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OZET
TiP-2 DiYABETLI VE MEME KANSERLI HASTALARDA iINSAN
ANTIMIKROBIYAL KATYONIK PEPTITLERIN DUZEYLERININ
ARASTIRILMASI

Sercan KAPANCIK
Yiiksek Lisans Tezi, Biyokimya Anabilim Dali
Danisman: Dog. Dr. V. Kenan CELIK
2015, 66 sayfa
Bu ¢alismada, Tip-2 diyabeti olan ve olmayan meme kanserin de ve yalnizca tip-2

diyabetli bireylerin serumlarinda antimikrobiyal etkili katyonik peptidlerin (HNP-3,
HNP-4, LL-37, HBD-1, HBD-3) ve D vitaminin diizeyleri 6l¢iilmiistiir. Calismanin
amact meme kanseri ve Tip2 diyabette bu parametrelerin diizeylerinin saptanarak
kontrol grubuna ve birbirlerine gore farkliliklarinin belirlenmesidir.

Deneysel verilere gore; Her bir gruptaki bireylerin  HNP-3 degerleri
karsilagtirildiginda gruplar arasindaki farklilik 6nemli bulunmustur(p<0,05). Gruplara
ait HNP-3 degerleri ikiserli karsilastirildiginda ( Grup 1 ile 2, grup 1 ile 3, ve grup 1 ile
4) farklilik 6nemli bulunurken (p<0,05) diger gruplar arasindaki (grup 2 ile 3, 2 ile 4, ve
3 ile 4) farklilik 6nemsiz bulunmustur (p>0,05). Gruplara ait HNP-4, LL-37, HBD-1 ve
HBD-3 o6lctimleri karsilastirildiginda ise farklilik 6nemsiz bulunmustur. (p>0,05). D
vitamini yoniinden gruplar karsilastirildiginda farklilik 6nemli bulunmustur (p<0,05).
Gruplar ikiserli karsilastirildiginda (Grup 1 ile 2, grup 1 ile 3, grup 1 ile 4) arasindaki
farklilik 6nemli bulunurken (p<0,05), diger gruplar (Grup 2 ile 3, grup 2 ile 4, grup 3 ile
4) arasindaki farklilik 6nemsiz bulunmustur (p>0,05).

Calismamizda antimikrobiyal etkili katyonik peptidlerin hastalikla iligkileri
incelendiginde; Tim peptitlerin meme kanserinde arttigi, diyabette ise o defensinler
hari¢ diger U¢iinde (LL 37, HBDI1 ve 3) artis oldugu saptanmistir. Bir¢ok kanser
arastirmalarinda her ne kadar antimikrobiyal etkili katyonik peptitlerin timor belirteci
olabilecegi sdylense de bulgularimiz bdyle bir tespitte mutlaka diyabet varliginin
aragtirtlmasinin gerekliligini ortaya koymustur. Aksi takdirde yalanci pozitif sonuglar
hatali teshis ve tedavilere neden olabilir. Diger taraftan diyabet grubunda o
defensinlerin miktarlarinin azalmasi1 bagisiklik sistemlerini olumsuz etkileyerek

diistireceginden enfeksiyonlara yakalanma riskleri de artacaktir.

Anahtar Kelimeler: Meme Kanseri, Tip2 diyabet, Antimikrobiyal etkili katyonik
peptitler, HNP-3, HNP-4, LL-37, HBD-1, HBD-3, Vitamin D
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF ANTIMICROBIAL CATIONIC PEPTIDES LEVELS
AMONG THE PATIENTS WHO HAVE TYPE 2 DIABETES MELLITUS AND
BREAST CANCER

Sercan KAPANCIK

Master of Science Thesis, Department of Biochemistry
Supervisor: Associate Prof. Dr. V. Kenan CELIK
2015, 66 pages

In this study it was measured antimicrobial cationic peptides levels and vitamin D levels
among the patients who have only breast cancer, only type 2 diabetes mellitus, both
type 2 diabetes mellitus and breast cancer. Aim of the study is to determine these
parameter levels on breast cancer and type 2 diabetus mellitus and find out the
differences among themselves and control group.

According to experimental datum, when we compare HNP-3 level with each
group the difference was found significant(p<0,05). When it was compared within the
groups two each two at a time differences were found significant. On the other hand,
differences among the other groups (group 2 and 3, 2and 4, 3and 4) were found
irrevelant (p<0,05). While we compare the data for HNP-4, LL-37, HBD-1 and HBD-3
on group difference wasn’t important to as well (p>0,05).When we equate the
difference in terms of vitamin D it was found significant (p<0,05). While it was
compared within the groups two each two at a time as group 1 and 2, group 1 and 3,
group 1 and 4 differances were found important(p<0,05), in spite of this, differences
among other groups were found insignificant (2 and 3, 2 and 4, 3 and 4)

In our study, when it was investigated the relationship between antimicrobial
cationic peptides and disease it was figure out that these peptides increases on breast
cancer. Besides, o defencins other peptides were also increased among diabetes patients.
Although many studies Show that these antimicrobial peptides could be an tumor
indicator, our study results point out that also diabetes presence should have
investigated. Otherwise false positive result may cause erroneous diagnosis and
treatment. On the other hand if o defensins levels decrease among the patients, who
have diabetes, it can affect immune system in a bad way. And as a result of this,
probability to get an infection may increase.

Keyword: Breast Cancer, Tip2 diabetes, Antimicrobial cationic peptides, HNP-3, HNP-
4, LL-37, HBD-1, HBD-3, Vitamin D
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1.GIRiS

1.1.Meme Kanseri

Meme kanseri, kadinlar arasinda en yaygin goriilen kanser tiirii olup, kadinlarda goriilen
tim kanserlerin yaklasik %30’unu olusturmaktadir. Avrupa’da yilda 180.000 Amerika
Birlesik Devletleri’nde yillik meme kanseri teshisi konulmus kisi sayisi yaklagik olarak
182.000°dir buda kadinlar arasinda tiim kanser tiirlerinin yaklasitk % 26’sin1
olusturmaktadir.[1]

Kiresel kanser istatistiklerinin (GLOBOCAN) verilerine gore 2012 yilinda diinya
capinda 14,1 milyon meme kanseri olgusuna rastlanmis ve 8,2 milyon kisinin kansere
bagli 6liimii rapor edilmistir. Buda kadinlar arasindaki kanser dliimlerinin % 13,7 sini
ve kadinlarla erkeklerin olusturdugu tiim kanser oliimlerin %6’sin1 olusturmaktadir.[2]
Yasla birlikte meme kanseri insidansi artmaktadir ve gelisiminde dogurulan ¢ocuk
say1s1, beslenme aliskanligi, genetik faktorler, cevresel etkenler, hormonal ve fizyolojik
faktorlerin neden oldugu diistiniilmektedir. [3,4]

Diabetes Mellitus birgok kanser tipinde artan risk ile iliskilendirilmektedir, meme
kanseri ile diabetes mellitus arasinda iligki ise yapilan c¢alismalarla agik bir sekilde
ortaya konulmaya galisilmaktadir.[45]

Hiperinsiliinemia, Ostdrojen, testesteron ve insiilin bagli biiyime faktdrlerin
konsantrasyonu indirekt veya meme dokusuna direkt etki ederek meme kanseri riskini
artirabildigi  distniilmektedir[46]. Tip 2 diyabet insiliin direnci ve hastalik
baslangicindan hem 6nce hem sonra uzun siire artan pankreatik insiliin sekrosyonu ile
iligkilendirilmis ve insiilinin meme dokusu iizerinde mitogenik etkiye sahip oldugu
gosterilmistir[49,50]. Ayrica, insiilin reseptorlerinin meme kanseri hiicrelerinde asiri
bir sekilde iiretildikleri de saptanmistir[51,52]. Bu nedenlerden dolayi tip-2 diyabetin

meme kanseri riskini arttirabilecegi diisiiniilmektedir.

1.2. Arastirmanin Amaci

Bu ¢alismada, Tip-2 diyabeti olan ve olmayan meme kanserin de ve yalnizca tip-2
diyabetli bireylerin serumlarinda antimikrobiyal etkili katyonik peptidlerin ( HNP-3,
HNP-4, LL-37, HBD-1, HBD-3) ve D vitaminin diizeyleri 6l¢iilmiistiir. Calismamiz
meme kanseri ve Tip2 diyabette bu parametrelerin dizeylerinin saptanarak kontrol

grubuna ve birbirlerine gore farkliliklarinin belirlenmesi amaciyla yapilmistir.



2.GENEL BIiLGIiLER

2.1. Meme Kanserinin Etiyolojisi
2.1.1. Reproduktif 6yku
Ostrojen alt tiplerinin (dstradiol, dstriol, 6stron) modulasyonu over fonksiyonlar ile
saglanir (menars, gebelik ve menapoz). Menapozdan sonra ise Ostrojenin ana kaynagi
adrenal bezlerden salgilanan dehidroepiandrosteron’dur (DHEA) ve periferik yag
dokusunda metabolize edilerek Ostradiol ve Ostrona doniisiir. Ostrojen hormonuna
maruz kalinan siirede artis olmasi, meme kanseri gelisme riskinde artigla
iliskilendirilmistir. Ostrojene maruz kalman siirenin azalmasinin ise koruyucu bir etkiye
neden olacag diisiiniilmektedir [5,6]. Tam donem gebelikle iliskili olan meme epitelinin
terminal diferansiasyonu da koruyucudur, dolayisiyla ilk canli dogumun daha ileri yasta
yapilmast ve hi¢ dogum yapmamis olmak meme kanseri riskinde artigla
iliskilendirilmigstir. Nulliparite meme kanseri rolatif riskinde 1.2-1.7 artisa neden
olur[7].

Infertilitenin meme kanseri riskini azalttigi bildirilmistir fakat infertilite
tedavisinin meme kanseri riskini ne yonde etkiledigi ¢eligkilidir[8,9].

Indiiklenmis veya spontan diisiik yapmanin meme kanseri ile bir iligkisi olup
olmadig1 gosterilememistir[10,11]. Ayrica Laktasyon meme kanseri riskini azalttigi
belirtilmistir[12,13].

2.1.2. Ailesel/genetik risk faktorleri:

Aile Oykiisti varligi meme kanseri agisindan énemli bir risk faktordur. Bir adet birinci
derece akrabada meme kanseri olmasi, meme kanseri riskini 1.80 kat artirir. Iki tane
birinci derece akraba varliginda ise bu risk 2,9 kat artar. Meme kanserine yakalanmig
olan akraba 30 yasindan once tani almus ise risk 2,9 kat, 60 yasindan sonra tan1 konmus
ise risk 1,5 kat artar [14].

Meme kanseri olgularinin %5-10’unun genetik oldugu bilinmektedir [15,16].
Kalitsal meme kanseri ile iliskili ¢esitli genler saptanmistir. Bu genler i¢inde en
onemlileri BRCAL1 (17912-21), BRCA2 (13q14), TP53 ve PTEN genleridir. Ailevi
meme kanseri olgularinin ¢ogunda BRCA1 ve BRCA2 gen mutasyonlar1 saptanmistir.
TP53 ve PTEN mutasyonlari ise ailevi meme kanseri olgularinin %]1’inden daha az

kismindan sorumludur[17].



2.1.3. Cevresel faktorler

2.1.3.1.Sosyoekonomik diizey

Yiiksek sosyoekonomik diizey meme kanseri gelisimi acisindan 2 kat artmus riski ifade
eder. Ancak bu durum bagimsiz bir risk faktorii olarak degerlendirilmez; reprodiiktif

aliskanliklardaki degisiklik nedeniyle ortaya ¢iktigi diistintilur[18].

2.1.3.2. Radyasyona maruz kalma
Ozellikle 10-14 yas arasinda, memenin aktif olarak gelistizi donemde, radyasyona
maruz kalma meme kanseri riskini artirmaktadir. Amerika Birlesik Devletleri’nde
meme kanseri olgularimin yaklasik %1 inin tan1 ama¢li mamografiye bagli gelistigi
diistiniilmektedir[19]. 45 yasindan sonra radyasyona maruz kalma veya radyoterapi
meme kanseri riskini etkilememektedir[20].

Tanisal amagla yapilan islemlere bagli olarak olusan radyasyona maruziyetin ise
meme kanseri riski ile iligkisi tartigmalidir. Genetik gecis riski olanlar disinda bu risk

yok veya dikkate alinmayacak kadar diisiik olarak kabul edilir [21,22].

2.1.3.3. Alkol kullanim

Calismalarda alkol tiiketiminin miktar: ve slresinin de meme kanseri riskini arttirdigini
gostermektedir[23]. Alkol tiiketiminin Ostradiol serum diizeylerini yiikselttigi
bilinmektedir. Bir¢ok ¢alismada orta diizeyde alkol alimimin (her giin 1-2 kadeh) meme
kanseri riskinde %30-50 oraninda artisa neden oldugu bildirilmistir[24]. Geg¢miste
yapilan bir toplum-bazli ¢calismada artmis alkol aliminin dstrojen reseptdr pozitif meme

kanseri gelisiminde etkili oldugu gosterilmistir[25].

2.1.3.4.Egzersiz

Fiziksel avtivitede artis 6zellikle premapozal kadinlarda meme kanseri riskinde azalma
ile iligkilendirilmistir[26-27]. Bu konu ¢ok tartismali olmakla birlikte diizenli egzersiz
yapilmasiin anovulatuvar sikluslarin sayisini artirarak meme kanseri riskini azalttigi

diistiniilmektedir[26].



2.1.3.4. Beslenme alisgkanhgi
Yag igerigi yiiksek yiyeceklerin uzun siireli tiikketiminin de serum 6strojen diizeylerini
yiikselterek meme kanseri riskinde artisa katkida bulunduguna dair bazi kanitlar vardir.
Ancak bu konuyla ilgili ¢alismalarin sonuglar1 geliskilidir. Haftada 5 kez kirmizi et
yenilmesi ile meme kanseri riskinde artis oldugu bazi ¢alismalarda gosterilmistir[28,29].
Son yillardaki epidemiyolojik c¢alismalar, vitamin D’nin meme kanserine karsi
koruyucu bir roli olabilecegini ortaya koymustur[30,31].
Sigara ile meme kanseri arasindaki iliski de ¢eliskilidir. Calismalarda ¢ok degisik
sonuglar elde edilmekle birlikte, eslik eden baz1 diger faktorlerle birlikte riski artirdig:
diisiiniilmektedir[32,33].

2.1.3.5.Hormonal Faktorler

Meme kanseri gelisiminde risk faktorlerinden birisi de hormonal faktdrlerdir. Intrauterin
(rahim ici) hayat dahil olmak {izere kadinin uzun siire Gstrojen gibi tireme hormonlarina
maruz kalmasi meme kanseri insidansini arttirmaktadir[35]. Dogurganlik sayisinin
yiiksekligi, menarsin ileri yasta baslamasi ve menopoz meme Kkanseri riskini
azaltmaktadir[35].

[Ik dogum yas1 ile meme kanseri olusma riski arasinda da iliski gdzlenmistir.
Ornegin ilk canli dogumunu 30 yasindan sonra yapmis bir kadinda meme kanseri
olusma riski, ilk dogumunu 18 yas ve Oncesinde yapmis bir kadina gore 2-5 kat daha
fazla oldugu belirlenmistir[36]. Postmenopozal dénemde hormon tedavisi kullananlarda
meme kanseri riski kullanmayanlara gore artmaktadir. Ozellikle ailede meme kanseri

Oykiisii olan kadinlarda oral kontraseptif kullanimi, meme kanseri olusumu icin risk

faktoradar[37].

2.1.3.6. Viicut Kitle indeksi (VKI)

Asint  kilolu veya obez kadinlarda postmenapozal meme kanseri daha sik
gorilmektedir[26]. Tiim diinyada meme kanseri vakalarinin %25’inin asir1 kilo, obezite
ve sedanter hayat tarzina baglh oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica postmenopozal obez
kadinlarda seks-hormonu baglayici globulin orani daha diistiktiir ve bunun sonucunda
dokularda estrone(E1) orani daha yiiksektir. Yine, hiperinsiilinemi ve yiiksek diizeyde
insulin-like growth factor-1 salinimi1 olan kisilerde, overlerde androjen {iretimi artar ve

bunun sonucunda yag dokularinda aromatizasyon ile dstrojen diizeyi artabilir[34].
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2.2 Diabetes Mellitus (DM)

Diabetes mellitus, insiilin eksikligi, insiilinin yetersizligi veya her ikisindeki
bozukluklardan kaynaklanan, 6zellikle hiperglisemi ile karakterize, karbonhidrat, lipid
ve protein metabolizmasi bozukluklari ile seyreden yasam boyu siiren metabolik bir
hastaliktir[38].

Tip 2 diyabet en sik goriilen diyabet tipi olup siklig1 %85-90 civarindadir. Dunya
capinda 151 milyon kisi diyabet tanis1 almistir ve bu oranin 2025 yilinda 324 milyona
yaklasacagi tahmin edilmektedir[39]. DM prevalansi gelismekte olan tlkelerde yaklasik
olarak %2,5 gelismesini tamamlamis iilkelerde %S5 ile %10 arasindadir, Glkemizde ise
bu oranin %7,2 oldugu bildirilmektedir[40,41]. Siklig1 yasla birlikte artar, 65 yas tistu
sikligi %25’e kadar ulasir[42]. Ayrica her gegen giin diyabete bagli hastalik ve 6lum
orani da artmaktadir. ABD’de 6liim nedenleri arasinda tigiincii siradadir[43].

Diabetes Mellitus klinik agidan tip I, tip 1l ve tip-1ll diyabet olarak

siniflandirilabilir.

2.2.1.Tip-1 diyabet

Tiim diyabet hastalarinin %5-10’unu olusturan tip I DM; insiilin yetmezligi, bazal
durumda dahi ketoasidoza yatkinlik ve yasami devam ettirebilmek i¢in mutlak insiilin
bagimlilig1 ile ortaya ¢ikmaktadir. Tip I DM, Genellikle otoimmun kaynakli olarak
gelismekte olan hastaligin, genellikle cocukluk ¢agi ve geng erigkin yaslarda ortaya
ciktig1 bilinmektedir. Hastalarda ¢ogunlukla (% 60- 90) pankreatik adacik hiicrelerine
ve farkli karakterdeki MHC antigenlerine karsi autoantikorlar ve otoimmin

destriiksiyon meydana gelir[39,40].

2.2.2.Tip-2 Diyabet
Tip 2 diyabet 6nceki adiyla insiiline bagimli olmayan diyabet veya eriskin donemde
ortaya cikan diyabet, insiilin direnci ve buna bagh insiilin eksikligi baglaminda
hiperglisemi ile karakterize edilen bir metabolik hastaliktir[44].

Klasik semptomlar arasinda asir1 susama, sik idrara ¢ikma ve kisinin kendisini
strekli a¢ hissetmesi bulunmaktadir. Diyabetli hastalarin %90’1 tip II diyabetten
olusurken tip-1 diyabet ile tip-3 diyabet, yaklagik %9-10’unu olusturmaktadir[44].



2.2.3.Tip-3 Diyabet

Bu iki ana grup disinda tip III diyabet olarak adlandirilan ikincil diyabet; pankreatik,
hormonal veya genetik faktorlere veya alinan ¢esitli ilag veya Kimyasallara bagli olarak
ortaya ¢ikmaktadir. Gestasyonel diyabet gebelik boyunca anormal glikoz tolerans testi

ile karakterizedir ve postpartum dénemde normale donebilir veya anormal kalabilir[40].

2.3.Tip-2 Diyabet ve Meme Kanseri

Diabetes Mellitus birgok kanser tipinde artan risk ile iliskilendirilmektedir, meme
kanseri ile diabetes mellitus arasinda iliski ise yapilan ¢alismalarla agik bir sekilde
ortaya konulmaya calisilmaktadir; Tim diyabet tanis1 konulmus vakalarin %90-95 * ini
Tip-2 diyabet olusturmaktadir ve insiilin direnci ve hastaligin ilk fazlarinda
hiperinsilinemia karakterize edilmistir[45].

Hiperinsilinemia, ostorojen, testesteron ve insiilin bagl buyime faktorlerin
konsantrasyonu indirekt veya meme dokusuna direkt etki ederek meme kanseri riskini
artirabildigi  diistiniilmektedir[46]. Tip 2 diyabet insilin direnci ve hastalik
baslangicindan hem 6nce hem sonra uzun sire artan pankreatik insilin sekrosyonu ile
iliskilendirilmis ve insilinin meme dokusu Uzerinde mitogenik etkiye sahip oldugu
gosterilmistir[49,50]. Ayrica, insiilin reseptorlerinin meme kanseri hucrelerinde asirt
bir sekilde iiretildikleri de saptanmistir[51,52]. Bu nedenlerden dolayi tip-2 diyabetin
meme kanseri riskini arttirabilecegi diisiinilmektedir.

Yapilan bir meta analizde diabetus mellitus (¢ogunlukla tip 2 diyabet) ve meme
kanseri riski arasinda pozitif iliski oldugu belirtilmistir.[48]. Calismanin sonucunda
diyabetli kadinlarda meme kanseri riskinin %20 oraninda arttig1 saptanmistir. Diyabet
ve meme kanseri arasindaki iliski kuzey Amerika, Avrupa ve Asya kitalarinda yapilan

case—control and cohort (grup) calismalar ile desteklenmektedir[48].

2.4. Antimikrobiyal Etkili Katyonik Peptitler

Gunlimduzde, kliniklerde yogun olarak kullanilan antibiyotiklere karsi bakterilerin de
yilksek oranda direng gelistirdigi bilinmektedir. Ik antibiyotik olan penisilinin klinik
olarak kullanimindan kisa bir middet sonra penisiline karsi bir direng gelistigi
belirlenmistir. Gegen zamanda diger antibiyotikler de benzer bir durumla karsilagmis ve
bu giinlerde antibiyotige kars1 gelisen direng hayati bir sorun olarak ortaya ¢ikmistir. Bu

nedenden dolayr arastirmacilar antimikrobik etkili yeni kaynaklarin arayisina

6



yonelmislerdir. Bunlarin arasinda en fazla 6ne ¢ikan grup, canlilarin gevrelerini kusatan
mikroorganizmalara karsi savunmalarinda dogal bagisikligin onemli bilesenlerinden
olan antimikrobiyal etkili katyonik peptitlerdir.

Antimikrobiyal Etkili Katyonik Peptitler dogustan gelen immiin yanitin bir
parcasini olusturmaktadir. Bu peptitler mikroorganizmalar, amfibiyanlar, stringenler,
bocekler, kuslar, bitkiler, ¢esitli memeli hayvanlar ve insanlar gibi her turlii canlidan
izole edilebilmektedirler. Kurbagalardan izole edilen baz1 maddeler, yiizyillarca tedavi
amaciyla kullanilan gesitli ilaclarin bilesimine girmistir; 6yle ki kullanim1 baz1 Giiney

Amerika tlkelerinde hala devam etmektedir. Baz1 6nemli peptitler ;

X Bombinin

X Mellitin

<> Secropin

<> Magainin

X Nisin

X Peksiganan (MSI-78)
<> Defensinler

1962°de Bombina variegata adl1 bir kurbaganin yiizey salgilarindan, antimikrobik
ve hemolitik aktivite goOsteren ve daha sonra 24 aminoasitlik bir peptit oldugu
belirlenerek “bombinin” seklinde adlandirilan madde izole edilmistir[53].

1972°de Apis mellifora adli balarisinin venomundan antimikrobik ve hemolitik
aktivitelere sahip bir peptit olan “mellitin’’ izole edilmistir[53].

1981°de Hyolophora cecropia adinda bir g¢esit ipek bdceginin hemolenflerinden
“sekropin”ler denilen bir grup katyonik peptit izole edilmistir[53]. Secropinler kigik
peptit olup yaklasik 33 aminoasitten olusmakta ve ayni zamanda bakterilerde prolin
artisgin1  engelleyerek zayif hiicre zart olusmasina neden olmaktadir. 1987°de ise
Xenopus laevis adl1 yarali bir Giiney Afrika kara kurbagasinin derisinden “magainin”ler
izole edilmistir.

Nisin yapisinda 34 adet aminoasit bulunmaktadir. Bu aminoasitlerden 8 tanesi
kakdart icerir ve en 6nemlisi lantiyonin ve 3-metil lantiyonin’dir. Zira lantibiyotik terimi
icerdigi bu aminoasitten tiiretilmistir. Bunlarin yanisira dehidroalanin ve dehidrobutirin

gibi diger aminoasit kalintilarin1 igermektedir. Nisin, yapisindaki 27. aminoasidin



tiirtine gore ikiye ayrilir. Eger 27. aminoasit aspartik asit ise Nisin A, histidin ise Nisin
Z olarak adlandirilir.

Antimikrobiyal peptitler arasinda insanlardan izole edilenler defensinler,
kathelisidinler (HCAP-18 / LL-37), histatinlerdir [139]. Memelilerde en &nemli
antimikrobiyal peptit grubu defensinlerdir. Defensinler, omurgalilarin ve omurgasizlarin
her ikisinde de bulunan kictk, sisteince zengin katyonik peptitlerdir. 6 ila 8 sistein
kalintisin1 saklayan 15-20 aminoasitten meydana gelmislerdir [140]. Sistein kalintilart
ve disiilfit baglarinin yerlesimine gore o, f ve teta (0) defensinler olmak iizere {i¢ alt
gruba ayrilirlar.a ve B defensinler insanlardan izole edilmistir. 0-defensinler sadece
rhesus maymunlarinda tanimlanmistir. Teta defensinler insanlarda tanimlanmamistir
[140]. Bagisiklik sisteminin hiicreleri (6rn; nétrofiller ve hemen hemen bitun epiteliyal
hiicreler) mikrobiyali fagosite etmesini saglayan bu peptitleri sentezlemektedirler. Cogu
defensinin isleyisi, elektriksel ¢ekim yoluyla mikrobiyalin hiicre zarini1 delip-gecerek
acillan gecis yolundan hiicre igerigini disariya akitma suretiyle meydana

gelmektedir[54].

2.4.1. Antimikrobiyal etkili katyonik peptitlerin sentezlenmesi

Immiin sistemin enfeksiyon etkenine kars1 spesifik immiin yanitin olusturmasina kadar
gecen siire i¢inde mikroorganizmalar1 etkisiz hale getirebilecek en etkili silahlardan biri
olan katyonik peptitler 6zellikle epitel hicreleri, notrofiller ve fagositik hicreler
tarafindan diisiik enerjiyle hizli bir sekilde sentezlenmekte ve kolaylikla biiyiik
miktarlarda saklanmaktadir. Enfeksiyondan kisa bir siire sonra yiiksek miktarlara ulagan
bu peptidler bircok  mikroorganizmanin  iiremesini  hizla  bir  sekilde
durdurmaktadir[55,56]. Ayrica antimikrobiyal etkili katyonik peptitler birbirleri ile ya
da lizozim, laktoferrin gibi konaga ait diger dogal savunma faktorleriyle ve ¢esitli
antibiyotiklerle de ayn1 yonlii etki olusturabilirler[57,58].

Antimikrobik etkili katyonik peptitler homolog bir aileye ait genler tarafindan, her
peptit i¢in bir gen olacak sekilde kodlanmaktadir. Kromozomlar tizerinde lokalize
olarak bulunan bu gen ailesi, eksprese olduklar1 dokular ve iiretilebilirliklerine gore
farkli alt simiflardan meydana gelmektedir. Ornegin insanlarda o ve B defensinlerin
lokalize olduklar1 defensin lokusu 8p21-23’iincii kromozomda bulunmaktadir. a ve f
defensinlerin iiretilmesi i¢in gereken genler her grup i¢in yiiksek oranda dizi benzerligi

gOstermesine ragmen birbirlerinden oldukga farklidirlar[59,60].
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Genlerde kodlanmis olan AMKP’lerin ilk translasyon urinleri prepropeptitlerdir.
Bu prepropeptitler endoplazmik retikulumu hedef alan bir N-terminal sinyal dizisi, bir
prosegment ve antimikrobik aktivite gosteren kisim olan bir C-terminal katyonik peptit
olmak tizere ii¢ kisimdan olusmaktadir. Anyonik yikli olan prosegmentin biyolojik
fonksiyonlari, C-terminalinin dogru bir sekilde katlanmasini, hiicreler arasi gecisin
duzenlenmesini ve olgun peptitlerin aktivitelerinin inhibe edilmesini saglamaktadir.
Propeptitler hiicre igindeki siirecin ileri sathalarinda ya da hiicre disina salgilandiktan
sonra parcalanmaktadirlar. AMKP’ler genellikle ya propeptit ya da olgun C-terminal

peptit seklinde depo edilirler[59,60].

2.4.2.Antimikrobik etkili katyonik peptitlerin yapisal o6zellikleri

Gegtigimiz yillarda bir ¢ok peptit yapisinda antibiyotik tanimlanmis ve bunlar genel
olarak iki ana simifa ayrlmustir. Ilk grupta non-ribozomal olarak sentezlenen
polimiksinler, gramisidinler, basitrasinler ve glikopeptitler gibi antibiyotikler yer
almaktadir. Bunlar genellikle mikroorganizmalar tarafindan bol  miktarda
uretilebilmekte, bazen de bu peptitlerin modifiye edilmesiyle ortaya ¢ikarilan
bilesenlerdir. Ikinci grupta ise ribozomal olarak sentezlenen ve dogustan gelen
bagisikligin  peptitleri olarak da adlandirilan antimikrobik etkili  katyonik
peptitler(AMKP) yer almaktadir. Bunlar bakterilerden insanlara kadar tiim canlilar
tarafindan sentezlenereck dogal bagisiklik sisteminin en onemli asamalarindan birini
olusturan dogal peptitlerdir[53].

Antimikrobiyal etkili katyonik peptitlerin yapilar primer ve sekonder olmak tzere
iki ana baslikta incelenebilir. AMKP’lerin primer yapisi genellikle 12 — 50 aminoasit
uzunlugunda olup, yaklasik % 50 oraninda hidrofobik aminoasit iceren ve sahip
olduklar1 lizin ve arjinin aminoasitlerinden dolay1 pozitif yiikli bir yapidadir. Bu pozitif
yuk genellikle +2 degerindedir fakat nadirde olsa +4, +6 ya da +7 de olabilmektedir.
Katyonik peptitlerin sekonder yapisi ise igerdikleri disiilfit baglar1 araciligiyla ya da
mikrobiyal membranmna temas etmeleri sonucunda kendi (zerlerine katlanarak g
boyutlu amfipatik yapilarin olugsmasi suretiyle meydana gelir. Bu yapilar hem polar
pozitif yiiklii aminoasitlerden olusan bir hidrofilik kistm, hem de non-polar nétral
aminoasit yan zincirlerini igeren bir hidrofobik kisimdan olusmaktadir. Katyonik

peptitler bu yapilar ile hidrofobik bir i¢ kisim ve negatif yiikli hidrofilik dis gruplar



bulunan bakteri membraniyla ¢ok iyi iligki kurabilmektedir[61,64]. Antimikrobik etkili
katyonik peptitlerin sekonder yapilar1 asagida belirtigi gibi dort gruba ayrilmaktadir.

2.4.3.Antimikrobik etkili katyonik peptitlerin sekonder yapilari

2.4.3.1. B-seridi iceren peptitler

Bu gruptaki AMKP’lerin yapisal 6zellikleri, 16 ile 40 aminoasit uzunlugunda olup
sistein aminoasitit agisindan zengin olmalar1 ve yapilarinda B-seridi icermeleridir.
Icerdikleri B-seritleri birbirine iki ya da daha fazla disiilfit kopriisii ile baglanmis
antiparalel ‘Bkz.sekil.1A’  bir yapida bulunmaktadir. B-seridi iceren bazi biiyiik
peptitler bu yapiya ilave olarak bazen kiiciik bir helezonal kisim da icerebilirler[65,66].
Bu gruptaki peptitler arasinda o ve [ defensinler, protegrinler ve takiplesinler
gosterilebilir[54].
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Sekil 1. Antimikrobik etkili katyonik peptitlerin sekonder yapilari.
A: B-seridi igeren peptit (Human [-defensin 2),B: Amfipatik a-helezonal peptit
(Magainin 2),C: Uzun zincirli peptit (indolisidin).D: Halka yapisindaki peptit (Tanatin)

2.4.3.1.2. a-helezonal peptitler

Bu gruptaki peptitlerin ayirt edici 6zellikleri, 20-40 aminoasit uzunlugunda olup sistein
icermeksizin lineer ya da o-helezonal yapida olmalari ve genellikle molekiiliin
merkezinde zayif bir kiviim ‘Bkz.sekil.1B’ olusturmalaridir. Mellitin, magaininler,
sekropinler, katelisidinler, buforin 11, LL-37 ve farkli canlilardan izole edilmis miyeloid
antimikrobik etkili peptitler olan PMAP (domuzdan), SMAP (koyundan) ve BMAP
(s1igirdan) 6nemli a-helezonal peptitler den birkacidir [54, 65, 66].

10



2.4.3.1.3. Uzun zincirli peptitler
Bu grupta bulunan peptitlerin ayirt edici 6zellikleri, 40 - 80 aminoasit uzunlugunda olup
yuksek oranda pirolin ya da glisin icermeleridir. Klasik sekonder yapilardan yoksun
olan bu peptitler son sekillerini ‘Bkz.sekil.1C’ aminoasitler arasindaki baglar yerine
hidrojen ya da Van der Waals baglariyla membran lipitleriyle aralarinda gergeklesen
etkilesim sonucu alirlar[27,56]. Indolisidin, PR 39 ve profeninler uzun zincirli peptitler
arasinda bulunmaktadir[65].

Yukarida bahsedilen AMKP’lerin sekonder yapilari arasinda dogada en yaygin

bulunanlar B-seridi ve a-helezon igeren peptitlerdir[54,65].

2.4.3.1.4.Halka yapisindaki peptitler

Bu gruptaki AMKP’lerin en ayirt edici 6zelligi yapilarinda tek bir disiilfit, amid ya da
izopeptit bagi ile meydana gelmis ‘Bkz.sekil.1D’ bir halka icermeleridir. Baktenesin ve
tanatin gibi peptitler halka yapisindaki peptit grubundadirlar [54,66].

2.4.4. Antimikrobik etkili katyonik peptitlerin etki mekanizmalari

Antimikrobiyal etkili katyonik peptitlerinin hidrofobik ve pozitif yiikli olmasi bu
maddelerin mikrobiyal membraniyla etkilesime girmeleri igin ¢ok Onemlidir.
AMKP’lerin bircogu bu 6zelliklerinden dolay1 herhangi bir reseptdre ihtiya¢c duymadan
direkt olarak negatif yUkli olan bakteri membran yizeyine baglanarak aktivitesini
gosterir. Gram negatif bakterilerin dis membranin da bulunan lipopolisakkarit (LPS)
tabakast ve Gram pozitif bakterilerde bulunan lipoteikoik asit, AMKP’lerin
baglanabilmesi icin gerekli olan negatif yukd bulundururlar. Bunun yani sira
bakterilerin fosfolipit yapisindaki i¢ membraninin da negatif yiiklii olusu antimikrobiyal
etkiyi glclendirmektedir[67,68].

Memelilerde bulunan 6karyot hiicrelerin dis membrani, bakteri hiicresinden farkli
olarak fosfatidilkolin ve sfingomiyelin gibi elektriksel olarak notral, zwitteriyonik
fosfolipitlerden meydana gelmistir. Ayrica memeli hiicrelerinde kolesterol bulunurken
bakterilerin dis membraninda kolesterole rastlanmamaktadir. Bu farkliliklar,
AMKP’lerin insan htcreleri Gzerinde toksik etkileri olmadan bakteriler Uzerindeki
secici ve Olduruci etkilerini agiklamaktadir[69,70].

Yapilan ¢alismalar gostermistir ki, birgok antimikrobiyal etkili katyonik peptit

bakteriler tizerindeki oldiiriicti etkilerini yapilarina, hidrofobikliklerine, blyukliklerine
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veya aminoasitlerinin  dizilislerine bagli olmaksizin  kiiciik miktarda dahi
gerceklestirebilmektedirler. Bu etki tim AMKP’lerin benzer bir mekanizma ile
fosfolipit yapisindaki negatif yiiklii sitoplazma membranina baglanmasi ve bakteriye
nifuz etmesi sonucunda meydana gelmektedir. Bu etkilesimin sonucunda bakteri
hiicresinin membranin da, hiicre i¢i ile dis ortam arasinda iyonlar ve sivilar i¢in bir gegis
yolu meydana gelir. AMKP’lerin sitoplazma membranina ulasabilmesi igin Oncelikle
Gram negatif bakterilerin LPS iceren veya Gram pozitif bakterilerin lipoteikoik asit

iceren dis membranin1 gegmeleri gerekecektir[69,71].
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Sekil 2. Antimikrobiyal etkili katyonik peptitlerin bakteri dis ve sitoplazma
membranin’dan gegisi

A: AMKP’lerin LPS’deki iki degerli katyonlarla yer degistirerek dis membrandan
gecisleri,

B: AMKP’lerin LPS’deki katyon baglayici noktalara baglanarak dis membrandan
gecisleri,

C: AMKP’lerin sitoplazma membranina paralel olarak baglanmasi,

D: AMKP’lerin membranda birikerek agregatlar olusturmasi,

E: AMKP’lerin sitoplazma membraninda kanallar olusturmast,

F: AMKP’lerin sitoplazma membranindan gegerek hiicre igine girmesi.
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Antimikrobiyal etkili katyonik peptitlerin hiicre igine girisin mekanizmasinda ilk
olarak negatif yUkll bir yizey olan LPS ile pozitif yUkli olan AMKP’ler sekil.2A’da
goriildigl gibi ile etkilesime girerler. Antimikrobiyal etkili katyonik peptitlerin LPS’e

*2:dan

olan afiniteleri +2 degerlikli katyonlar olan ve LPS’i bir arada tutan Ca* ve Mg
uc kat daha fazla oldugu icin AMKP’ler ile bu katyonlar yarigmali olarak yer
degistirirler. Bunun sonucu olarak AMKP’ler hiicre dis membran yiizeyinde birikerek
LPS’i noétralize edip dis membranin normal bariyer biitiinligunid bozarlar
‘Bkz.sekil.2B’. BUtunlugu bozulan dis membran bu sekilde hidrofobik yapilar, kiigiik
proteinler, antimikrobik maddeler ve en 6nemlisi AMKP’ler igin gegirgen hale gelir.
Boylece AMKP’ler kendi destekledikleri yolla dis membrandan gecerek fosfolipit
yapidaki sitoplazma membranina ulasirlar[72]. AMKP’lerin - mikrobiyalin  dis
membranin dan gegmesi, bu maddelerin 6ldurtct etkileri icin gerekli fakat tam olarak
yeterli degildir. Hem Gram pozitif hem de Gram negatif bakteriler igin asil Sldiiriicii
olan AMKP’lerin negatif yikli sitoplazma membrani ile elektrostatik olarak etkilesime
girmesidir. Bu olay sirasinda AMKP’lerin hidrofilik gruplar1 ile membran
fosfolipitlerinin hidrofobik zincirleri kars1 karsiya gelir, peptitler sekil 2C’de goruldigl
gibi membrana paralel bir konum alarak membranin biitiinligind bozan gegis
yollari/kanallar olusmasina neden olurlar(sekil 2E)[71,73]. Bu olay1 agiklamak i¢in

cesitli mekanizmalar tanimlanmis, bu mekanizmalardan baslicalart sekil 3. te

belirtilmistir[74-76].
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Kilim modeli

Sekil 3: Antimikrobiyal etkili katyonik peptitlerin baslica 6nemli gecis mekanizmalari

2.4.4.1 Fi¢1 tahtas1 modeli

Fig1 tahtas1 modelinde farkli sayilardaki AMKP’ler membranin i¢ kisminda bir halka
goriiniimiinii olusturacak sekilde dizilirler. Membranda gecis kanallarinin olusmasini
saglayan bu AMKP’lerin her biri figiyr olusturan tahtalara benzediginden dolay1 bu
modele fi¢1 tahtas1t modeli ad1 verilmistir‘Bkz.sekil.3A” [77].

Fig1 tahtast modeli, amfipatik o-helezon yapisindaki AMKP’lerden olusan bir
peptit yigim1 tarafindan olusturulmaktadir. Amfipatik o-helezon yapist disinda
hidrofobik a-helezonal, B-seridi ya da hem a-helezon hem B-seridi i¢eren peptitlerden
olusan bir yigin seklinde de bulunabilirler. Bu modele gore peptitlerin hidrofilik
kisimlar1 ¢6ziicli ile, hidrofobik yiizleri ise membranin lipit kismi ile temas eder ve
sonucta membranda kanallar ya da porlar meydana gelir. Bu modele gore etki eden
AMKP’ler  arasinda  pardaksin, o-5-helezon  6-endoksin  ve  alametisin
bulunmaktadir[78].

14
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2.4.4.2 Kilim modeli

Kilim modeline gore bakteri hiicresinin dis membran yuzeyinde bulunan negatif yikli
fosfolipit gruplar ile pozitif yukli AMKP’ler arasindaki ilk etkilesim elektrostatik
olarak meyadana gelir. AMKP’lerin hidrofilik ytzleri bakteri membranindaki fosfolipit
gruplarla karsilikli gelecek sekilde hedef hiicrenin ylizeyine baglanarak hicreyi bir
kilim gibi orterler ‘Bkz.sekil.3B’. Bu AMKP’ler yeterli konsantrasyona ulastiktan sonra
peptit molekiilleri donerek membranin hidrofobik kismina dogru bakacak sekilde
yeniden yerlesirler ve deterjanlara benzer bir etki gostererek membranin par¢alanmasini
gerceklestirirler[78,79].

Fi¢1 tahtast modelinin aksine Kilim modelinde pozitif yikli AMKP’ler bakteri
membraninin hidrofobik kisminin igine girmezler, bunun yerine hidrofilik kisimlari
birbirine bakacak sekilde konumlanirlar. Ayrica bu mekanizmaya gére AMKP’lerin
belirli bir yapida olmalar1 gerekli degildir, farkli sekonder yapilardan ve blyikluklerden
olusabilirler[77,78].

2.4.4.3. Toroidal model

Toroidal modelin fig1 tahtasi modelinden farkli olarak peptitlerin lipit membran icinde
dikey olarak yerlesmeleri ve her zaman membranin lipit gruplart ile bir arada bulunarak
gecis yollar1 olusturmalaridir. Toroidal modele gore etki eden a-helezonal peptitler
membrana paralel bir konum aldiktan sonra peptitlerin hidrofobik aminoasit gruplari ile
membranin polar gruplart yer degistirirler ‘Bkz.sekil.3C’. Bu durum, membranin
hidrofobik kisminda membrana dik olarak bulunan ve peptit ve lipit gruplart boyunca
uzanan yariklarin olugmasina neden olmaktadir. Bu modele gore etki eden peptitler

arasinda magaininler ve mellitin bulunmaktadir[77,81].

2.4.4.4.Micel agregat modeli

Migel agregat modelinde farkli sayilardaki AMKP’lerin olusturdugu topluluklar,
konsantrasyonlarina ve sitoplazma membranindaki elektriksel etkilesime bagli olarak
membran yilizeyinde yerlesirler. Bu AMKP’ler membran boyunca micellere benzeyen
bolgesel birikmeler meydana getirerek kanallarin  agilmasimna sebep olurlar
‘Bkz.sekil.3D’. [66]. Kurbagadan elde edilen buforin II’nin membranlardan gegisini bu
modele gore gergeklestirdigi belirtilmistir[80].
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Antimikrobik etkili katyonik peptitlerin hiicre icine girdikten sonra olusturduklari
oldarac etkilerinin, pargalanmig membranin gosterilmesinin disinda farkli sekillerde de
goriilebildigine dair gesitli ¢alismalar yapilmistir. Bunlarin arasinda spesifik membran
proteinlerinin sentezinin durdurulmasi (atasinler ve gloverin), stres proteinlerinin
sentezlenmesi, DNA sentezinin bloke edilmesi (PR-39), tek zincirli DNA’nin
pargalanmasi (defensinler), DNA ile etkilesime girerek cesitli hiicresel olaylarin
engellenmesi  (buforinler) ya da hidrojen peroksit Uretiminin tespit edilmesi
sayilabilir[82-85]. Ayrica baz1 peptitlerin etki gosterdigi bazi spesifik enzimatik
hedefler de tanimlanmustir. Ornegin pirolince zengin bir bocek peptiti olan prikorisinin,
saperon destekleyici proteini inhibe eden bir protein olan 1s1 sok proteini DnaK’y1
inhibe ettigi gosterilmistir [77, 89, 90].

ilk kesfedilen antibiyotik olan penisilinin klinik kullanima girmesinden hemen
sonra bu maddeye kars1 direncin gelisebildigi ortaya konulmustur. Penisilin, ila¢ olarak
kullanilmaya baglandig1 siralarda dogada kendisine karsi direngli mutantlarin gelisimine
izin verecek kadar fazla miktarda sentezlenmemekteydi. Ancak penisilinlerin yaygin
sekilde kullanilmaya baslanmasinin ardindan direngli suslar segilerek hizla ¢ogalmaya
baslamis ve bu durum penisilinin kullanimini olduk¢a smirlamigtir. Diger antibiyotik
gruplar1 da benzer sekilde direng problemi ile karsi karsiyadirlar. Katyonik peptitler ise
milyonlarca yildir dogada birgok canli tarafindan bol miktarda sentezlenerek
kullanilmaktadir ve buna ragmen bu maddelere karsi énemli bir direng gelisimi s6z
konusu olmamistir. Bu durum, gelecekte de antimikrobik etkili katyonik peptitlerin
direng gelisimi konusunda ciddi bir sorun yasanmaksizin 6nemli bir antibiyotik grubu

olarak insanliga hizmet edeceginin gostergesidir[99].

2.5. Antimikrobiyal Etkili Katyonik Peptitlerin Kanser Hiucreleri Uzerindeki
Rolleri

Son yillarda kanser tedavisinde bir¢ok basarili gelismeler olmasina ragmen ozellikle
mevcut ilaglarin diistiik spesifikligi ve kemoterapiye olan direngten dolay1 problemler
artmaya devam ediyor. Dogustan gelen bagisikligin efektéor molekiilleri olan
antimikrobiyal etkili katyonik peptitler alternatif antikanser ila¢ molekullerinin
gelistirilmesi icin yeni bir stratejiyi temsil etmektedir. Bu katyonik amfipatik peptitler
kanser hiicreleri ile kanser olmayan hiicreler arasindaki farkliliklar olan fosfotidilserin

(PS), sialik asit, veya heparin silfat gibi negatif yikli membran componentleri bulunan
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kanser hcresi ile etkilesime girebilmektedir. Ayrica kanser hicrelerinde microvillilerin
sayisindaki artis bu peptitlerin etkilesimini artirmaktadir[100].

Antimikrobiyal etkili katyonik peptitler kanser hiicre mebranlarindaki spesifik
negatif yukli membran molekilleri ile etkileserek kanser hiicresini apoptozise
go6tirmektedir[97,98]. Bu ylzden hem primer timorlerde hemde metastatik timorlerde
etkilidir. In vivo calismalarda antimikrobiyal etkili katyonik peptitler birgok kansere
kars1 antikanser aktivite gosterdigi belirtilmistir[95, 96].
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Sekil.4. Membranla ilgili kanser hiicrelerinin spesifik 6zelliklerinin taslagi ve
genetik degisiklikler.

Katyonik antikanser peptidlerin seciciligi, PS gibi hiicre yiizeyinde korunmasiz
bulunan anyonik hedef molekiillerin direkt etkilesimiyle kullanilabilir. PS nin ortaya
cikmasi,(1) varsayilan bir karistiricinin aktivasyonu ve varsayilan bir ATP bagimh
fosfolipid-translokazi igeren birka¢ hiicre prosesiyle iliskilidir. Normalde koruyucu bir
kalkan saglayan kanser ylzeylerindeki protein ve Sialik asit glikolipidlerindeki seviye
artiglari, ayrica pozitif yiiklii peptidler i¢in de bir hedef olabilir. Dahast membran

akigkanligindaki degisiklikler(3) ve pH(4) , yiiksek sayidaki mikrovili(5) varlig
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dolayisiyla kanser hiicrelerindeki artan yiizey alanindan da etkilenebilen peptidlerin
duyarlilik ve aktivitesini etkiler. Son olarak, sitosolik kompartmanlarin i¢ine dogru yer
degistiren peptidler; mitokondrinin anyonik lipidleriyle birbirini etkileyebilir, normalde
tiimor baskilayan p53(6) inaktivasyonunda oldugu gibi; tiimor hiicrelerindeki farkli

degisikliklerle engellenebilen bir proses olan apoptozizi tetikleyebilir

2.5.1.Kanser Hiicresi Dis Membraninda Bulunan Anyonik Fosfotidilserin varhgi
Nitekim kanser ve kanser olmayan hiicreler arasindaki ana farklardan biride
fosfotidilserin (PS) dir. Kanser hiicre membraninin dis yiizeyinde negatif yiiklii bir lipid
olan PS yer almaktadir. Kanser olmayan hiicrelere membranina ziwitter iyonik form
kazandiran fostatidilkolin ve sifingomiyelin bulunmaktadir[101]. Fosfotidilserin ile
birlikte dkaryotik plazma membraninin i¢ yaprakciginda yerlesmis fosfotidiletanolamin
bulunmaktadir. Bu asimetrik dagilim iki membran yaprakcigindaki fosfolipidler
arasindaki etkilesim iyi bir sekilde aciklanmistir[102]. ilk olarak ATP bagiml
aminofosfolipid translokaz aktivitesi tarafindan siirdiiriildiigii varsayildi veya her iki
yapraktaki fosfolipitlerin non-spesifik hareketlerini baslatan Ca* bagimh karistirict
aktivesi tarafindan ortadan kaldirildi[102,103].

Iki yaprak arasindaki major fosfolipidlerin bu asimetrik dagilimi iyi bir sekilde
ayarlanmistir ve ATP bagimli aminophospholipid translokaz aktivitesi tarafindan
strdiiriildiigii varsayilmaktadir yada her iki yapraktaki fosfolipitlerin non-spesifik
hareketini tetikleyen Ca™ bagimli skramblaz aktivitesi tarafindan bu diizen
bozulmaktadir[103].

Bircok kanser hiicresinde membran farkliliklar1 gosterilmistir ve buda kanserde
gelecek vaad eden uniform bir belirtec olabilecegi fikrini ortaya ¢ikardi[104].
Tumorjenik hiicrelerde PS calismalart bu fikir e oOnciliik etmistir. Ik ovaryum
kanserinde [105], PS’nin varligi kanitladi ve bu g¢aligmadan sonra ¢esitli kanser
tiplerinde de PS diizeyinin yiiksek oldugu saptandi.

Genellikle kanser hiicreleri plazma membran dis yaprakgiklarinda PS’yi eksprese
etmekte ve bu PS apoptozisi tetikleyen makrofajlar ve dentrik hiicreler tarafindan fark
edilmektedir[106-108]. Bunula birlikte timor hdcreleri PS’nin varligina ragmen
makrofajlar  tarafindan  taninmasinin  Oniine  gegebilmekte ve  apoptozisi

engelleyebilmektedir. Ornegin akciger ve kolon kanserinde fasL isimli bir molekiiliin
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yikselen seviyede salinimi T-hiicrelerinin Sliim akivatorlerine baglanarak hiicre

6lumunt engellemektedir[109-115].

2.5.2 Kanser Hiicre Yiizeyindeki Sialik Asit Kalintilarinin Artisi

Insan hiicre yiizeylerindeki negatif yiiklerin diger bir kaynagi; glikolipid ve
glikoproteinlere bagli olan sialik asit kalintilar1 tarafindan  sunulmaktadir.
Transmembran mdasinlerin  ekspresyonu, epiteldeki karsinoma hicreleri icin
gosterilmistir[115,116]. Transmembran misin 1, %90’dan fazla oranda meme kanserin
de ve siklikla akciger, over, kolon, pankreatik karsinomalarinda da eksprese
edilmistir[117]. Ayrica ylizey sializasyonunun gelismesi, konak immiin sistemine karsi
koruyucu bir 6zellik sergileyen ¢esitli kanser hiicrelerinin metastatik potansiyali ile
direkt iliskili oldugu belirtilmistir[118,119]. Peptid membran etkilesimi agisindan farkli

duizeylerdeki sailizasyonun etkisi, daha az yogunlukla ¢alisilmaktadir[120].

2.5.3. Heparin Sulfat

Yukaridaki kaynaklara ek olarak kanser hiicre yiizeyindeki negatif yliklere
proteoglikanlarin rol oynadigi ayrica belirtilebilir[121]. Bu proteinlerin liner tekrarlayan
stilfatlanmis disakkaritlerden meydana gelen heparin sulfat ve kondroitin silfat
formunda yan zincirlerinde bolca yiksek negatif vyiikli glikozaminoglikanlar
icermektedir[122,123]. Bu disakkaritler verimli ylksek negatif yik iceren fazlaca
sayida siilfat gruplarini bulundururlar[124]. Heparin sulfat birgcok kanser hicresi igin
rapor edilmistir[125-129]. Heparin sulfat antikanser peptitlerin aktivasyonunu inhibe
edebilecegi belirtilmis olmasina ragmen membran aktif peptit olan bLFcin’den heparin

stilfat ile etkilesime giren yeni peptitler dizayn edilmistir[130].

2.5.4. Mikrovililer

Kanserli ve kanserli olmayan hiicreler arasindaki dnemli bir farklilik, bu hiicrelerdeki
mikrovililerin artisiyla tetiklenen tiimoérojenik hiicrelerin yiizey alanlarindaki artistir
[131-134]. Mikrovili artist bir kanser hucresinin daha fazla miktarda peptit ile
etkilesimini  arttirabildigi ig¢in, mikrovili artisinda membran aktif peptidlerin
uygulanmasinin yararli olacagi gosterilmistir[131,132]. Bu goriisii desteklemek igin,
sekropin B’nin KG-1 I6semi gibi timor hicrelerinde ve fibroblastlar ve kirmizi kan

hiicreleri gibi tiimorlii olmayan hiicrelerdeki sitolitik etkisi bir ¢alismada incelenmis ve
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peptidin ~ kanserli  hiicrelerde, normal hiicrelerden daha etkili  oldugu
vurgulanmigtir[135]. Taramali elektron mikroskobu bilgisine dayanarak; Ayrica kanser
hiicreleri tlizerinde bulunan mikrovillerin sayisinin normal hiicreden fazla olmasi
membran akiskanligini arttirmakta ve antikanser peptitlerin etkinligini yonetebilecegi
diistintilmektedir[136].

Ozetle, katyonik amfipatik peptidlerin birikimi; hem hiicre yiizeyinde anyonik
bilesenlerin varliginda, hemde mikrovili sayisinin artmasina neden olan ylizey alaninin
artisiyla tetiklenebilir. Ancak, peptidlerin girisi esas olarak, okaryotik membranlarda
genellikle kolesterol igerigiyle diizenlenenen membran akiskanligi araciligiyla kontrol
edilmektedir[136,137].

Bu yizden, lipid bilesimindeki ve hiicre membranlarinin morfolojisindeki
farkliliklar, membran aktif peptidlerle etkilesimi yonetmektedir ve dahasi, bazi
antikanser peptidlere karsi farkli tip kanser hicrelerinin duyarliligimin farklilik

gostermesiyle de iliskili olabilir.

2.5.5. Nekroz veya Apoptoz Yollarinin Tetiklenmesi
Kanser hiicrelerinin membran bagimli 6liimleri antikanser peptitlerin nekroz yada
apoptoz yollarini tetikledigi diisiiniilmiis ve agiklanmaya ¢alisilmistir. Nekroz yolunda
hiicre membranin pargalanmasi, apoptoziste mitokondrial lizis gergeklestigi
varsayllmakta ve bunun nedeni de anyonik lipitlerin varhig1 olabilecegi
distintilmiistir[109, 131, 138]. Kanser hiicrelerinin en dis yapragindaki negatif yukli
fosfotidilserin  ve mitokondrial membrandaki baslica anyonik fosfolipid olan
kardiyolipin sayesinde antikanser petitler kanser hiicresi hedef alinmaktadir. Diger
kaynaklarda negatif yukli molekillerden soz edilmektedir kanser olmayan plazma
memranin da bulunan sialik glikoproteinler veya heparin silfat proteoglikanlarin var
olusu ve agirt ekspresyonu Kkatyonik antikanser peptitlerin etkisi ve aktivitesi
degerlendirilirken goz Oniine alinmalidir. Peptitlerin antikanser aktivitesi Uzerinde az
sayida sistematik ¢alisma yapilmistir ve celigkili etkilerinin oldugu gériinmektedir[163].
Sonug¢ olarak membranin yapisal gereksinimlerini karsilamak i¢in etkili lipit-peptit
etkilesimi i¢in uygun peptitlere ihtiya¢ vardir. Dolayisiyla etkinlik ve segicilik agisindan
hemde daha az toksisitesi olan gucli antitimor peptitler tasarlanmalidir.

Ayrica membran bagimli olmayan mekanizmalarda goz Oniine alinmalidir.

Ornegin bocek antimikrobiyal peptit olan alloferon tarafindan dogal 6ldiriicti (NK)
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hiicrelerinin uyarilmasiyla birlikte interferon sentezi veya sitozolik peptit olan mellitin
ve cecropin, muhtemelen dolayli bir mekanizma ile sinyal iletim yolaklarina miidahale
ederek transkripsiyonu inhibe etmektedir. Bu nedenle papo ve shai (2005) arkadaslar
yeni gozlemlerine gore; antitimor peptitlerle sinerjik olarak hareket eden veya kendi
sitolik peptitleri ile etkilesen ve aktivite gosteren mekanizma ortaya koydular[132].
AMKP’lerden gelistirilen baslica antikanser peptitler mambran pargalayarak Oldirme

mekanizmasi reseptorsiiz ve hizli bir sekilde gergeklestigi varsayilmaktadir.
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3.GEREC VE YONTEM
3.1.Gereg
3.1.1.Kullanilan Geregler
Santriftj (MSE MISTRAL 100)
Derin dondurucu low -85 °C (SANYO-ultra)
Vorteks (Nuvemix)
Otomatik Elisa (Chemwell 2902)
Ependorf tip (1500 ml)
Mikropipetler (Gilson)
Biyokimya Otoanalizorii (Beckman Coulter Shynchron LX-20)

3.2.YOntem
3.2.1.Hasta ve Kontrol Grubu
Bu calismada gruplar1 olusturan hastalar, Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi

Aragtirma ve Uygulama Hastanesi Tibbi Onkoloji Bilim Dal1 Poliklinigine bagvuran
Tip-2 Diyabet + Meme kanseri teshisi almig (Grup 1), Meme Kanseri tanisi konmus
(Grup 2) 20 ser kadin birey ve Sivas Numune Hastanesi Dahiliye Poliklinigine basvuran
Tip-2 Diyabet tanist (Grup 3) konmus 20 kadin hasta bireyle birlikte kontrol grubu
olarak halihazirda herhangi bir enfeksiyonu ve sistemik hastaligi (diyabet,
hipertansiyon, meme kanseri hastaligi vb.) olmayan saglikli 20 kadin birey hastane
personelinden saglanmistir. Meme kanseri tanist konmus tiim kadin hastalarda; yas veya
kanserin histopatolojik tipi ile derecesi yoniinden bir kisitlama yapilmadi. Meme kanseri

tanisi histolojik olarak dogrulandiktan sonra hastalar calismaya dahil edilmistir.

3.2.2.Kan Orneklerinin Toplanmasi
Tip-2 Diyabeti olan ve Tip-2 Diyabeti olmayan Meme Kanseri tanist konulmus kadin

hastalardan, kontrollerden, Tip-2 Diyabetli kadin hastalardan herhangi bir tedaviye
baglanmadan 6nce, 10 ml kan 6rnegi alindi. Alinan kan Ornekleri 4000 rpm’de 15
dakika santrifiij edildikten sonra elde edilen serumlar ependorf tiiplere kisimlandirilarak
ilgili parametreler galisilmak tizere -80C’de muhafaza edildi.

3.2.3. Serumda insan notrofil peptit 4 (HNP-4) Tayini

Eastbiopharm Elisa kiti kullanilarak 450nm dalga boyunda Chemwell 2902 markali
otomatik Elisa cihazinda HNP-4 tayini yapildi. Standart derisimlerine karsi okunan
absorbanslar aracilifiyla olusturulan standart egri denkleminden her bir numunenin

derisimi hesaplandi.

22



HNP-4

1,6 -
y =0,0233x
R?=0,9987

1,2

Abs (450 nm)
S o o
) o)) 00 -

o
)

o

0 10 20 30 40 50
Human Neutrophil Peptide 4 (ng/ml)

60

70

& Seril

——Dogrusal (Seri 1)

Sekil 5.insan Nétrofil Peptit 4 Standart Egri Grafigi

3.2.4. Serumda insan notrofil peptit 3 (HNP-3) Tayini
Eastbiopharm Elisa kiti kullanilarak 450nm dalga boyunda Chemwell 2902 markali

otomatik Elisa cihazinda HNP-3 tayini yapildi. Standart derisimlerine karsi okunan

absorbanslar araciligiyla olusturulan standart egri denkleminden her bir numunenin

derisimi hesaplandi.
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3.2.5. Serumda insan kathelisidin antimikrobiyal peptit (CAMP/LL37) Tayini
Eastbiopharm elisa kiti kullanilarak 450nm dalga boyunda Chemwell 2902 markali

otomatik Elisa cihazinda insan kathelisidin antimikrobiyal peptit (CAMP/LL37) tayini
yapildi. Standart derisimlerine karsi okunan absorbanslar aracilifiyla olusturulan

standart egri denkleminden her bir numunenin derisimi hesaplandi.

Human cathelicidin antimicrobial peptide ((AMP/LL-37)
2,5 -

y =0,0173x
2 R?=0,99

¢ Seril

Abs (450 nm)

——Dogrusal (Seri 1)

0 T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140

Human Cathelicidin AMP / LL-37 (ng/ml)

Sekil 7. insan kathelisidin antimikrobiyal peptit (CAMP/LL37) standart egri grafigi

3.2.6. Serumda insan beta defensin peptit 1 (HBD-1/DEFB1) Tayini
Eastbiopharm elisa kiti kullanilarak 450nm dalga boyunda Chemwell 2902 markali

otomatik Elisa cihazinda Human Beta-defensin 1 (HBD-1/DEFBI1) tayini yapildi.
Standart derigimlerine karsi okunan absorbanslar araciligiyla olusturulan standart egri

denkleminden her bir numunenin derisimi hesaplandi.
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2,5 -

¢ Seril

Abs (450 nm)

—— Dogrusal (Seri 1)

0 T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200 1400

Human beta defensin-1 (pg/ml)

Sekil 8. Human Human Beta-defensin 1 standart egri grafigi

3.2.7. Serumda Human Beta-defensin 3 (HBD-3/DEFB3) Tayini
Eastbiopharm elisa kiti kullanilarak 450nm dalga boyunda Chemwell 2902 markali

otomatik Elisa cihazinda Human Beta-defensin 3 (HBD-3/DEFB3) tayini yapildi.

Standart derisimlerine karg1 okunan absorbanslar araciligiyla olusturulan standart egri

denkleminden her bir numunenin derisimi hesaplandi.

HBD-3

y =0,4855x
R2=0,9953

& Seril

——Dogrusal (Seri 1)

Abs (450nm)

0 T T T T T
0 1 2 3 4 5 6

Human Beta Defensin-3 (ng/ml)

Sekil 9.Human Human Beta-defensin 3 standart egri grafigi
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3.2.8. 3.2.3. Serumda D Vitamini Analizleri:

Tim ¢alisma gruplarinin D vitamini diizeyleri Cumhuriyet {iniversitesi Tip Fakiiltesi
Aragtirma ve Uygulama Hastanesi Klinik Biyokimya Laboratuvarinda hizmet alimi
yapilarak saptandi.
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4. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Hasta ve kontrol grubunda yer alan bireylere ait ¢esitli verilerin istatistiksel olarak
degerlendirilmesi amaciyla SPSS 15.0 bilgisayar programina yiiklenerek verilerin
degerlendirilmesinde parametrik test varsayimlari yerine getirildiginde Varyans Analizi,
Tukey testi; Parametrik varsayimlar yerine getirilemediginde Kruskal-Wallis testi, Man
Whitney U testi kullanilmis veyanilma diizeyi 0,05 olarak alinmistir.
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5. BULGULAR

Yapilan calismada kontrol ve hasta grubuna ait demografik bilgiler Cizelge 5.1 ve

5.2’de Ozetlenmistir.

Cizelge 1.Kontrol ve Hasta Gruplarinin Cinsiyetine Ait Bilgiler ve Degerlendirilmesi

Cinsiyet Kontrol Hasta
Erkek N (%) 0 (%100) 0 (%100)
Kadin N (%) 20 (%0) 60 (%0)
Toplam N (%) 20 (% 100) 60 (% 100)

Kontrol grubunun % 100’ iinii kadinlar, % 0’1n1 erkekler, hasta grubunun ise % 100’{inii

kadinlar, % 0’ 1n1 erkekler olusturmaktadir.

Cizelge 2.Kontrol ve Hasta Gruplarinin Yasina Ait Bilgiler ve Degerlendirilmesi

Yas (X£S)
Grupl (Tip 2 diyabet + Meme kanseri) (N=20) 57 +7,44
Grup2 (Meme CA) (N=20) 56,52 £ 7,77
Grup3 (Tip 2 diyabet) (N=20) 51,86 + 4,76
Grup4 (Kontrol) (N=20) 53,11 +6,21

Sonug

F=2,41: p=0,074: p>0,05

Hasta ve kontrol grubundaki bireyler yas dagilimlari yoniinden karsilastirildiginda

cizelge 2°de belirtildigi gibi iki grup arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark yoktur

(F=2,41: p=0,074: p>0,05) .
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Cizelge 3.Olgiilen Parametrelerin AMKP’ler acisindan Hasta ve Kontrol Grubunda

Degerlendirilmesi
HNP-3 HNP-4 LL-37 HBD-1 HBD-3
Grupl (Tip2|18,35+527 | 2,07  +|49,84+41,8 |487,35+371,6 | 1,99+14
Diyabet+Mem 1.29 3 1 2
e kanseri )
Grup2 (Meme | 31,91+31,3 | 7,45£16,1 | 72,55+63,0 | 623,42+511,7 | 2,57+1,9
kanseri) 3 5 0 2 5
Grup3 23,07+8,04 | 4,05+4,07 | 59,46+38,9 | 449,41+294,4 | 1,87+1,1
(Diyabet) 4 8 4
Grup4 24,25+7,19 | 4,21+£3,21 | 50,09+30,3 | 414,76+£247,8 | 1,78+1,1
(Kontrol) 8 3 0
Sonug KW=16,62 | KW=5,91 | KW=2,84 KW=1,65 KW=1,6
P=0,001 P=0,116 | P=0,416 P=0,648 9
P=0,637

Deneysel verilere gore; Her bir gruptaki bireylerin HNP-3 degerleri karsilastirildiginda
gruplar arasindaki farklilik 6nemli bulunmustur(p<0,05). Gruplara ait HNP-3 degerleri
ikiserli karsilagtirildiginda ( Grup 1 ile 2, grup 1 ile 3, ve grup 1 ile 4) farklilik 6nemli
bulunurken (p<0,05) diger gruplar arasindaki (grup 2 ile 3, 2 ile 4, ve 3 ile 4)farklilik
Oonemsiz bulunmustur (p>0,05). Gruplara ait HNP-4, LL-37, HBD-1 ve HBD-3
Olgtimleri karsilastirildiginda ise farklilik 6nemsiz bulunmustur(p>0,05). Gruplara ait
HNP-4, LL-37, HBD-1 ve HBD-3 ol¢iimleri karsilastirildiginda ise farklilik 6nemsiz
bulunmustur (p>0,05).

Elde edilen sonuglara gore her bir gruptaki antimikrobiyal katyonik peptitlerin

dagilimlar sekil 10°da gosterilmistir.
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Antimikrobiyal peptitlerin gruplar arasindaki konsantrasyonlari
(ng/ml)

M Tip2 DM+Meme CA B Meme CA i Diyabet m Kotrol

72,55

0,49 0,620,450,42 1,9%°71,871,78
1T .

HNP-3 HNP-4 LL-37 HBD-1 HBD-3

Sekil 10. Antimikrobiyal Katyonik Peptitlerin Gruplar Arasindaki Konsantrasyonlari

Yapilan analizler sonucunda, ¢izelge 10°da goriilecegi tizere;

5.1 HNP-3 Diizeyi Ortalamalar:

HNP-3

W HNP-3

O T T
Tip2 DM+Meme CA Meme CA Diyabet Kotrol

Sekil 11.Serum HNP-3 Ortalamalari
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5.2. HNP-4 Diizeyi Ortalamalari

HNP-4
8
7
6
_5
E.
c 3 B HNP-4
2
1l
0 T T T
Tip2 DM+Meme Meme CA Diyabet Kontrol
CA
Sekil 12.Serum HNP-4 Ortalamalari
5.3.LL-37 Diizeyi Ortalamalari
LL-37
80
70
60
_ 50 -
§°40 1 mLL-37
30 +
20 -
10 ~
0 T T
Tip2 DM+Meme CA Meme CA Diyabet Kontrol

Sekil 13.Serum LL-37 Ortalamalar1
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5.4. HBD-1 Diizeyi Ortalamalari

0,7
0,6
0,5
E 0,4 -
203 - m HBD-1
0,2 -
0,1 -
0 T T T
Tip2 DM+Meme CA Meme CA Diyabet Kontrol
Sekil 14.Serum HBD-1 Ortalamalari
5.5. HBD-3 Diizeyi Ortalamalar
3
2,5
2 .
E s ]
< m HBD-3
1 .
0,5 -
0 T T T
Tip2 DM+Meme Meme CA Diyabet Kontrol

CA

Sekil 15.Serum HBD-3 Ortalamalari
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5.6.Antimikrobiyal etkili katyonik peptitler gruplara gore kiyaslanmasi

Tablo 1.HNP-3 Antimikrobiyal Peptitinin Gruplara Gore Kiyaslanmasi

Gruplar Grupl Grup?2 Grup3
(T2DM + Meme  (Meme Kanseri) (T2DM)
HNP-3 Kanseri)
Kontrole (grup4) | -5,9 ng/ml ‘ +7,66 ng/ml -1,18 ng/ml
gore kiyaslama Ort. %24 Ort. %31,59 Ort. %4,9

Tip 2 diyabete -4,72 ng/ml

(grup3d) gore Ort. %20
kiyaslama

Meme kanserine | -13,56 ng/ml
(grup2) gore Ort. % 42,5 ‘
kiyaslama

Tablo 2.HNP-4 Antimikrobiyal Peptitinin Gruplara Gore Kiyaslanmasi
Grupl Grup2 Grup3
(T2DM + Meme (Meme Kanseri) (T2DM)
Kanseri)

Gruplar

HNP-4

Kontrole (grup4) -2,14 ng/ml ‘ +3,24 ng/ml t -0,16 ng/ml
gore kiyaslama Ort. %50 Ort. %77 Ort. %3
Tip 2 diyabete -1,98 ng/ml

(grup3) gore Ort. %49 ‘

kiyaslama

Meme kanserine -5,38 ng/ml

(grup2) gore Ort. % 72 ‘

kiyaslama
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Tablo 3.LL-37 Antimikrobiyal Peptitinin Gruplara Gore Kiyaslanmasi
Gruplar Grupl Grup2 Grup3

(tip2 diyabet+meme (meme kanseri) (tip2 diyabet)
kanseri)

Kontrole (grup4) -025 ng/ml ‘ +22,46 ng/ml +9,37 ng/ml t
gore kiyaslama Ort. %0,5 Ort. %45 Ort. %18,7

Tip 2 diyabete -9,62 ng/mi

(grup3) gore Ort. %16 ‘

kiyaslama

Meme kanserine -22,7 ng/ml ‘

(grup2) gore Ort. %31

kiyaslama

Tablo 4.HBD-1 Antimikrobiyal Peptitinin Gruplara Gore Kiyaslanmasi

Gruplar Grupl Grup?2 Grup3
(tip2 diyabet+meme (meme kanseri) (tip2 diyabet)

kanseri)

Kontrole (grup4) +0,07 ng/ml +0,20 ng/ml +0,03 ng/ml
gore kiyaslama Ort. %16 t Ort. %47 t Ort. %7 t
Tip 2 diyabete +0,04 ng/ml

(grup3) gore Ort. %9 t

kiyaslama

Meme kanserine -0,13 ng/ml

(grup2) gore Ort. %21 ‘

kiyaslama

Tablo 5.HBD-3 Antimikrobiyal Peptitinin Gruplara Goére Kiyaslanmasi
Gruplar Grupl Grup?2 Grup3

(tip2 diyabet+meme (meme kanseri) (tip2 diyabet)
kanseri)

Kontrole (grup4) +0,21 ng/ml t +0,79 ng/ml +0,09 ng/ml t
gore kiyaslama Ort. % 12 Ort.% 44 Ort. %5

Tip 2 diyabete +0,12 ng/ml

(grup3) gore Ort. %6 t

kiyaslama

Meme kanserine -0,58 ng/ml

(grup2) gore Ort. %29 ‘

kiyaslama
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Cizelge 4.Olgulen Parametrelerin D vitamini ve HbAj;. Acisindan Hasta ve Kontrol

Grubunda Degerlendirilmesi

VitaminD (X £5S) HbA1c (X+S)
Grupl 8,81+2,59 7,78+1,29
(Tip2Diyabet+Meme
kanseri) (N=20)
Grup2 (Meme kanseri) | 15,98+13,71 5,77£0,53
(N=20)
Grup3 (Tip 2 diyabet) | 18,20+22,34 9,60+2,14
(N=20)
Grup4(Kontrol) 17,98+20,92 5,74+0,50
(N=20)
Sonug KW=8,20 F=41,08,
P=0,042 p=O,001g

5.7.Vitamin D ortalamalar:

Vitamin D yoniinden gruplar karsilagtirildiginda farklilik 6nemli bulunmustur (p<0,05).
Gruplar ikiserli karsilastirildiginda; grup 1 ile 2 (Tip2 Diyabet+Meme kanseri ile
Meme kanseri), grup 1 ile 3 (Tip2 Diyabet+Meme kanseri ile Tip2 diyabet), grup 1 ile 4
(Tip2 Diyabet+tMeme kanseri ile Kontrol grubu) arasindaki farkliliklar 6nemli
bulunurken (p<0,05) diger gruplar arasindaki (grup 2 ile 3, grup 2 ile 4, grup 3 ile
$)tarklilik 6Gnemsiz bulunmustur (p>0,05).

5.8.HbA . ortalamalar1

HbA . yoniinden gruplar karsilastirildiginda farkliik 6nemli bulunmustur (p<0,05).
Gruplar ikiserli karsilastirildiginda grup 1 ile 2 (Tip2 DM+Meme kanseri ile Meme
kanseri), grup 1 ile 3 (Tip2 Diyabet+Meme kanseri ile Tip2 diyabet), grup 1 ile 4 ( Tip2
Diyabet+tMeme kanser ile Kontrol grubu) arasindaki farkliliklar 6nemli bulunurken
(p<0,05) diger gruplar arasindaki (grup 2 ile 3, grup 2 ile 4, grup 3 ile 4) farklilik
onemsiz bulunmustur(p>0,05). grup 1 ile 4 (Tip2 Diyabet+Meme kanser ile Kontrol
grubu) arasindaki farkliliklar 6nemli bulunurken (p<0,05) diger gruplar arasindaki (grup
2 ile 3, grup 2 ile 4, grup 3 ile 4) farklilik 6nemsiz bulunmustur (p>0,05).
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6. TARTISMA VE SONUC

Caligmamizda insan dogal antimikrobiyal etkili katyonik peptitler olan HNP-3, HNP-4,
LL-37, HBD-1, HBD-3 serum duzeylerini grup 1 (T2DM+meme kanseri), grup 2
(Meme kanseri), grup 3 (T2DM) ve grup 4 (Kontrol) olmak iizere ayirarak Tip-2
diyabet, Meme kanseri ve her iki hastalig1 tagiyan kadin hasta bireylerde inceledik.

Deney sonuglarimiza gore; her bir gruptaki bireylerin  HNP-3 degerleri
karsilastirildiginda gruplar arasindaki farklilik 6nemli bulunmustur(p<0,05). Gruplara
ait HNP-3 degerler ikiserli karsilastirildiginda ( Grup 1 ile 2, grup 1 ile 3, ve grup 1 ile
4) farklilik 6nemli bulunurken (p<0,05) diger gruplar arasindaki (grup 2 ile 3, 2 ile 4, ve
3 ile 4) farklilik 6nemsiz bulunmustur (p>0,05). Gruplara ait HNP-4, LL-37, HBD-1 ve
HBD-3 olgiimleri karsilastirildiginda ise farklilik 6nemsiz bulunmustur(p>0,05).

Tum gruplar Antimikrobiyal katyonik peptitlerden HNP-3 degerleri agisindan
grup 4’¢ (kontrol) gore kiyasladiginda grup 3 (T2DM) ve grup 1’de (T2DM+meme
kanseri) diislis gozlenirken (sirastyla; %4,9 ve %24). Grup 2 de (meme kanseri) tam
tersine %31,59°1uk bir artig gézlemlenmistir. Grup 3’de (T2DM) HNP-3 degerleri grup
1 (T2DM-+meme kanseri) ile kiyaslandiginda % 20°lik bir azalma g6zlemlenmistir.
Grup 2’de (meme kanseri) HNP-3 degerleri grup 1 (T2DM+meme kanseri) ile
kiyaslandiginda %42,5°’lik bir azalma gozlemlenmistir. Kontrol grubuna gore, grup 3
kiyaslamasi bize sadece Tip-2 diyabet hastalarinda HNP-3 diizeyinin ¢ok az diistigiin(
(% 4,9), oysa ayn1 kiyaslamanin grup 1 e gore yapildiginda ise HNP-3 dlizeyindeki
diislisiin artarak % 24 liik bir seviyeye ulastigini gostermistir. Bu verilere ek olarak
diyabetin rolind anlamak icin T2DM+Meme kanseri (grup 1) ile Meme kanseri (grup 3)
HNP-3 dlzeyi karsilastirildiginda grup 1 deki distisiin %20 olmasi diyabetin bu
azalmadaki rolunu gostermektedir. Oysa kontrole gére meme kanserinde (grup 2) HNP-
3 degerleri %31,59 luk bir artis gostermistir ’Bkz.Tablo 1°. Yani bu peptit meme
kanserinde artig gosterirken, diyabet varliginda meme kanserine ragmen disiis
gostermistir. Bu peptitin kendisinin ve mRNA diizeylerinin akciger kanseri [141,142]
renal hiicre karsinomlari[143], mesane karsinomlar1 [144], bas ve boyun
karsinomlari[ 145] gibi bir ¢cok kanser tiplerinde [146] ve hatta meme kanserli hastalarin
ductal lavage sivilarinda da[147] artis gosterdigi saptanmistir. Bu nedenle tiimor
hiicreleri tarafindan HNP 1 ve 3 iin biyolojik sivilara salgilanmasindan dolay1 bir timor
belirteci olabilecegi Onerilmistir[148,149]. Bizim bulgularimiza gére meme kanserinde

artis gostermis olmasina ragmen, bireyde diyabet gelismisse HNP 3 iin bir biyolojik
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timor belirteci olarak kullanilamayacagini gostermektedir. HNP 4 kiyaslamalarida HNP
3 e benzer bir durum sergilemistir. Literatiirde bu peptitle ilgili kiyaslama
yapabilecegigmiz bir calisma olmadigindan dolayr bu konuda karsilastirma imkani
bulunamamistir. Ama bizim bulgularimiza gére HNP4 peptid diizeyleri diyabette
azalmis, meme kanserinde artmig ama diyabet tabanli kanser gelistiginde ise HNP 4 gibi
azalma gostermistir ’Bkz. Tablo 2°. Hatta bu azalma HNP 3 gore nerdeyse iki katidir (%
72) .

Diger antimikrobiyal peptitler agisindan gruplar incelendiginde, timdinin meme
kanserinde artigi, T2DMte ise o defensinlerden HNP 3 ve 4 de azalma Kkatalisidin
peptidi LL-37 ve B defensinlerden HBD 1 ve 3 de ise artma saptanmistir *Bkz.Sekil. 10’
LL-37 peptidi ile yapilan ¢alismalarda kolon kanseri diginda[150]Jovaryum, akciger ve
meme kanseri dokularinda normal epitel hiicrelerle kiyaslandiginda ekspresyonunun
artiginin belirtilmesi[151,152], bizim bulgularimiz1 da destekler niteliktedir. Katalisidin
(LL-37) diizeyleri hem diyabette hemde meme kanserinde artmasindan dolay1 bu da bir
belirteg olma o6zelligini yitirecektir. Kanser teshisi icin bu peptit 6l¢tiimii yapilacaksa
bireyde diyabet olup olmadigr mutlaka saptanip ortaya konmalidir. Aksi takdirde hatali
teshis s6z konusu olacaktir. B defensinler (HBD1 ve 3) de hem T2DM’de hem de meme
kanserinde artmigtir ’Bkz.Sekil.14-15°. Bu artislar grup 1 (T2DM + Meme kanseri)
hastalarinda da saptanmistir. Bu artiglar bunlarin marker olarak kullanilma 6zelliklerini
yukarda bahsedilen benzer nedenlerden dolay1 zayiflatacaktir.

Insan tiimérlerinde defensinlerin rolii iizerine hala az sayida arastirma vardir fakat
veriler HBD-1 in timor baskilayict bir gen gibi  davranabilecegini
onermektedir[153,154]. Bizim calismamizda her ne kadar veriler istatistiksel olarak
anlamli olmasa bile HBD-1 serum diizeyi meme kanseri grubunda en fazla oldugu
gorilmektedir ’Bkz.Sekill4’. Bu verilerden yola ¢ikacak olursak meme kanseri
grubunda HBD-1 peptit dizeyinin artmis olmasi meme kanserinin ilerlemesini
yavaglatabilir. Fakat meme kanserine diyabet eslik ederse HBD-1 in tiimor baskilayici
Ozelligi azalan diizeyinden dolay1 diisecektir ’Bkz.Sekil14’.

Tim antimikrobiyal katyonik peptitler kontrol grubuna goére T2DM hastalarinda
kiyaslandiginda nétrofil kdkenli o defensinlerden her ikisinde de (HNP 3ve 4) diisme
gbzlenmis, yalnizca HNP 3 deki diisiis istatistiksel olarak anlamli ¢ikmistir (p<0,05). B
defensinler (HBD1 ve 3) ise % 5 ila 7 civarinda bir artis gosterirken, en fazla artis %

18,7 ile katalisidin (LL 37) de olmustur. Bu artiglar istatistiksel olarak anlaml
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degildir(p>0,05). Bu molekiillerin bagisiklik sistemlerinde énemli roller {istlendigi g6z
Oniine alinacak olursa, f defensinlerin (HBD1 ve 3) katkilar1 olsa da, baglica yiikii LL
37 iistlenecektir. Ama a defensinlerin diizeylerinde ki azalma bagisiklik sisteminde ne
kadar zaaf yaratabilecegi bilinmese de, bir katkisinin olmayacagi da asikardir. BOylece
diyabetin ilerleyen asamalarinda bagisiklik sistemi de olumsuz yonde daha cok
etkilenecektir.Yapilan calismalarda gostermistir ki; diyabetik insanlarin  genellikle
enfeksiyonlarla savasma yetene8i zayiftir ve bu durumun yasami tehdit ettigi
belirtilmistir[155].

Vitamin-D eksikligi birgok kanser tipi, otoimmun hastaliklar, kardiyovaskiiler
hastaliklar, enfeksiyonlar ve hipertansiyon ile iliskilendirilmistir[156]. Ayrica 1,25-
dihydroxyvitamin D3, vitamin D reseptor yoluyla (VDR) Kkatelicidin (LL-37) gen
ekspresyonunu indiikledigi gosterilmistir.(150 26). Bizim c¢alismamizda da benzer
sekilde D vitamini diizeyleri hem meme kanseri hem de T2DM + Meme kanseri olan
hasta gruplarinda diigmiistlir. Vitamin D yoniinden gruplar karsilastirildiginda farklilik
onemli bulunmustur (p<0,05). Gruplar ikiserli karsilastirildiginda grup 1
(T2DM+Meme kanseri) ile grup 2 (Meme Kkanseri) arasindaki farklilik, grup 1
(T2DM+Meme kanseri) ile grup 3 (T2DM) arasindaki farklilik, grup 1 (T2DM+Meme
kanseri) ile grup 4 (Kontrol) ile arasindaki farklilik 6nemli bulunurken (p<0,05)
‘Bkz.cizelge.4’ diger gruplar arasindaki farklilik 6nemsiz bulunmustur (p>0,05).

Sonu¢ olarak; bu c¢alismada antimikrobiyal Kkatyonik peptitlerin T2DM
hastalarinda, meme kanseri hastalarinda ve Tip2 diyabetli meme kanseri hastalarin
serumdaki diizeylerine bakild1 ve hastalikla iliskileri incelendiginde; Tiim peptitlerin
meme kanserinde arttig1, diyabette ise o defensinler hari¢ diger {i¢iinde (LL 37, HBD1
ve 3) artis oldugu saptanmistir. Bu ii¢ peptitin miktarindaki en fazla artisin katelisidin
LL 37 de gorllmesi ve Tip 2 diyabette insulin direnci ile iliskilerinin arastirilmasi
acisindan Onemli olacaktir. Diger taraftan diyabet grubunda o defensinlerin
miktarlarinin azalmas1 bagisiklik sistemlerini olumsuz etkileyerek diisiireceginden
enfeksiyonlara yakalanma riskleri de artacaktir. Bu risk diyabet ilerledikce ¢ok daha
belirgin ve etkili olabilir. Diyabetle birlikte meme kanseri de gelistiginde direng
mekanizmalart ¢ok daha diiseceginden bireylerin yasam kaliteleri ve yasam siireleri de
olumsuz olarak etkilenecektir.

Birgok kanser arastirmalarinda her ne kadar antibakteriyel etkili peptitlerin timor

belirteci olabilecegi sOylense de bulgularimiz bodyle bir tespitte mutlaka diyabet
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varliginin arastirilmasimin gerekliligini ortaya ¢ikarmistir. Aksi taktirde yalanci pozitif

sonuglar hatali teshis ve tedavilere neden olabilir.
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C. U. TIP FAKULTESI KLINIK ARASTIRMALAR ETiK KURULU
BILGILENDIRILMIiS OLUR FORMU

Sayin ...

Bu katilacaginiz ¢alisma bilimsel bir aragtirma olup, aragtirmanin adi *” Tip-2 Diyabetli ve
Meme Kanserli Hastalarda Insan Antimikrobiyal Katyonik Peptitlerin Diizeylerinin
Aragtirilmast’’

Bu ¢alismamizin amaci, ,HNP-4, HNP-3, HBD-1, HBD-3, LL-37 tayininin yapilmasi
ile bu parametrelerin hastaliklarin olusumu ve seyri agisindan 6neminin belirlenmesidir.
Arastirmamiza tip-2 Diyabetli kadin hastalar, Tip-2 Diyabeti olan ve Tip-2 Diyabeti olmayan
Meme Kanseri tanist konmus kadin hastalar ve herhangi bir sistemik rahatsizligi bulunmayan
19 gonulli kadin birey dahil edilecektir. Calismaya katilim goniilliilik esasina dayalidir.
Kararmizdan oOnce arastirma hakkinda sizi bilgilendirmek istiyoruz. Bu bilgileri okuyup
anladiktan sonra aragtirmaya katilmak isterseniz formu imzalayiniz.

Arastirmaya dahil olmak i¢in bir defa yaklasik 10 mL kan vermeniz yeterli olacaktir.
Kan alinmasi sirasinda olusabilecek riskler: 1-) i§ne batmasma bagl olarak az bir aci
duyabilirsiniz. 2-) Az bir ihtimal de olsa igne batmasi sonrasinda kanamanin uzamasi riski
vardir.
Yukarida sayilanlar boylesi bir analizde yasanabilecek potansiyel risklerdir. Ancak bunlardan
en az oranda zarar gérmenizi saglamak i¢in elimizden geleni yapacagiz.

Caligmamiza katilmamiz halinde meme kanseri hastaligi hakkinda bilim diinyasina
yeni bilgiler kazanilmasina aracilik etmis olacaksiniz. Arastirma hakkinda ek bilgiler almak
icin ya da ¢alisma ile ilgili herhangi bir sorun, istenmeyen etki ya da diger rahatsizliklariniz
icin 0 346 219 10 10/1492 numarali telefondan arastirmaci Dog¢.Dr.V.Kenan CELIK ’e
basvurabilirsiniz.

Bu arasgtirma CUBAP tarafindan desteklenmektedir. Bu arastirmada yer almak tamamen sizin
isteginize baghdir. Arastirmada yer almayi reddedebilirsiniz. Bu durum herhangi bir cezaya
ya da sizin yararlariniza engel duruma yol agmayacaktir. Arastirmanin sonuglart bilimsel
amagcla kullanilacaktir.

Size ait tiim tibbi ve kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir ve arastirma yayinlansa bile
kimlik bilgileriniz verilmeyecektir, ancak arastirmanin izleyicileri, yoklama yapanlar, etik
kurullar ve resmi makamlar gerektiginde tibbi bilgilerinize ulasabilir. Siz de istediginizde
kendinize ait tibbi bilgilere ulasabilirsiniz.
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Calismaya Katilma Onay1: Goniilliilden bu kismi kendi el yazisiyla yazmasi istenecektir.

Yukarida yer alan ve arastirmaya baglanmadan Once goniilliiye verilmesi gereken
bilgileri okudum ve sozlii olarak dinledim. Aklima gelen tiim sorular1 arastiriciya sordum,
yazili ve sozlii olarak bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim.
Calismaya katilmayi isteyip istemedigime karar vermem igin bana yeterli zaman tanindi. Bu
kosullar altinda, bana ait tibbi bilgilerin gézden gegcirilmesi, transfer edilmesi ve islenmesi
konusunda arastirma yiiriitiiclisiine yetki veriyor ve séz konusu arastirmaya iliskin bana
yapilan katilim davetini hi¢bir zorlama ve baski olmaksizin gonulli olarak kabul ediyorum.

Bu formun imzal1 bir kopyas1 bana verilecektir.

Gonallindn,
Adi-Soyadu:
Adresi:
Tel.-Faks:
Tarih ve Imza:

Aciklamalar1 yapan arastirmacinin,
Adi-Soyadr:

Gorevi:

Adresi:

Tel.-Faks:

Tarih ve Imza:

Olur alma islemine basindan sonuna kadar tamiklik eden kurulus gorevlisinin/goriisme
taniginin,

Adi-Soyadi:

Gorevi:

Adresi:

Tel.-Faks:

Tarih ve Imza:

* Bu Ornek form arastiricilara fikir vermek icin formda bulunmasi gereken asgari bilgiler verilerek hazirlanmstir,
gerektiginde eklemeler yapilmalidir. Istendiginde Etik Kurul sekreterliginden ya da Tip Fakiiltesi web sayfasindan temin
edilerek ve tizerinde gerekli diizenlemeler yapilmak suretiyle kullanilabilir (6r. bu paragraf, metindeki noktali kisimlar ve
parantezler ¢ikarilmali ve uygun sekilde diizenlenmelidir). Goniilliiniin beyan ve imzasi, bilgilendirme metninin devami
seklinde olmalidir; kesinlikle ayri sayfalarda olmamaldir. Konuyla ilgili olarak C.U. Tip Fakiiltesi Etik Kurul ydnergesi
okunmalidir.
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