
kanser tiirleri icin etkili bir secenektir ve Ostrojenin olast etkilerini engelleyerek kanser
hiicrelerinin biiyiimesini baskilamaktadir (Smith ve digerleri, 2007). Ornegin, HER2
pozitif kanserlerde kullanilan trastuzumab gibi hedeflenmis tedaviler, kanserin tedavisinde

onemli bir yer tuttugu bilinmektedir (Vogel ve digerleri, 2002).

Meme kanseri, erken tan1 ve tedavi ile kontrol altina alinabilmektedir ve bir¢cok hasta bu
sayede yasamina devam edebilmektedir. Fakat, baz1 kanser tiirleri, 6zellikle metastatik
evrede daha direngli hale gelebilmektedir. Bu sebeple, meme kanseri tedavisinde yeni
tedavi stratejileri gelistirilmesi, biyomolekiiler belirteglerin artmasi, immiinoterapiler ve
genetik hedeflenmis tedavi yaklasimlar1 gibi farkli alanlarda 6nemli adimlara ihtiyag
duyulmaktadir. Ozetle, meme kanseri hakkinda daha fazla bilgi sahibi olmak, erken tani
yontemlerini giiclendirebilmek ve tedavi seceneklerini ¢esitlendirebilmek adina daha fazla

caligma yapmak, hastaligin basarili bir sekilde yonetilmesinde 6nemli rol oynamaktadir.
1.3. Antimikrobiyal Peptitler

Patojen 0Ozellik gosteren bakterilerin mevcut antibiyotiklere karsi artmakta olan direnci,
mevcut antibiyotiklere alternatif, etki mekanizmalar1 farkli olan yeni antimikrobiyal
ajanlarin arastirilmasina sebep olmaktadir. Antimikrobiyal peptitler (AMP’ler) bircok canli
tiriinde tanimlanmistir ve enfeksiyon durumunda primer savunma hatti olarak goérev
almaktadirlar (Cefovsky ve digerleri, 2009; Parisienve digerleri, 2008). Ocak 2025’te
yapilan son giincellemeler itibar1 ile Antimikrobiyal Peptit Veritaban1 (APD,
https://aps.unmc.edu/AP/) alt1 yasam aleminden dogal ve sentetik olmak {izere 5099 AMP

icermektedir. Genel olarak bakildiginda fiyolojik pH’ta net yiikleri pozitiftir, bu durum
anyonik yapidaki sitoplazmik membranla kolaylikla etkilesime girebilmelerini saglar.
AMP’lerin pargalar halindeki hidrofobik ve hidrofilik kisimlar1 peptitlerin amfipatik
yapida olmalarimi saglamaktadir. Boylelikle peptit, sitoplazmik zarda kolaylikla por
yapilar1 olusturur ve zar yapisinin gegirgenliginin artmasma bagli olarak hiicre

dejenerasyonuna yol a¢cmaktadir. Ek olarak, AMP’ler birden fazla hedefe yonelik etki
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kapasitesine de sahiptirler. Bu durumda AMP’lerin c¢esitliligi ve modifiye edilmeye acik
olmalari, diger molekiiler yapilarla kimyasal olarak etkilesime girebilmeleri ve belirli
hiicre tiplerine hedeflenerek c¢alisabilirligi tedavide 6zgiilliik ve etkinlik saglamaktadir (Ji
ve digerleri, 2024).
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Sekil 1.2: Antimikrobiyal peptitlerin 6zellikleri (Ji ve digerleri, 2024).
1.3.1. Antimikrobiyal Peptitlerin Kaynaklar:

AMP’ler dogal kaynaklar1 goz Oniine alinarak bes ana grupta incelenebilir: memeliler,
amfibiler, bocekler, bitkiler ve mikrobiyal kaynaklar. Memeli AMP’ler katelisidinler ve
defensinler olarak iki ana grupta incelenirler. Bu AMP’ler memelilerde primer savunma
hatt1 olarak faaliyet gostermenin yani sira bagisiklik sisteminin regiilasyonu, apoptoz ve
yara iyilesmesi gibi siire¢lerde de faliyet gostermektedir (G. Wang, 2014). Ana kaynag:
kurbaga tiirleri olan amfibi AMP’lerinin en 6nemli rolii, amfibilerin popiilasyonu i¢in risk
etmeni olan patojenlere kars1 koruma saglamalaridir. Ek olarak amfibi kaynakli AMP’ler,
yapilan c¢alismalar dogrultusunda klinik uygulamalarda kullanima elverisli, kullanabilirlik
acisindan giivenli ve antibiyotik direnciyle nadir olarak iligkilendirilen AMP’ler olarak
bilinmektedir (Ji ve digerleri, 2024). Boceklerin hayatta kalabilmelerine olanak saglayan
giiclii adaptasyon yetenekleri, AMP’lerinin bdceklerin yag dokulart ve savunma ve
onarima yardimci olan hemosit adi verilen Ozellesmis kan hiicrelerinden
sentezlenmesinden kaynaklanmaktadir (Vilcinskas, 2013). Bocek AMP’leri de icerdikleri

amino asitlerin yapist ve bilesimlerine gore li¢ grupta incelenmektedir: sistein residiileri
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icermeyen lineer a-heliks peptitler, kiiresel yapidaki B-tabakali peptitler ve prolin ya da
glisin gibi spesifik amino asit residiileri iceren peptitler (Ji ve digerleri, 2024). Bitkilerden
elde edilen AMP’ler, giiclii mikrobiyosidal aktivitelerinin yami1 sira antikanserojenik
aktivite gibi genis spektrumda etki kabiliyetine sahip peptitlerdir. Bakteriyosinler, siklik
peptitler, lipopeptitler ve glikopeptitler mikrobiyal kaynakli AMP’lerdir. Okaryot kaynakli
AMP’lerle kiyaslandiklarinda, mikrobiyal kaynakli AMP’ler 6karyot kaynakli AMP’lerden
daha distik konsantrasyonlarda da etki goOsterebilmektedir. Fakat Okaryotik AMP’ler
mikrobiyal kaynakli AMP’lere kiyasla daha fazla bakteri grubunu hedef alabilmektedir
(Erdem Biiyiikkiraz ve Kesmen, 2022).

1.3.2. Antimikrobiyal Peptitlerin Biyolojik Aktiviteleri

AMP’ler biyolojik aktiviteleri geregi ele alindiklarinda antifungal, antiviral, antikanser,
antiparaziter, antibakteriyel ve antienfelamatuvar ozellikleri kapsayan genis ve spesifik
aktiviteler gostermektedir. Yapilan caligmalar dogrultusunda onlarca AMP tibbi, gida ve
tarim sektorlerinde yaygin olarak kullanilmakta ve antimikrobiyal ajan olarak
kullanilabilirlikleri degerlendirilmeye devam etmektedir. Bunlara 6rnek verilecek olursa
antibakteriyel peptitlerin (ABP) biiyilkk bir cogunlugu klinik tipta yaygin patojenik
bakteriler iizerinde inhibitor etkiye sahiptir (Li ve digerleri, 2019). Antifungal peptitler
(AFP) gelismis ilag direnci ve mantar enfeksiyonlarina yonelik bir AMP alt sinifidir. Ornek
olarak, AurH1 AFP’inin C. albicans enfeksiyonunu etkili bir bicimde tedavi edebilecegi
gosterilmistir (Madanchi, 2020). Antiviral peptitler (AVP), birden fazla yol ile viriisler
tizerinde Oldiiriicii etki gostermektedir: 1) virlis tutunmasmi ve virlislerin hiicre zari
flizyonunun inhibisyonu araciligiyla, ii) viriislerin zarf yapisini tahrip ederek ve iii)
viriislerin konak hiicredeki replikasyonunu inhibe ederek (Jung ve digerleri, 2019).
Parazitik protozoanin gesitli yollarla bulasinin kolay olmasi ve insan ve hayvanlarda
parazit ila¢ direncinin artmasi, antiparazitik peptitlerin (APP) kullanilmasi ile yliksek
inhibisyon saglanabilmektedir (Rhaiem ve Houimel, 2016). Son olarak antikanser peptitler
(ACP) cesitli yollarla kanser ile savasmaktadir: i) tiimor hiicrelerinin dldiiriilmesi igin
dendritik hiicreler gibi bagisiklik hiicrelerini harekete gegirerek, ii) kanser hiicreleri igin
nekroz ya da apoptoz siirecini baslatarak, iii) tiimor hiicrelerinin besin kaynaklarini
kesebilmek ve metastazi Onleyebilmek i¢in anjiyogenezi inhibe ederek ve iv) tiimor
hiicrelerinin santral dogmasina etki edebilmek i¢in belirli diizenleyici fonksiyonel
proteinleri aktive ederek ya da inaktive ederek (Ma ve digerleri, 2020).

1.3.3. Antimikrobiyal Peptitlerin Antikanser Aktivitesi

Kanser insidansinin hizla artmasi global cergevede endise veren konular arasinda yer
almaktadir. Bunun temel sebebi, dogal {iriinlerin, hormon tiirevlerinin ve cesitli

metabolitlerin de i¢inde bulundugu kanser dnleyici ilaglarin, saglikli hiicreler icin yeterli
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secicilige sahip olmamasi ve spesifik olmayan hedefleme sebebiyle mevcut ilaglara olan
direnci arttirmasidir (Y. Wang ve digerleri, 2009). Bu etmenler diisliniildiiglinde, timor
bliylimesini ve metastazini en az toksik yan etkiler ile kontrol altina alabilen ve es zamanl
olarak tiimor heterojenligi sorununu da asabilecek yeni kanser Onleyici ilaglara ihtiyag

duyulmaktadir.

Saglikli hiicrelerin plazma zarimin i¢ yapraginda negatif yikli fosfatidilserin (PS)
fosfolipidi bulunmaktadir. Kanser hiicrelerinde i¢ ve dis zar yapraklar1 arasindaki yik
asimetrisi kaybolur ve PS dis yaprakta olacak sekilde yer degistirmis olur. PS, heparin
siilfat, siyalinlenmis gangliosidler ve O-glikolize musin varligi, artan transmembran
potansiyeli, ylizey alan1 ve membran akigkanligi gibi faktorlerle birlestiginde ACP’lerin
fizikokimyasal yapisi, tiimor heterojenliginden etkilenmeden kanser hiicrelerine karsi olan
aktivitesini desteklemektedir. Antimikrobiyal Peptit Veritabani’nin (APD) Ocak 2025°te
yayimladig verilere gore, altt yasam aleminden 3306’s1 dogal AMP olmak iizere totalde
5099 AMP bulunmaktadir. Bu AMP’lerin de 317 tanesi kanser dnleyici aktiviteye sahiptir.

1.4. Lasioglossin LL-III

Cesitli patojen bakterilerin mevcut antibiyotiklere karsi artmakta olan direnci,
kullanilmakta olan antibiyotiklerden farkli etki mekanizmalarina sahip yeni AMP
ajanlarina ihtiya¢ duyurtmaktadir. Son yillarda tiim yasam formlarinda ilk savunma hatti
olarak tanimlanan AMP’lerin etki mekanizmalar1 arastirilmaya baslanmis ve AMP’lere
olan ilgi giderek artmistir. Ornek olarak, esek aris1 zehrinden izole edilen mastoparan,
decoralin, dmenitin ve anoplin gibi AMP’ler bakterilere karsi yiiksek antimikrobiyal
aktivite gosteren sitolitik peptitlerdir. Fakat bu peptitler dkaryotik hiicrelerde hemolitik
aktivite gosterdigi i¢in antibiyotik olarak kullanilamamaktadir (Kuhn-Nentwig, 2003;
Cerovsky ve digerleri, 2008). Bunun yani sira dogal kaynaklarin yeni antimikrobiyal
ajanlar arayisindaki ¢aba, yaban arilarindan izole edilen zehrin farmakolojik olarak zengin

bir kaynak oldugunu diisiindiirtmektedir.

Cerovsky ve ekibi, yaban arisindan (Lasioglossum laticeps) izole edilen zehrin igerdigi
Lasioglossin peptitlerine odaklanmistir. Lasioglossinler LL-I, LL-II ve LL-IIT olmak {icere
iic peptit alt grubu olarak siniflandirilmistir. Bu peptitler yapisal olarak 12-18 amimo
asitlik peptit zincirleridir ve katyonik a-sarmal amfipatik karakterdedirler (Sekil 1.3).
Yapilan calismalar, bu peptitlerin mikrobiyosidal olduklarini, dort farkli bakteri tiirline (5.
subtilis, S. aureus, E. coli ve P. Aeruginosa) karsi kiyaslanabilir antimikrobiyal aktivite, bes
tip maya hiicresinde (C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis ve C. kruser)
antifungal aktivite ve diisiik veya orta diizeyde hemolitik aktivite goOstermektedir
(Cetovsky ve digerleri, 2009; “Slaninova ve digerleri, 2012). Ayrica yapilan modifikasyon

caligmalarindan elde edilen sonuclar, belirli enfeksiyonlarin tedavisinde bu peptitlerin
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terapotik olarak daha etken olabilmesi i¢in modifiye edilme potansiyeli yliksek bir AMP alt

grubunun varligini 6ne stirmektedir.

Molekiiler vali L));s4 lysg < 1ys12
Peptit Sekans Agirhik
(Da)
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Sekil 1.3: Lasioglossin peptitlerinin sekanslari, molekiiler agirliklart ve ikincil a-sarmal
yapisi (Cefovsky ve digerleri, 2009; Slaninova ve digerleri, 2012).

Slaninova ve ekibinin 2012’de yayimlamis oldugu in vivo ve in vitro g¢alismalar
incelendiginde Lasioglossin LL-III ve analoglarinin aktif ve saglikli hiicreler icin toksik

olmadigini, bunun yan sira kanser hiicrelerine kars1 toksik oldugu gosterilmistir (Tablo 1).

Tablo 1: Lasioglossin III ve analoglarinin kanser hiicrelerinde ve saglikli hiicrelerdeki
toksisitesi (Slaninova ve digerleri, 2012).

Varyaat 1C50 (uM) Hemoliziz
LL-111/1 341 1243 3] 10+2 18£5 >200/ 55,1
LL-ITI/2 . 11 7+2 - 18 >200
LL-ITI/3 - >40 - 2041 2244 >200/72,2
LL-111/4 7+1 >40 18 =80 >100 >200
LL-ITI/10 943 - : 35411 >=80 =200
LL-TIIV/11 8=+l 48 4+ 50 >=80 =200
LL-III/15 71 42 93 >=70 >=100 >200
LL-TT1/17 9 - - 1144 18+1 39,9
LL-II1/23 4 15 6 1243 1546 71,5
LL-I11/26 5+1 30 6 18=1 2411 >200
LL-II1/27 1342 >100 18 >100 >100 >200
LL-IT1/34 542 37 543 5247 40+£5 =200
LL-II11/37 51 13 4+] 182 17+3 >200

- : Kanser hiicre hatlari - : Saghkli hiiere hatlan

Elde edilen bulgular incelendiginde, normal memeli hiicreleri i¢in yapilmis olan toksisite

analizlerinin, normal hiicrelerin yarisim1 6ldiirebilen peptit konsantrasyonunun (IC50)

bakteriler i¢in zararli oldugu tespit edilen konsantrasyonlardan ¢ok daha yiiksek oldugu

goriilmiistiir. Bu nedenle bu peptitlerin antimikrobiyal ilaglar i¢in umut vaat ettigi
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diisiiniilmekte olup bu peptitler ile yeni in vitro ve in vivo deneylerin yapilarak
giivenilirlilikleri daha fazla test edilmelidir.

Tablo 1°de gosterildigi tizere, LL-III ve analoglar1 6zellikle HeLLa S3 ve CEM gibi hassas
kanser hiicre hatlarina karsi, saglikli hiicre hatlarina kiyaslandiginda 3-5 kat daha yiiksek
toksisite gostermistir. Bu farkin gozlemlenmesi durumunda, literatiirde bu durum
genellikle kanser hiicreleri i¢in daha yiiksek anyoniklik ve daha diisiik hiicre zar1 sertligi ile
aciklanmaktadir. Kanser hiicrelerinin bu fizyolojik 6zellikleri nedeni ile AMP’lerin kanser

hiicre zarlar ile etkilesimlerinin daha yiiksek oldugu diistiniilmektedir.

Slaninova ve ekibinin AMP ve hiicre zar1 gecirgenligini ortaya koymak igin
gerceklestirdigi bir ¢alismada (Slaninova ve digerleri, 2012), antikanser etkisinin yiliksek
oldugunu diistindiikleri LL-IIT peptitini floresin ile isaretlemis ve Tetrametilrodamin
(TMRE) ile isaretlenmis mitokondrilere sahip HEP-G2 hiicrelerinin in vivo konfokal
mikroskopisi ile peptitlerin hiicre icerisine girigini, giris hizin1 ve hiicredeki
lokalizasyonunu gormeyi amaglanmigtir (Sekil 1.4). TMRE sinyali ve floresin sinyali
arasinda bir ortiisme gozlemlenmemis, yalnizca hiicrelerdeki ¢ok yiiksek konsantrasyonlu
floresin birikimi nedeniyle her iki goriintiileme kanalinda da gozlemlenerek sar1 renk elde

edilmistir.
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Sekil 1.4: Floresin-LL-IIT’tin HEP-G2 hiicrelerine zaman kontrollii girisiminive
lokalizasyonunu gosteren resim. Yesil renk floresin-LL-III, kirmizi renk mitokondriyal
matriste biriken ve membran potansiyeline bagimli TMRE boyasi, sar1 renk yiiksek
miktarda Floresin-LL-IIT oldugu noktalar1 temsil eder (Slaninova ve digerleri, 2012).
(Goriintii 6lgegi 30 um. min: dakika, s: saniye)

Fakat Floresin-LL-III birikmis olan HEP-G2 hiicreleri daha detayli ve yakindan
incelendiginde peptitin ¢ogu membran sisteminin yakininda birikim sagladigi

gozlemlenmistir. Asagida verilen Sekil 1.5°te de goriildiigl lizere, yesil ile sar1 rengin bir
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siire canli kalan fakat sonrasinda 6len parcalanmis mitokondrileri ¢evreledigi ve membran

potansiyeline bagimli olan kirmizi rengin artik gdzlemlenmedigi gosterilmistir.

Sekil 1.5: Floresin-LL-IIT’tin HEP-G2 girisimini ve lokalizasyonunu ayrintili gésteren
resim (Slaninova ve digerleri, 2012). (Goriintii 6l¢egi 15 pm)

Elde edilen bulgular, peptitlerin etki mekanizmasmin hiicre zarinin gegirgenlesmesini
sagladigin1 ve peptitlerin hiicreye girdikten sonra hiicredeki zar sistemlerini bozdugunu
gostermektedir. Bu bulgulara, endoplazmik retikulum gibi zarli organellere spesifik
belirtegler kullanilarak daha fazla kanit olusturulabilecegi Onerilmistir (Slaninova ve
digerleri, 2012).
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2. AMAC

Bu caligmanin temel amaci, literatiirde antimikrobiyal etkisi ile bilinen Lasioglossin
LL-III peptidinin LL-III/37 analogunun, meme kanseri iizerindeki potansiyel antikanser
etkilerini arastirmak ve bu konudaki literatiir eksikligini gidermektir. Bu kapsamda, LL-
I1/37 peptidinin saglikli meme hiicreleri (MCF10A) ile ER (0strojen reseptor) pozitif
meme kanseri hiicreleri (MCF7) {izerindeki etkileri karsilastirmali olarak proteom
diizeyinde incelenmis ve hiicresel yolaklar iizerindeki olasi1 etki mekanizmalarinin ortaya

konulmasi hedeflenmistir.

Calisma kapsaminda LL-III/37 peptidi kat1 faz peptit sentez yontemi ile sentezlenmis
ve saflagtirilmisti. Daha sonra her iki hiicre hatti i¢in uygun dozajlar, doz-toksisite
analizleri ile belirlenmistir. Belirlenen dozlar, MCF10A ve MCF7 hiicre hatlarina tiger
tekrarli olarak uygulanmis, ardindan hiicrelerden protein izolasyonu gerceklestirilmistir.
Izole edilen proteinler tripsin ile sindirilerek peptitlere doniistiiriilmiis ve bu peptitler

nanoLC-MS/MS analizine tabi tutularak protein tanimlamalar1 yapilmistir.

Bu c¢aligma ile LL-III/37 peptidinin meme kanseri hiicreleri iizerindeki antikanser
etkileri ortaya konulmus ve s6z konusu peptidin saglikli ve kanserli meme hiicrelerindeki
protein profilleri lizerindeki farkliliklar1 analiz edilerek, olasi etki mekanizmalarinin

aydinlatilmas1 amaglanmastir.
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3. YONTEM

Bu tez ¢alismasi Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Proteomiks Laboratuvarinda Ekim

2024- Mayis 2025 tarihleri arasinda gergeklestirilmistir.

Bu tez ¢alismasi yiiriitiiliirken kullanilan kimyasal ve kitlerin alindig1 firma adlari ve

¢oOzeltilerin igerikleri Tablo 2.1 ve Tablo 2.2’de verilmistir.

Tablo 2.1: Calismada kullanilan kimyasallar, kitler ve alindiklar1 firma adlari.

Kullamlan kimyasallar ve Kitler Firma Adi
Valin Sigma
Asparajin Aapptec
Triptofan Sigma
Lizin Aapptec
Losin Aapptec
Alanin Sigma
[zolosin Sigma
Fenilalanin Aapptec
Tirozin Aapptec
Glutamat Aapptec
Fmoc-His(Trt)-Wang Resin Aapptec
DMF Merck
HCTU Merck
DIPEA Merck
DCM Merck
TFA Sigma

TIS Sigma
Dietil eter Merck
Piperidin Merck
DMEM/F-12 Gibco
DMEM Gibco
FBS Gibco
Penisilin/Streptomisin Multicell
L-Glutamin Multicell
PBS Capricorn Scientific
MEGS Gibco
WST-1 Cell Proliferation Assay Kit Cayman
Bradford Reagent Biorad
Formaldehit Sigma
RIPA Liziz Tamponu Thermo Fisher Scientific
Unstained Protein Ladder Thermo Fisher Scientific
FASP Kit Abcam
Qubit Protein Assay Invitrogen
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Tablo 1.2: Calismada kullanilan ¢ozeltiler ve igerikleri.

Cozeltiler Icerik
62,5 mM Tris-HCl, %2 SDS, %20 Gliserol,
6X protein yiikleme tamponu %5 B-merkaptoetanol, %0,5 bromofenol
mavisi
10X yliriitme tamponu 25Mm Tris-HCI, 192mM Glisin, %0.1 SDS
SDS-PAGE fiksatif soliisyonu %40 Metanol, %10 asetik asit, %50 distile su

757mM amonyum siilfat, 1,45mM
Colloidal Commassie Mavisi boya soliisyonu | Commassie blue, %20 metanol, %10
ortofosforik asit

500 mL i¢in 146 g akrilamid, 4 g N,N’-

%30 Akrilamid/Bisakrilamid Metilen-bis akrilamid

3.1. Lasioglossin LL-III/37 ve NSP10 Peptitlerinin Uretilmesi

3.1.1. Uretilecek Peptit Dizilerinin Belirlenmesi

Tez kapsaminda kullanilacak Lasioglossin LL-III/37 peptiti (C’- Val- Asn- Trp- Lys- Lys-
Val- Leu- Ala- Lys- Ile- Ile- Lys- Val- Val- Lys- N”), yapilan literatiir taramalar1 sonucunda
Slaninova ve ekibi tarafindan gerceklestirilen yabani ar1 zehrinden elde edilmis
antimokrobiyal peptitler ve analoglar1 arasindan yiiksek antikanserojen etkisi ve diisiik
hemolitik aktivite gostermesi gerekgesiyle secilmistir (Slaninova et al., 2012). NSP10
peptiti (C’- Asn- Lys- Phe- Tyr- Lys- Asp- Leu- Glu- Glu- Lys- Phe- N’) ise
laboratuvarimizda daha 6nce gerceklestirilen “Tmprss2 ve Katepsin L Proteinlerini Segici
Olarak Baskilayan ve Nspl0 Proteinini Parc¢alayan Genis Etkili Yeni Anti-Korona Viriis
Stratejilerinin - Gelistirilmesi” projesi kapsaminda sentezlenmis olmasi ve hiicre
penetrasyonu gerceklestirmemesi gerekgesiyle pozitif kontrol olarak kullanilmak iizere
tercih edilmistir (Sekil 2.1).
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Lasioglossin LL-I11/37

Charge| 4
H-V-N-W-K-K-V-L-A-K-I-]-K-V-V-K

Sckans Uzunlugu 16
oH Hidrofobisite 38.59
0 | 123 4|56 3 o 10 11\J42 13 14 e 5
MW Ortalamast 1903.4503 g/mol

MW Monoizotopik ~ 1902.2296

- pl 1.2

NSP10

Chargel 4
H-N-K-F-Y-K-D-L-E-E-K-F

Sckans Uzunlugu 12

Hidrofobisite 27.55
i 1 i i i i GRAVY -1.73
MW Ortalamast 1597.8033 g/mol

MW Monoizotopik ~ 1596.7937

pl 77

Sekil 2.1: Lasioglossin LL-I1I/37 ve NSP10 peptitlerinin dizileri ve genel 6zellikleri.

3.1.2. Lasioglossin LL-1I1/37 ve NSP10 Peptitlerinin Kati1 Faz Peptit
Sentezi

Lasioglossin LL-III/37 ve NSP10 peptitleri, kat1 faz destegi olarak Fmoc-His(Trt)-Wang
Resin (0,5 mmol/g, 0,3g) lizerinde Aapptec Focus Xi peptit sentezleyici (siirim 2.0)
kullanilarak kat1 faz peptit sentezi ile kademeli olarak sentezlendi (Meienhofer ve Gross,
1979). Tim amino asitlerde N-terminal korumasi Florenilmetoksikarbonil (Fmoc)
fonksiyonel grubu ile saglanda.

N-terminali Fmoc grubu ile korumali olan resin N,N-Dimetilformamid (DMF) ile 20
dakika muamele edildi. Daha sonra Fmoc grubu %20 piperidin ile kaldirildi ve DMF ile
yikama yapildi. Korumasi kaldirilan resin/amino asit/peptidin N-terminalini siradaki amino
asitle birlestirmek i¢in Fmoc amino asidi, 2-(6-Kloro-1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-
tetrametilaminyum hekzaflorofosfat (HCTU) birlestirme reaktifi, peptit bagi olusumunu
destekleyen N,N-Diizopropiletilamin (DIPEA) ve N> gazi ile aktive edildi. Ardindan 90
dakika birlesme reaksiyonu gerceklestirildi. Valin (V), Triptofan (W), Lizin (K) ve Izoldsin
() amino asitleri i¢in ikiger kez birlestirme reaksiyonu gerceklestirildi.

Peptit zinciri tamamlandiktan sonra N-terminaldeki Fmoc grubunu uzaklastimak i¢in peptit
zinciri DMF ve Nz gazi ile muamele edildi. Daha sonra resine bagli peptit zincirinin
yikamalar1 yapildi ve desikatdrde kurumaya birakildi. Elde edilen peptit zincirinin resinden
uzaklagtirilmasi i¢in dncelikle diklorometan (DCM) ve metanolle iiger tekrarli yikamast
gerceklestirildi. Ardindan %95°1ik Trifloroasetik asit (TFA) kokteyli (Tablo 2.3) ile 1,5 saat
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muamele edildi. Ham peptit, eter yardimiyla 3 tekrarl olacak sekilde c¢oktiiriildii. Uygun

¢oziicli ile ¢ozmeden 6nce kurumaya birakildi.

Tablo 2.3: TFA kokteyl igerigi. TIS: Triizopropilsilan. TFA: Trifloroasetik asit.

Gerekli Ol
TFA kokteyl e;iik'tar an 5 mL icin
ddH,0 2.5% 125 ul
TIS 2.5% 125 ul
TFA 95% 4,75 mL

3.1.3. Sentezlenen Lasioglossin LL-1I1/37 ve NSP10 Peptitlerinin
Saflastirilmasi ve LC-MS ile Kontrolii

Ham Lasioglossin LL-I1I/37 ve NSP10 peptitleri, NGC Kromotografi Sistemi (BioRad)
tizerinde yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) ile saflastirildi. Saflastirma igin
PURIFLASH BIO 100 C18-T 5um 250 x 4,6mm HPLC kolonu kullanildi. 1 mL peptitin
saflagtirilmasi, 3 mlL/dakika akis hizinda %0,1 TFA'da %40-60 CH3CN'nin 60 dk’lik
dogrusal gradyan kullanilarak yapildi. Eliisyon yapilan peptit fraksiyonlariin analizi i¢in
Q-Exactive kiitle spektrometresi (Thermo Scientific, CA) kullanildi. Tiim sistem Xcalibur
4.0 yazilimi1 (Thermo Fisher Scientific, CA) tarafindan kontrol edildi. Major piki igeren

fraksiyonlar birlestirildi ve saflik agisindan analiz edildi.

3.1.4. Lasioglossin LL-III/37 ve NSP10 Peptitlerinin Liyofilizasyonu

Major piki igeren peptitlere ait fraksiyonlar 3 mL’lik hacimlerde 4 adet 50’lik falkona
alikotland1 ve s1vi azot kullanilarak donduruldu. -110°C’de ¢alismakta olan liyofilizatorde
(Scanvac CoolSafe 55-9) yaklasik 3 giin liyofilize edilen peptitler, sonraki adimlarda
kullanilmak tizere +4°C’de saklandi.

3.1.5. Lasioglossin LL-III/37 ve NSP10 Peptitlerinin SDS-PAGE
Analizi ile Kontrolii

Saflastirilip LC-MS ile kontrolii saglanan peptitlerin kalitatif analizinin gergeklestirilmesi
amaciyla SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Siilfat- Poliakrilamid Jel Elektroforezi) analizleri
yapildi. Peptitlerin safsizliklarinin ve genel profillerinin gdzlemlenebilmesi i¢in ayirma
jelinin konsantrasyonu %20 ve sikistirma jelinin konsantrasyonu %8 olarak belirlenmistir.
Hazirlanan jellerin igerigi Tablo 2.4’te bulunmaktadir. Jel bilesenleri bir falkon tiip

icerisinde karigtiritlip kasete yerlestirilmis olan 1 mm bosluklu camlarin arasina pipet
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yardimiyla dokiildii. Dokiilen jelin yilizeyinin diizglin olmasi ve jelin hava ile temasmin
kesilmesi i¢in tizerine 200 pL izopropanol eklendi. Ayrilma jeli polimerlestikten sonra
izopropanol saf su ile yikanarak uzaklastirlldi ve sikistirma jeli dokiilerek tarak
yerlestirildi. Sikistirma jelinin de polimerlesmesi sonrasi jel kullanima hazir hale geldi.
Hazir olan jel kullanilmak tizere 1slak bir pegeteye sarilarak kilitli bir poset igerisinde
+4°C’de 1 haftaya kadar saklandi.

Tablo 2.4: SDS-PAGE jel soliisyonlarinin igerikleri.

Sikistirma Jeli Ayirma Jeli

Jel yiizdesi (%) 8 Jel yiizdesi (%) 20
%30 Akrilamid/Bisakrilamid* 0,85 mL | %30 Akrilamid/Bisakrilamid 6,66 mL
0,5M Tris (pH 6,8) 0,625 mL | 1,5M Tris (pH 8,8) 2,5 mL
%10 Amonyum persiilfat 0,05 mL | %10 Amonyum persiilfat 0,1 mL
%10 SDS 0,05 mL | %10 SDS 0,1 mL
TEMED 0,005 mL | TEMED 0,004 mL
H>O 34mL | H.O 0,63 mL
Toplam hacim S5mL Toplam hacim 10 mL

Jele yiiklenecek olan peptitler 40 puL %0,1°lik FA (formik asit) ile 15 dk ¢alkalayicida, 10
dk sonikasyon yardimiyla ¢oziildii. 4 ayr1 hacim olmak tizere (1-2-4-8uL) hazirlanan
ornekler dH>O ile 20 pL’ye tamamland: ve tizerlerine 1X olacak sekilde stok 6X ylikleme
boyasindan 4 puL eklendi. Ornekler 95°Cde 3 dk kaynatildi ve jele yiiklemek iizere hazir
hale getirildi.

Hazirlanan jel yiiriitme tankina yerlestirildi ve tank igerisine dH20 ile 10X’ten 1X’e
cekilmis olan yiiriitme tamponu konuldu. Jel, 6rnekler ayirma jeline girene kadar 110V ’ta,
ayirma jeline girdikten sonra 180V’ta 20 dk yiiriitiildii. Yiirlimesi tamamlanan jel glimiis
boyama yapmak igin fiksatif soliisyonuna almip gece boyu inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasinda glimiis boyama protokolii geregince jel 20 dk yikama soliisyonunda inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonrasinda 2 dk duyarlastirma soliisyonuyla inkiibe edilen jel 2 kez
soguk ddH:O ile yikandi. Yikama sonrast 20 dk giimiis boyama soliisyonuyla inkiibe
edilen jel 2 kez soguk ddH2O ile yikandi. Jel yikama sonrasi bantlar goriiniir hale gelene
kadar gelistirme soliisyonunda inkiibe edildi ve durdurma soliisyonu ile reaksiyon
durduruldu. Kullanilan soliisyon igerikleri Tablo 2.5’te verilmistir. Daha sonra jel ddH>O
icerisine alinarak asetik asit ve diger kimyasallardan uzaklastirildi ve jel lizerinde sadece

peptit bantlarinin kalmasi saglandi. Jel goriintiisii VersaDoc (BioRad) cihazi ile ¢ekildi.
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Tablo 2.5: Giimiis boyama soliisyonlarinin igerikleri. Tiim soliisyon bilesenleri 100 mL
soliisyon hazirlamak i¢indir. Verilen bilesenler 100 mL’ye ddH>O ile tamamlanmaktadir.

Fiksatif Soliisyonu

Asetik asit 12 mL
%70 Etanol 50 mL
Formaldehit 50 uL
Yikama Soliisyonu

%70 Etanol [ 20 mL
Duyarlastirma Soliisyonu

Sodyumtiyo siilfat.5SH>O ‘ 31,4 mg
Boyama Soliisyonu

Glimiis nitrat 02¢g
Formaldehit 76 nL
Gelistirme Soliisyonu

Sodyumtiyo siilfat.5SH>O 0,63 mg
Sodyum karbonat 6g
Formaldehit 50 uL
Durdurma Soliisyonu-1

Asetik asit ‘ 12 mL
Durdurma Soliisyonu-2

Asetik asit ‘ 2 mL

3.2.MCF10A ve MCF7 Hiicre Hatlarimin Kiiltiir Edilmesi

3.2.1. Hiicrelerin Kiiltiir Edilmesi

Deneylerde kullanilmis olan MCF-10A hiicreleri; DMEM/F-12 (Dulbecco's Modified
Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12) besiyeri igerisinde, %10 Fetal Bovin Serum (FBS),
%1 Penisilin/Streptomisin (P/S) ve %1 MEGS (Mammary Epithelial Growth Supplement,
Gibco) icerigi ile biiyiitiildii. MCF-7 hiicreleri ise DMEM (Dulbecco's Modified Eagle
Medium, Gibco) besiyeri igerisinde, %10 Fetal Bovin Serum (FBS), %l
Penisilin/Streptomisin igerigi ile biiyiitiildii. Kiiltiir sliresince hiicre hatlar1 %5’°lik COz’de
37°C’de inkiibe edildi. Hiicreler ekim islemi sonrasinda 2-3 giinde bir, hiicre
yogunlugunun %75 oldugu zaman pasajlandi. Hiicrelerden ileri siireglerde yapilacak

caligmalar i¢in saklama alind1 ve s1v1 azot igerisinde muhafaza edildi.

3.2.2. Hiicrelerden Saklama Alinmasi

Tripsinize edilip kaldirilmis olan hiicreler 400 x g’de 10 dk santrifiij edildi ve siipernatant

atild1 Ardindan %70 DMEM, %20 FBS ve %10 DMSO (Dimetilsiilfoksit) i¢ceren saklama

besiyeri hazirlandi ve hiicreler besiyeri igerisinde ¢oziildii. Her bir kryotiipiine 1 mL olacak
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sekilde hiicreler dagitildi. Kryotiipler -80°C’de kryo-dondurucu saklama kutusunda

(Nalgene) gece boyu bekletildikten sonra s1vi azot i¢erisinde muhafaza edildi.

3.3. Lasioglossin LL-I11/37 ve NSP10 Peptitlerinin Hiicre

Canhliklarina Etkisinin Belirlenmesi

Coziildiikten sonra birkag¢ pasaj gecirilmis hiicreler 96 kuyulu plakada kuyu basina 10.000
hiicre olacak sekilde 3 tekrarli ekildi. 24-48 saat inkiibasyon sonrasinda besiyerleri
uzaklagtiritlip literatlir referans alinarak 100-50-20-5 uM olmak tzere 4 farkh
konsantrasyonda peptit 100 pnL DMEM igerisinde hiicrelere uygulandi. Yine literatiir
referans alinarak 24 saatlik inkiibasyon yapildi. 24 saatin sonunda peptit iceren besiyerleri
uzaklastirildi ve kuyular PBS ile yikandi. Daha sonra WST-1 hiicre proliferasyon Kkiti
(Cayman) kullanilarak kuyu bagina 10 pL WST-1 karisimi total hacmi DMEM ile 100
pL’ye tamamlanip hiicreler iizerine eklendi ve 2 saat %5’lik CO;’de 37°C’de inkiibe
edildi. 450 nm absorbans degerinde 6l¢iim alind1 (Sekil 2.2).

10.000 ~ ) 24 saat
50 S hiiere/kuyu, (ESSEEEETTETTTTT 5-20-50-100 pM peptit
inkiibasyonu

: 2 saat
: WS'I-1 inkiibasyonu sonrasi
v 450nm’de 6lgiim

Created in BioRender.com  bio

Sekil 2.2: Lasioglossin LL-I1I/37 ve NSP10 peptitlerinin hiicre canliliklaria etkisinin
belirlenmesi deney semasi (BioRender).

3.4. Hiicrelerin Peptit Inkiibasyonu

MCF10A ve MCF7 hiicreleri uygun kosullarda kiiltiir edildi. Her hiicre hatt1 i¢cin 9 adet ve
toplamda 18 adet T-25 hiicre kiiltiir kaplarma yogunlugu 0,7x10° hiicre/kap olacak sekilde
ekim yapildi. Her hiicre hatt1 i¢in 9 adet kiiltiir kabinin 3 tanesi negatif kontrol, 3 tanesi
Lasioglossin LL-III/37 peptit inkiibasyonu ve 3 tanesi NSP10 peptit inkiibasyonu olarak
kullanildi. Hiicreler %60-70 yogunluga ulasincaya kadar kiiltiir kaplarinda biiyiitiildii ve
peptit inkiibasyonu Oncesi 3 kez PBS ile yikanarak ortamdaki besiyeri artiklari
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uzaklastirildi. 6 adet kiiltiir kabina 20 uM Lasioglossin i¢eren reaksiyon tamponu (DMEM
veya DMEM/F-12 igerisine %10 FBS, %1 P/S ve DMEM/F-12 i¢in %1 MEGS), 6 adet
kiltiir kabina 20 uM NSP10 igeren reaksiyon tamponu eklendi. Negatif kontrol kaplarina
ise peptit igermeyen reaksiyon tamponu eklendi ve tiim kiiltiir kaplar1 37°C’de 24 saat
inkiibe edildi. Deney semas1 Sekil 2.3’te gosterilmistir.

Her hiicre hatth (MCF10A ve MCF7) i¢in;

Negatif 20 nM
Kontrol Lasioglossin
LL-111/37

24 saat inkiibasyon

Sekil 2.3: Hiicrelere yapilan peptit inkiibasyonlarinin deney semast.

3.5. Protein Oziitlerinin Hazirlanmasi

Peptitler ile inkiibasyonu yapilan ve hi¢bir sey uygulanmamis olan hiicreler besiyerleri
uzaklagstirilarak 3 kez fosfat tamponlu salin (PBS) ile yikanip peptit kalintilarindan ve diger
kirliliklerden arindirildi. Daha sonra hiicrelerin iizerine 3 mL PBS eklendi ve hiicre
kaziyict (scraper) ile hiicreler kazinip 15 mL’lik falkon tiiplerde toplandi. Toplanan
hiicreler 400 x g’de 10 dk santrifiij edildikten sonra {zerlerindeki siipernatant
uzaklastirildi. Pelletler, elde edilen pellet miktar1 oraninca RIPA liziz tamponu ve son
konsantrasyonu 1X olacak sekilde proteaz inhibitorii ile siispanse edildi. Hiicre
siispansiyonlar1 1 saat buz iizerinde inkiibe edildi. Ardindan hiicre siispansiyonlarinin
igerisine 0,2 mm ve 0,5 mm c¢apindaki ¢elik boncuklar eklendi ve Bullet Blender cihazi ile
4 tur, 7 kuvvetinde, 4 dk kosullarinda hiicreler lizize ugratildi. 2. ve 4. turlar sonrasinda
tiipler sivi azota daldirip ¢ikarilarak liziz islemi desteklendi. Lizize ugrayan hiicreler
10.000 rpm’de 10 dk satrifiij edildi. Siipernatantlar temiz tiiplere alinarak 15.000 rpm’de
15 dk santrifiij islemi tekrarland1 ve hiicre atiklar1 uzaklastirilarak protein oziitleri elde
edildi. Protein miktarlar1 Bradford analizi ile 6l¢iildii ve 20 pg protein 6ziitii kullanilarak
%12°1ik jel ile SDS-PAGE analizi yapildi.
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3.6. Protein Oziitlerinin Triptik Kesimi

SDS-PAGE ile kalitesi dogrulanan proteinler oncelikle havuz yapildi ve nLC-MS/MS
analizlerinde kullanilmak {tizere filtre yardimli 6rnek hazirlama (FASP) yonteminden
faydalanilarak kesime tabii tutuldu. FASP kesimi i¢in 200 pg protein oziitii (30 pL hacmi
asmayacak sekilde) 200 uL 8 M iire soliisyonu ile karistirilarak 30 kDa’luk membran filtre
tizerine aktarildi. Filtreler kit igerindeki 6zel tiiplere yerlestirilerek 10 dk 15 000 x g’de
santrifiij edildi. Filtrelerin {izerine 8 M fiire soliisyonundan 100 pL daha eklenerek santrifiij
islemi totalde iki kez tekrarlandi. Ardindan filtre iizerindeki tlire yardimiyla kopan disiilfit
baglarinin tekrar olusumunun engellenmesi i¢in 8M {ire tamponu ile hazirlanan
iyodoasetamid (IAA) tamponu membran iizerine eklendi ve tiipler karanlik ortamda 20 dk
bekletildi. Ardindan santrifiij islemi tekrarlandi ve 6rneklerin yikanmasi icin filtre iizerine
2 kez 100 pL 50 mM amonyum bikarbonat (AmBic) soliisyonu eklendi ve santrifiij
islemleri tekrarlandi. Temizlenen Ornekler {izerine 50 mM AmBic igerinde c¢oziilerek
hazirlanan tripsin ¢ozeltisi (53 ng/uL tripsin) eklendi. Kesim islemi i¢in Orneklerin
bulundugu tiipler, kapaklar1 parafilmlenerek gece boyunca 37°C’de inkiibasyona birakildi.
Kesim islemi tamamlandiktan sonra peptitlerin elde edilmesi i¢in 6rneklerin bulundugu
filtreler temiz tiiplere aktarildi ve iizerindeki 6rneklere sirasiyla ikiser kez 40 pL 50 mM
AmBic ve 50 mM NaCl, eklenerek her seferinde santrifiij edildi ve elde edilen peptit
ornekleri tiip igerisine toplandi. Toplanan peptit Ornekleri vakum konsantratoér cihazi
kullanilarak kurutuldu. Daha sonra peptitlerin nLC-MS/MS analizleri i¢in 30 pL %0,1’lik
FA ¢ozeltisi peptitler lizerine ilave edildi ve 15 dk sonik banyoya koyularak siispanse hale
getirildi.

3.7. Peptitlerin Konsantrasyonlarmin Olciilmesi

Kesimi tamamlanan peptitlerin nLC-MS/MS analizleri i¢in esit konsantrasyonlarda peptit
kullanilmas1 gerekmektedir. Konsantrasyonlarinin belirlenmesi igin peptit Orneklerinin
Qubit cihaz1 kullanilarak konsantrasyon Olgiimleri yapildi. Bunun icin ¢alisma
soliisyonundan Ornek basina 199 pL ve reaktiften de 1 pL konularak karisim hazirlandi.
Mevcut karisim Qubit tiipii bagina 199 pL olacak sekilde pay edildi. Daha sonra her tiipe 1
pL peptit 6rnegi konuldu ve yavasca pipetaj yapildi. 15 dk’lik karanlik ortam inkiibasyonu
ardindan tlipler Qubit Fluorometer cihazinin (Qubit 4 Fluorometer) okuma haznesine
yerlestirildi ve protein 6l¢iim programi segilerek peptitlerin konsantrasyonlari 6l¢iildii.

3.8. nLC-MS/MS Analizleri

Peptitler, Q-Exactive kiitle spektrometresine (Thermo Scientific) bagli olan Ultimate 3000
RSLC nano sistemi (Dionex, Thermo Scientific) kullanilarak nLC-MS/MS sistemi ile her

ornek tcer tekrarli olacak sekilde analize tabii tutuldu. Analiz siiresinde sistemler Xcalibur
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4.0 yazilimi (Thermo Fisher Scientific) ile kontrol edildi. Oncelikle A (%0,1 FA) ve B
(%80 asetonitril [ACN] ve %0,1 FA) mobil fazlarinin kullanilmasi ile yiiksek performansh
stvi kromatografisi (HPLC) ayrimi yapildi. Bunun i¢in kesilmis olan peptitler, tuzak (trap)
kolonu iizerinden gegirilerek konsantre edildi ve tuzlar uzaklastirildi. Ardindan peptitler
Acclaim PepMap RSLC C18 analitik kolonuna (75 um x 15 c¢cm x 2 um, 100 A cap,
Thermo Scientific) gonderilerek kromatografik ayrilma islemine tabi tutuldu. Analizler
toplamda 120 dk’da 300 pL/dk akis hiziyla gergeklestirildi. Analiz siiresince kullanilan
ayirma gradyani Sekil 2.4’te verilmistir.

10 1.8
% : Umnft (33 %A
y' \ e %8
/ \ — Flow]jmin]

Sekil 2.4: nHPLC analizinde kullanilmis olan ayirma gradyani.

Tam tarama MS1 spektrumlart su parametrelerle elde edildi: ¢oziintirlikk 70,000, tarama
aralig1 400-2000 m/z, hedef otomatik kazang kontrolii (AGC) 3xXE6, maksimum enjeksiyon
siiresi 60 ms, piiskiirtme voltaj1 2.3 kV. MS/MS analizi, ilk on 6ncii iyonun se¢ilmesiyle
veriye bagli edinim yoluyla gerceklestirildi. Asagidaki parametrelerle ¢arpisma kaynakli
ayrismadan (yliksek enerjili ¢arpismali ayrisma (higher-energy collisional dissociation-
HCD)) olusan MS2 analizi; ¢oziiniirlikk 17,500, AGC 1E6; maksimum enjeksiyon siiresi
100 ms, izolasyon penceresi 2,0 m/z normallestirildi ve ¢arpisma enerjisi (NCE) 27 olacak
sekilde gerceklestirildi. Cihaz, her analiz dncesinde standart bir pozitif kalibrator ile (LTQ
Velos ESI Positive Ton Calibration Solution, Pierce) kalibre edildi.

3.9.nLC-MS/MS Veri Analizi

Elde edilen ham verilerin analizi ve protein tanimlamasi i¢in Proteom Discoverer 2.2
yazilimi1 (Thermo Scientific) kullanildi. Analizler esnasinda kullanilan parametreler peptit
kiitle tolerans1 10 ppm, MS/MS Kkiitle tolerans1 0.2 Da, kiitle dogrulugu 2 ppm, minimum
peptit uzunlugu 6 amino asit, sabit degisiklikler sistein karbamidometilasyonu, kararsiz
degisiklikler metionin oksidasyonu ve asparajin deaminasyonu olacak sekilde ayarlandi.
Her protein i¢in tanimlanan minimum 6zgilin peptit sayis1 1 olarak alindi. MCF10A NK,
MCF10A Lasioglossin LL-II1/37, MCF10A NSP10, MCF7 NK, MCF7 Lasioglossin LL-
I11/37 ve MCF7 NSP10 protein 6ziitiinden elde edilen kromatogramlarin kiyas1 kendi

iclerinde yapilarak deneylerin tekrar edilebilirligi degerlendirildi. Her protein igin
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tanimlanan minimum 6zgiin peptit sayis1 2 olarak alind1 ve elde edilen veriler UniProt

veribankasindan elde edilen verilerle tarandi.
3.10. Biyoinformatik Analizler

nLC-MS/MS analizi sonucu elde edilmis olan proteinlerin karsilastirilmali analizi etiketsiz
miktar Olglimii (label-free quantification) yontemi kullanilarak Proteom Discoverer 2.2
yazilimi ile yapildi. Yapilan analizlerde her iki hiicre hattina ait protein yogunluklari
birbirleri ile goreceli olarak karsilastirildi. Analizlerde tiim proteinleri igeren insan referans
veri taban1 (Proteome ID UP000005640, Ocak 2024) kullanildi. Etiketsiz miktar 6l¢iimi
analizleri ile elde edilmis olan proteinlere ait sonuglar degerlendirilerek anlamli farklilik
gosteren proteinler karsilastirildi. Elde edilen proteinlerin lokasyonlarinin, sayisal ve
kiitlesel kiyaslarinin, kontrol ve karsinojenik hiicre hatlar1 arasinda farklilik gosteren yolak
ve mekanizmalarin belirlenmesi i¢in STRING (https://string-db.org/) ve PANTHER
(https://pantherdb.org/) analizleri yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. Lasioglossin LL-II1/37 ve NSP10 Peptitlerinin Uretilmesi

Lasioglossin LL-III/37 ve NSP10 peptitleri, kat1 faz destegi olarak Fmoc-His(Trt)-Wang
Resin (0,5 mmol/g, 0,3g) iizerinde Aapptec Focus Xi peptit sentezleyici (Siriim 2.0)
kullanilarak kat1 faz peptit sentezi ile kademeli olarak sentezlendi. Yapilan sentez sonrasi,

saflagtirma adimindan Once Tretilen peptitlerin sentezlenebilirligi LC-MS analizi
kullanilarak kontrol edildi (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1: Kati faz yontemi ile sentezlenmis olan peptitlerin iiretiminin LC-MS ile
dogrulanmasi. (a) Lasioglossin LL-III/37, molekiiler agirligi 1902,23 g/mol. (b) NSP10,
molekiiler agirligi 1597 g/mol.
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4.2. Sentezlenen Lasioglossin LL-I11/37 ve NSP10 Peptitlerinin
Saflastirma Sonrasi1 LC-MS ile Kontrolii

Kat1 faz destegi ile sentezlenmis olan peptitler dogrulandiktan sonra NGC Kromotografi
Sistemi lizerinde C18 kolon kullanilarak HPLC ile saflastirildi. Saflastirilan peptitlerin
eliisyonlar1 1 mL’lik eliisyonlar halinde toplandi. Major pikleri igeren eliisyonlarin saflik
durumu LC-MS analizi ile kontrol edildi (Sekil 4.2). Her iki peptitin de yiliksek saflikta
elde edildigi gozlemlendi.
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Sekil 3.2: NGC kromotografi sisteminde saflagtirilan eliisyonlarin saflik durumunun LC-
MS ile kontrolii. (a) Lasioglossin LL-III/37 nin major eliisyon fraksiyonu. (b) NSP10’in
major eliisyon fraksiyonu.

4.3. Lasioglossin LL-111/37 ve NSP10 Peptitlerinin SDS-PAGE Analizi

ile Kontrolii

Saflagtirllip LC-MS ile kontrolii saglanan ve daha sonra liyofilize edilen peptitlerin

kalitatif analizinin gerceklestirilmesi amaciyla SDS-PAGE analizleri yapildi. Peptitlerin
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safsizliklarinin ve genel profillerinin gozlemlenebilmesi i¢in ayirma jelinin konsantrasyonu
stirayla %10- %15- %20 olacak sekilde kademeli ve istiflenme jelinin konsantrasyonu %8
olarak belirlendi. Jele yiiklenecek olan peptitler 40 pL %0,1’lik FA (formik asit) ile
¢oziildii. Bir miktar peptit 1:5 oraninda FA ile diliie edildi. 4 ayr1 hacim olmak iizere (1-2-
4-8 pL) hem derisik hem diliie olan peptit numunelerinden hazirlanan 6rnekler dH>O ve
6X yiikleme boyast ile hazirlandi. Ornekler 95°C’de 3 dk kaynatildiktan sonra jele
yiiklendi. Glimiis boyama ile boyanan jel goriintiilenerek SDS-PAGE analizi ile kontrolii
yapildi. Jel goriintiisii Sekil 3.3’te verilmistir.

Sekil 3.3: (a) Lasioglossin LL-II1/37 ve (b) NSP10 peptitlerinin kalitatif analizi i¢in SDS-
PAGE analizi ile gosterilmesi (Hacimsel yiikleme sirasit her iki jel i¢in de: 1- 1:5
seyreltilmig8 pL, 2- 1:5 dilue 4 pL, 3- 1:5 dilue 2 pL, 4- 1:5 dilue 1 pL, 5- Bos, 6- Protein
marker1, 7- 8 uL, 8- 4 uL, 9- 2 uL, 10- 1 pL peptit).

4.4. Lasioglossin LL-I11/37 ve NSP10 Peptitlerinin Hiicre
Canhliklarina EtKisinin Belirlenmesi

MCF10A ve MCF7 hiicreleri 96 kuyulu plakada kuyu basina 10.000 hiicre olacak sekilde 3
tekrarl1 ekildi. 24-48 saat inkiibasyon sonrasinda besiyerleri uzaklastirilip literatiir referans
almarak 100-50-20-5 uM olmak {lizere 4 farkli konsantrasyonda peptit 100 uL. DMEM
igerisinde hiicrelere uygulandi. Yine literatiir referans alinarak 24 saatlik zaman denemesi
ile hiicre canliliklar1 incelendi. Farkli zamanlarda iki tekrarli olarak gergeklestirilen WST
yontemi sonrasinda elde edilen sonuglar degerlendirilerek hiicrelere uygulanmasi gereken
uygun doz her iki peptit i¢in de 20 uM olarak belirlendi (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4: Lasioglossin LL-I1I/37 ve NSP10 peptitlerinin MCF10A ve MCEF7 hiicrelerine
24 saat inkiibasyonu sonrast hiicre canliliklarina etkisinin kritik dozunun belirlenmesi.

4.5. Reaksiyon Sonrasi Protein Oziitlerinin SDS-PAGE Analizi ile

Kontroli

MCF10A ve MCF7 hiicrelerinde, her hiicre hatt1 i¢in 9 adet kiiltiir kabinin 3 tanesi negatif
kontrol, 3 tanesi Lasioglossin LL-III/37 peptit inkiibasyonu ve 3 tanesi NSP10 peptit
inkiibasyonu olarak kullanildi. Peptitler toksisite analizleri sonucu belirlenmis uygun doz
olan 20 uM konsantrasyonda uygulandi. Inkiibasyon siiresi dolduktan sonra hiicreler PBS
ile yikand1 ve kaziyici ile kazinarak toplandi. Ardindan hiicreler fiziksel ve kimyasal olarak
lizize ugratildi ve protein 6ziitleri elde edildi. Protein konsantrasyonu Bradford yontemi ile
oOl¢iildiikten sonra protein kalitesi SDS-PAGE analizi ile kontrol edildi. Jel Coomassie Blue

Mavisi ile boyandi, yikandi ve goriintiisii alind1 (Sekil 4.6).
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Sekil 3.5: Peptit inkiibasyonlar1 yapilan hiicrelere ait protein Oziitlerinin SDS-PAGE jel
goriintiileri (20 pg konsantrasyonda ylikleme sirasi: 1- Protein marker1, 2- Negatif Kontrol
1, 3- Negatif Kontrol 2, 4- Negatif Kontrol 3, 5- Lasioglossin LL-III/37 1, 6- Lasioglossin
LL-III/37 2, 7- Lasioglossin LL-III/37 3, 8- NSP 10 1, 9- NSP10 2, 10- NSP10 3 protein
oziitl). (a) MCF10A hiicrelerine ait protein oOziitlerinin jel goriintiisii, (b) MCF7
hiicrelerine ait protein 6ziitlerinin jel goriintiisii.
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4.6. nLC-MS/MS Analiz Sonug¢larinin Degerlendirilmesi

Peptit reaksiyonlar1 sonrasinda MCF10A ve MCF7 hiicrelerinin protein oziitlerinin triptik
kesimi ile elde edilen peptitlerin nLC-MS/MS analizleri 3 tekrarli olarak yapildi. Proteom
Discoverer 2.2 programinda yapilmis olan analizler birbirleriyle kiyaslanarak yapilan
deneylerin tekrarlanabilirligi kontrol edildi. Proteom Discoverer programinda Homo
sapiens’e ait tim proteom kullanilarak yapilmis olan analizden toplamda 3836 protein
tanimlandi. Bu proteinler 5 grup halinde karsilastirilarak incelendi: Grup 1) MCF10A LL-
HHI/MCF10A NK, Grup 2) MCF10A NSP10/ MCF10A NK, Grup 3) MCF7 LL-III/MCF7
NK, Grup 4) MCF7 NSP10/ MCF7 NK ve Grup 5) MCF10A LL-III/ MCF7 LL-IIL
Tanimlanan proteinler arasindan giivenilirligi arttirmak icin sadece proteinlerde de bolluk
orani (abundance ratio) 1000 < x <2 ve 0,5 < x < 0,001 arasinda olanlar secildi ve daha
ileri analizlerde kullanildi. Ayrica tanimlanan peptit sayist 2 ve iizeri olan proteinler
secilerek yapilan analizlerin giivenilirligi daha da gii¢lendirildi. Sonug¢ olarak analiz
giivenligini arttirict kisitlamalar sonrasinda Grup 1’de 32, Grup 2°de 31, Grup 3’te 11,
Grup 4’te 8 ve Grup 5’te 1175 protein tanimland1 (Tablo 3).

Tablo 3: nLC-MS/MS analizi sonrasi tanimlanan proteinler.

Grup No Grup Ad1 Protein Sayis1
MCF10A LL-III/MCF10A
1 32
Grup NK
MCF10A NSP10/ MCF10A
2 31
Grup NK
Grup 3 MCF7 LL-III/MCF7 NK 11
Grup 4 MCF7 NSP10/ MCF7 NK 8
MCF10A LL-I1I/ MCF7 LL-
Grup 5 ¢ III/ CE7 1175

Tablo 3’te gosterilen proteinler Venn semasina konularak elde edilen proteinlerin
benzerlikleri belirlendi. Bu proteinlerin 7 tanesinin Lasioglossin LL-III/37 peptitine
maruziyeti sonrast meme kanserinde saglikli meme hiicrelerine kiyasla ifadelerinin
degistigi belirlendi (Sekil 3.6).
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MCF7 LL-III/NK MCF7 NSP10/NK

4
(26.7%)

P6990S - HBA1
P02042 - HBD
P24390 - KDELR1

QI9H3Q1 - CDC42EP4
QINVTYI - ARMC1
P12429 - ANXA3
P05204 - HMGN2

Sekil 3.6: MCF7 meme kanseri hiicrelerinde Lasioglossin LL-I1I/37 peptitine maruziyeti
sonrasi regiile oldugu belirlenen 7 protein. Kirmizi renk ile gosterilenler ifadesi artan (up-
regule), mavi renk ile gosterilenler ifadesi azalan (down-regule) olmus proteinlerdir.

4.7. Biyoinformatik Analizler

MCF7 meme kanseri hiicrelerinde Lasioglossin LL-III/37 peptitine maruziyeti sonrasi
regiile oldugu belirlenen 7 proteinin lokasyonlarinin, sayisal ve kiitlesel kiyaslarinin,
kontrol ve karsinojenik hiicre hatlar1 arasinda farklilik gosteren yolak ve mekanizmalarin
belirlenmesi i¢in STRING (https://string-db.org/) ve PANTHER (https://pantherdb.org/)
analizleri yapildi. STRING analizi sonucunda Sekil 3.7°de gosterilen bitmap elde edildi.

Ortak bir yolak ve mekanizma elde edilemeyen proteinler literatiirde var olan giincel

calismalar 15181nda ayr1 ayr1 arastirildi.

KDELR1

e )

ARMC1

®coc42|zp4 @ -

Sekil 3.7: MCF7 meme kanseri hiicrelerinde Lasioglossin LL-III/37 peptitine maruziyeti
sonrasi regiile oldugu belirlenen 7 proteinin STRING analizi.
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5. TARTISMA

Meme kanseri, diinya genelinde kadinlar arasinda en sik teshis edilen kotii huylu
tiimorlerden biridir ve molekiiler diizeyde ele alindiginda da heterojen bir hastaliktir. Hem
insidans hem de Oliim oranlar1 agisindan degerlendirildiginde 6nem arz eden bir halk
saglig1 problemidir (Harbeck ve digerleri, 2019). Hormon reseptdér durumu ve HER2
ekspresyonu gibi parametrelere gore smiflandirilmalari sonucu hedefe yonelik tedavi
yaklasimlar1 gelistirilmis olmasina karsin 6zellikle tedaviye direngli timdr alt tipleri igin
yeni biyoterapdtik ajanlara ihtiyag duyulmaktadir (Waks ve Winer, 2019). Bu baglamda,
AMP’ler, kanser hiicrelerine kars1 gosterdikleri secici sitotoksisite nedeniyle alternatif
tedavi stratejileri arasinda son yillarda 6ne ¢ikmaktadir ve gelecekteki kanser tedavileri

icin potansiyel adaylar olabilecekleri diistiniilmektedir (Tian ve digerleri, 2022).

Lasioglossin LL-III, L. laticeps tirii yabani arilardan izole edilen katyonik bir
antimikrobiyal peptittir. Bu peptitlerin etki mekanizmasinin  hiicre  zarinin
gecirgenlesmesini  sagladigt ve peptitlerin hiicreye girdikten sonra hiicredeki zar
sistemlerini bozdugu daha o6nce yapilmis calismalarda gosterilmistir (Slaninova ve
digerleri, 2012). Bu tip AMP’ler, 6zellikle anormal fosfolipid dagilimina sahip kanser
hiicre zarlarin1 hedef alarak membran gegirgenligini bozar ve apoptotik siirecleri
tetikleyebilmektedir (Zhang ve digerleri, 2001).

Bu ¢alismada, Lasioglossin LL-III peptidinin LL-I1I/37 analogunun, ER pozitif MCF7
meme kanseri hiicre hatti izerindeki antikanser etkileri ve MCF10A saglikli meme epitel
hiicre hatti iizerindeki seciciligi degerlendirilmistir. Boylece Lasioglossin LL-11I/37°nin ER
pozitif meme kanseri {izerindeki potansiyel antikanser etkileri arastirilmis ve bu konudaki
literatiir eksikligini gidermek amaglanmistir. Bunun i¢in tez ¢alismasi kapsaminda LL-
I11/37 peptidi kat1 faz peptit sentez yontemi ile sentezlenmis ve saflastirilmistir. Daha sonra
her iki hiicre hatt1 i¢in uygun dozajlar, doz-toksisite analizleri (WST-1) ile belirlenmistir.
Oncelikle LL-I11/37 igin 20 uM olarak belirlenen uygun peptit dozunun, NSP10 peptiti igin
de uygunluguna yapilan doz-toksisite analizleri sonucu karar verilmistir. Belirlenen dozlar
MCF10A ve MCF7 hiicre hatlarina tiger tekrarli olarak uygulanmis, 24 saatlik inkiibasyon
siiresi ardindan hiicrelerden protein izolasyonu gerceklestirilmistir. Protein Oziitleri,
hiicrelerin RIPA liziz tamponu ile patlatiimasi ile elde edilmistir. Izole edilen proteinlerin
SDS-PAGE analizi ile kaliteleri dogrulandiktan sonra tripsin ile sindirilerek peptitlere
dontistiiriilmiis ve bu peptitler nLC-MS/MS analizine tabi tutularak protein tanimlamalari

yapilmugtir.

Elde edilen bulgular, LL-III/37°nin MCF7 hiicrelerinde 20uM gibi diisiik bir
konsantrasyonda belirgin sitotoksik etki gosterdigini ve hiicre canliligmi doz bagimh

sekilde azalttigini ortaya koyarken, ayni kosullarda MCF10A hiicrelerinde anlaml diizeyde
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daha az toksisite olusturdugunu gostermektedir. Bu durum, Lasioglossin LL-III/37 nin
hedefe 6zgii sitotoksisite potansiyelini desteklemektedir. AMP’lerin bu segiciligi, 6zellikle
sistemik toksisiteyi azaltma potansiyeli acisindan 6nem arz etmektedir (Hoskin ve
Ramamoorthy, 2008). MCF10A hiicreleri, literatiirde insan saglikli meme epitel dokusunun
iyl bir modeli olarak tanimlandig1 i¢in (Qu ve digerleri, 2015), elde edilen sonuglar
Lasioglossin LL-III/37°nin saglikli dokulara zarar vermeden kanser hiicrelerini hedef

alabilecegini diisiindiirmektedir.

Bu tez calismasinda, Lasioglossin LL-II1/37 (LL-III/37) peptidinin meme kanseri
hiicreleri lizerindeki potansiyel antikanser etkilerini degerlendirmek amaciyla, 6zellikle
kanserli hiicrelerin protein ekspresyon profillerinde meydana gelen degisikliklerin ve olasi
etki mekanizmalarinin aydinlatilmasina yonelik nano-sivi kromatografiyle eslestirilmis
tandem kiitle spektrometrisi (nLC-MS/MS) analizleri ger¢eklestirilmistir. Bu analizler
sonucunda, normal meme epitel hiicre hattit (MCF10A) ile ER pozitif meme kanseri hiicre
hattt (MCF7) arasinda LL-III/37 uygulamasi sonrasinda protein ekspresyon diizeylerinde
anlamli farkliliklar gosteren proteinler tespit edilmistir. Bu farklilik gosteren proteinler
tizerinden LL-III/37’nin kanser hiicre metabolizmasiyla iligkili hiicresel biyolojik siiregler
lizerindeki etkileri degerlendirilmeye ¢ahsilmistir. Ozellikle MCF7 hiicre hattinda,
MCF10A’ya kiyasla LL-III/37 uygulamasiyla birlikte ii¢ proteinin (HBA1, HBD,
KDELRI) ekspresyonunun arttig1 (yukar: regiilasyon), dort proteinin ise (CDC42EP4,
ARMCI1, ANXA3, HMGN2) ekspresyonunun azaldigi (asag1 regiilasyon) belirlenmistir.

Bizim ¢aligmamizda ifadesini artmis olarak gordiiglimiiz Hemoglobin Alt Birimi Alfa 1
proteini (HBA1- P69905) ve Hemoglobin Alt Birimi Delta (HBD- P02042) proteini
baglayici, antioksidan aktivite, organik asit baglayici, hem baglayici, oksidorediiktaz
aktivitesi gibi molekiiler fonksiyonlarma sahiptir. Yapilan ¢esitli ¢alismalarda akciger,
yumurtalik ve kolorektal kanser dahil olmak tizere farkli sekilde ifade edilmektedir
(Bignotti ve digerleri, 2006; Kim, ve digerleri, 2023). Literatiirdeki giincel caligsmalar
incelendiginde HBA1 ve HBD proteinlerinin meme kanserinde protein ifadesine iliskin
dogrudan bir calisma bulunmazken yumurtlalik kanseri olan hastalarda saglikli bireylere
kiyasla 6nemli Olgiide yliksek ifade edildigi gosterilmistir (Woong-Shick ve digerleri,
2005). Bu tez c¢alismasinda elde edilen protein ifadesinin artisina iliskin bulgularin
literatiirde diger kanser tiirlerindekine paralel olmasi yapilan analizin dogrulugunu

gosterdigi diisiintilmektedir.

Bizim ¢alismamizda ifadesini artmis olarak gordiiglimiiz ER Liimen Proteini Tutucu
Reseptor 1 (KDEL1- P24390) proteini KDEL endoplazmik retikulum protein retansiyon
reseptOrleri ailesinin bir iyesidir, sinyal dizilerinin baglanmas1 gibi molekiiler
fonksiyonlara sahiptir; bagisiklik tepkileri ve kanserin ilerlemesinde rol oynamaktadir

(Wang ve digerleri, 2025). Literatlirdeki gilincel calismalar incelendiginde KDELRI1
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proteini  MCF7 meme kanseri hiicre hatti ve meme kanseri ile daha Once
iliskilendirilmemistir. Elde ettigimiz veriler dogrultusunda KDELR1’in meme kanserinde
yukar1 regiilasyonu ilk defa bizim ¢alismamiz ile ortaya konmustur. Fakat bu regiilasyonun
Lasioglossin LL-III/37 peptitinin antikanser 0Ozelligi sonucu mu, meme kanserindeki
anormal ifadesinin sonucu mu oldugu konusunun daha fazla calisma yapilarak arastirilmasi

gerekmektedir.

Bizim ¢alismamizda ifadesini azalmis olarak gordiigiimiiz CDC42 Etkileyici Protein 4
(CDC42EP4- Q9H3QIl) proteini Rho ailesi GTPaz ailesinin efektorlerindendir; GTPaz
baglanmasi, gen ifadesi iizerindeki temel hiicresel siireglerde diizenleyiligi, sitosketal
dinamikler gibi molekiiler fonksiyonlara sahiptir (Farrugia ve and Calvo, 2017).
Literatiirdeki glincel ¢alismalar incelendiginde CDC42EP4 proteininin de meme
kanserindeki rolii ve molekiiler mekanizmalari heniliz kesfedilmemistir. Fakat prostat
kanserinde yapilan bir calismada bu proteinin kritik bir tiimor baskilayici gen olarak
hareket ettigi ve prostat kanseri dokusunda normal prostat dokusuna kiyasla ¢ok daha
diisiik ifade edildigi gosterilmistir (Zhang ve digerleri, 2024). Bu acidan, elde ettigimiz
veriler bu proteinin MCF7 meme kanseri hiicre hattinda da asagi regiile oldugunu
gostermektedir. Fakat yine, bu regiilasyonun Lasioglossin LL-III/37 peptitinin antikanser
ozelligi sonucu mu, meme kanserindeki anormal ifadesinin sonucu mu oldugu konusunun

daha fazla caligma yapilarak arastirilmasi gerekmektedir.

Bizim c¢alismamizda ifadesini azalmis olarak gordiigiimiiz Armadillo Tekrar Igeren
Protein 1 (ARMCI1- Q9NVT9) proteini memelilerde olduk¢a korunmustur ve hiicre
yapismasi, sinyal iletimi, mitokondriyal fonksiyonun diizenlemesi, timo6r olusumu ve diger
stiregler lizerinde 6nemli etkilere sahip oldugu bilinmektedir (Huang ve digerleri, 2021).
ARMCI proteininin memeli mitokondriyal temas bolgesi ve krista diizenleme
sistemi/mitokondriyal zarlar arasi bosluk kopriileme kompleksinin (MICOS/MIB) bir alt
birimi oldugu bildirilmistir (Wagner ve digerleri, 2019). Yapilan calismalar ARMCI1
proteininin mitokondriyal hastaliklarla iliskilendirilebilecegini gostermektedir (Wagner ve
digerleri, 2019). Artmakta olan c¢alismalar, mitokondriyal islev bozukluklarin glioma
tiimor olusumunu tesvik edebilecegini gostermektedir (Chan, 2020; Jin ve digerleri, 2017).
Bu baglamda, literatiirdeki ¢aligmalar incelendiginde ARMCI1 proteinin meme
kanserindeki rolii ve molekiiler mekanizmalar1 heniiz kesfedilmemistir. Fakat prostat
kanserinde yapilan bir caligmada bu proteinin ifade diizeyinin saglikli kontrollerle
kiyaslandiginda 6nemli Ol¢iide daha yiiksek oldugu gosterilmistir (Zhuo ve digerleri,
2025). Literatiirde meme kanserinde ARMCI1 proteininin ekspresyonunun degerlendirildigi
bir ¢alisma bulunmamaktadir. Fakat Zhuo ve ekibinin yapmis oldugu prostat kanseri
caligmas1 ele alindiginda literatiiriin aksine, Lasioglossin LL-III/37 peptitine maruz
birakilan MCF7 meme kanseri hiicrelerinde saglikli MCF10A hiicrelerine kiyasla ¢ok daha
az ifade edildigi gorilmiistiir. Meme kanserinde ARMCI1 proteininin anormal azalisina
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iliskin ifadesi ilk defa bizim ¢alismami ile ortaya koyulmaktadir. Protein ifadesindeki bu
azaligin hiicre canliligini arttirdig distiniilmektedir. Bunun yani sira, elde etti§imiz veriler
dogrultusunda meme kanseri hiicresinde azalan ARMCI1 ekspresyonunun LL-II1/37

peptitinin antikanser etkisi ile baglantili olabilecegi diisiiniilmektedir.

Bizim ¢alismamizda ifadesini azalmig olarak gordiiglimiiz Annexin A3 (ANXA3-
P12429) proteini fosfotidilserin baglanmasinda gorev alir. Ayrica annexinler, pihtilagsma
inhibisyonu, endositoz, ekzositoz, sinyal iletimi, proliferasyon ve apoptoz gibi hiicresel
siireclerde de yer almaktadir (Liemann ve Lewit-Bentley, 1995). Literatiirde bulunan
giincel ¢alismalar incelendiginde, ANXA3 ifadesinin meme kanseri hiicrelerinde saglikli
hiicrelerle kiyaslandiginda daha yiiksek oldugu gosterilmistir (Ozturk, 2022). Bu tez
calismas1 kapsaminda Lasioglossin LL-III/37 peptitine maruz birakilan MCF7 meme
kanseri hiicreleri saglikli MCF10A hiicreleri ile kiyaslandiginda ANXA3 proteininin meme
kanseri hiicrelerinde asagi regiile oldugu goriilmiistiir. Bu baglamda, meme kanserinin
prognozu i¢in dnemli bir biyobelirteg¢ oldugu diisiiniilen bu proteinin regiilasyonunun, LL-

111/37 peptitinin antikanser etkisi ile baglantili olabilecegini diisiindiirmektedir.

Bizim ¢alismamizda ifadesini azalmis olarak gordiigiimiiz Non-Histone Chromosomal
Protein HMG-17 (HMGN2- P05204) proteini gii¢lendiriciler (enhancer) ve promotdrler de
dahil olmak iizere kromatin baglayici ve diizenleyici molekiiler fonksiyonlara sahip bir
protein ailesinin tiyesidir (Hock ve digerleri, 2007). HMGN ekspresyon diizeylerindeki
degisikliklerin kanser hiicrelerinde goriilen transkripsiyonel degisikliklerin bir nedeni mi
yoksa sonucu mu oldugu heniiz netlik kazanmamistir (Nanduri ve digerleri, 2020).
Literatiirdeki giincel ¢alismalar incelendiginde, HMGN2’nin prolaktin hormonuna yanit
olarak ifadesindeki artisin meme kanseri biliylimesinde etkin rol oynadigi gosterilmistir
(Medler ve digerleri, 2016; Schauwecker ve digerleri, 2017). Yapilan daha detayh
analizlerde, HMGN2’nin K2 (Lizin-2) kalintisindin meme tiimorlerinde deasetile oldugunu
fakat saglikli meme dokusunda yiiksek oranda asetillendigini gostermektedir (Medler ve
digerleri, 2016). Bu tez calismasinda elde edilen veriler, Lasioglossin LL-I11/37 peptitine
maruz birakilan MCF7 meme kanseri hiicreleri saglikli MCF10A hiicreleri ile
kiyaslandiginda HMGN?2 proteininin, literatiiriin aksine, meme kanseri hiicrelerinde asagi
regiile oldugunu gostermektedir. Bu baglamda, LL-III/37 peptitinin HMGN2 proteininin
asetillenmesine ve bdylelikle ifadesinin azalmasina sebep olabilecegi ve bu durumun
peptitin antikanser etkisi ile baglantili olabilecegini diisiindiirmektedir. Fakat yapilmis olan
caligmalar LL-III/37 peptitinin HMGN2 proteininin kanser biyomekanizmasi ile iliskisini

anlamak i¢in yeterli degildir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Meme kanseri, diinya genelinde kadinlar arasinda en sik goriilen malignite tlirlerinden
biri olup, yeni vaka sayis1 her gecen yil artmaktadir. Molekiiler siniflandirmalar
dogrultusunda gelistirilen hedefe yonelik tedavilere ragmen, 6zellikle tedaviye direncli
tiimor alt tiplerinde etkinligi yliksek, sec¢ici ve giivenli biyoterapotik ajanlara olan ihtiyag

devam etmektedir.

Bu tez calismasinda, ar1 kokenli antimikrobiyal peptitlerden biri olan Lasioglossin LL-
[I’tin LL-III/37 adli analogunun, MCF7 meme kanseri hiicre hatt1 {izerindeki antikanser
etkileri ile MCF10A saglikli meme epitel hiicre hatti {izerindeki seciciligi
degerlendirilmistir. Bu kapsamda, LL-III/37'nin kanser hiicrelerine 6zgii etkileri molekiiler
diizeyde analiz edilmis, Ozellikle protein ekspresyon profillerindeki degisiklikler

incelenerek potansiyel etki mekanizmalarinin aydinlatilmasi hedeflenmistir.

Yapilan nLC-MS/MS analizleri sonucunda, LL-II1/37 peptidinin MCF7 hiicre hattinda
anlamli diizeyde antikanser aktivite gosterdigi, buna karsin MCF10A hiicrelerinde diisiik
toksisite profili sergiledigi belirlenmistir. Ozellikle, LL-III/37 uygulamasiyla birlikte
MCF7 hiicrelerinde ifade diizeyleri diizeyleri anlamli bi¢imde azalan ARMC1, ANXA3 ve
HMGN2 proteinleri dikkat ¢ekmistir. Bu proteinlerin farkli kanser tiirlerinde anormal
bicimde diizenlendigi bilinmekle birlikte, meme kanseri biyolojisindeki rolleri literatiirde
yeterince aydinlatilmamistir. Bu ¢alisma, s6z konusu proteinlerin LL-1II/37 ile muamele
edilen MCF7 hiicrelerinde saglikli hiicre hattina kiyasla daha diisiik seviyelerde ifade

edildiklerini ilk kez gostermistir.

Elde edilen bulgular, ARMCI, ANXA3 ve HMGN2 proteinlerinin meme kanseri
biyobelirtegleri olarak degerlendirilebilecegini ve LL-II1/37 peptidinin antikanser etkisi ile
bu proteinlerin ekspresyonundaki degisikliklerin iligkili olabilecegini diisiindiirmektedir.
Bu yoniiyle LL-III/37, yeni nesil antikanser ajanlar arasinda umut vadeden bir aday olarak
One ¢ikmaktadir.

Ancak, LL-III/37'nin terapotik potansiyelinin daha net bir sekilde ortaya konabilmesi
icin in vivo hayvan modelleri ve kapsamli klinik 6ncesi ¢aligmalarla desteklenmesi
gerekmektedir. Ayrica, klinik uygulamalara gegis siirecinde karsilagilabilecek bazi
siirliliklarin — drnegin kisa yar1 Omiir, proteolitik degradasyona yatkinlik, immiinojenite
ve hedef dokuya spesifik iletim zorluklar1 — dikkate alinmasi ve bu sorunlara yonelik

¢Ozilim stratejileri gelistirilmesi 6nem arz etmektedir.

Bu baglamda, LL-III/37 peptidinin farmakolojik 6zelliklerinin iyilestirilmesine yonelik
tasiyic1 sistemler, peptit modifikasyonlar1 ve hedefleme stratejileri gibi yaklasimlarin
gelecekteki arastirmalarda degerlendirilmesi Onerilmektedir. Boylelikle LL-III/37nin

meme kanseri tedavisinde klinik uygulamalara kazandirilabilirligi artirilabilecektir.
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