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ONSOZ

“Ar1 Zehrinin Spesifik Anti-Kanser Etkisinin Hiicresel Diizeyde Incelenmesi” adli bu
Yiiksek lisans tezi; ar1 zehrinin kanser hiicreleri iizerinde uzun vadedeki hafiza ve
sitotoksik etkisi hakkinda onemli bilgiler sunmaktadir. Bu calisma Karadeniz Teknik
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UZUNER e tesekkiirii borg bilirim.
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benimle paylasan kiymetli laboratuvar arkadaglarima yardimlarindan dolay1 tesekkiirlerimi

sunuyorum.

Egitimime bagladigim ilk glinden beri maddi ve manevi her kosulda yanimda olan
basta abim Murat TETIKOGLU ve sevgili aileme bana ve calismalarima olan tiim
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Yiiksek lisans Tezi

OZET
ARI ZEHRININ KARACIGER VE METASTATIK MEME KANSERI HUCRELERINDE
UZUN VADEDE SITOTOKSIK ETKISININ INCELENMESI
Sinan TETIKOGLU

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Danisman: Dr. Ogr. Uye. Selcen CELIK UZUNER
2020, 63 Sayfa
Arn zehri, arilar tarafindan iiretilen biyolojik olarak aktif molekiiller (melittin, apamin,
adolapin, enzimler gibi) igceren bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilan alternatif tip tirlintidiir.
Glintimiizde kullanilan kanser terapi ilaglarinin problemi ilacin segiciliginin ¢ok diisiik olmast
yani saglikli hiicrelere de zarar vererek kanserin yeniden niiksetmesine zemin hazirlamasidir.
Ideal kanser tedavisi, sadece kanser hiicrelerini hedef alabilen yiiksek segicilikte olan ajanlarla

saglanabilir. Literatiirde ar1 zehrinin muamele edildigi kanser hiicre hatlarinda sitotoksisitenin

artt1g1, normal hiicrelerde minimal sitotoksik etki gdsterdigi yapilan ¢aligmalarla bulunmustur.

Bu tez kapsaminda, ar1 zehrinin kanser hiicreleri lizerindeki uzun siireli etkisinin ve
molekiiler mekanizmasinin aragtirilarak; ar1 zehrinin kanser terapisindeki segiciliginin
aydinlatilmasi amacglanmistir. Bu amaca yonelik MDA-MB-231 (metastatik meme kanseri),
HEPG2 (karaciger kanseri) ve NIH/3T3 (saglikli fibroblast) hiicre hatlar1 ile yapilan
molekiiler ¢calismalarda, ar1 zehrinin kemoterapi ajani sisplatine gore saglikli hiicrelere zarar
vermeden kanserli hiicreleri 6ldiirdiigii ve ar1 zehri uzaklastirildiktan sonra da bu etkinin
devam ettigi gosterilmistir. Bu calisma ile ar1 zehrinin MDA-MB-231 ve HEPG2 kanser
hiicreleri iizerinde mitokondriyal kopya sayisi, DNA hasar1 ve hiicre iskelet proteinin

yerlesimi agisindan da spesifik ve segici bir etkisinin oldugu belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Ari zehri, Sisplatin, MDA-MB-231, HEPG2, NIH/3T3,
Kanserde segicilik

VI



Master Thesis
SUMMARY

INVESTIGATION OF THE LONG-TERM CYTOTOXIC EFFECT OF BEE VENOM ON
LIVER AND METASTATIC BREAST CANCER CELLS

Sinan TETIKOGLU

Karadeniz Technical University
The Institute of Science
Molecular Biology and Genetics Graduate Program
Supervisor: Asst. Prof. Selcen CELIK UZUNER
2020, 63 Pages

Bee venom is an alternative medicine product that contain biologically active molecules
(such as melittin, apamine, adolapine, enzymes) produced by bees used in the treatment of
many diseases. The problem of currently used cancer therapeutics is that drugs are not
selective for cancer cells as to they can damage healthy cells and cause recurrence of cancer.
Ideal cancer treatment can be provided by the agents with high selectivity that should target
only cancer cells. It has been found in the literature that cytotoxicity is induced by bee venom

in cancer cell lines and bee venom has minimal toxic effect on normal cells.

In this thesis, it was aimed that to clarify of selectivity of bee venom in cancer therapy
investigating in long-term and to reveal molecular mechanism of bee venom on breast (MDA-
MB-231), liver (HEPG?2) cancer cells and normal fibroblast NIH/3T3 cell lines. It was found
that bee venom was able to induce cell death in cancer cells, but less effective in healthy cells,
and also showed persistent cytotoxic effect even if after removal bee venom. In this study, it
was found that bee venom has a specific and selective effect on mitochondrial copy number
variation, DNA damage and the location of a cytoskeleton protein in MDA-MB-231 and
HEPG2 cancer cells.

Key Words: Bee venom, Cisplatin, MDA-MB-231, HEPG2, NIH/3T3, Selectivity in cancer
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Genel olarak tamamlayici tip diye adlandirilan alternatif tip, dogal bitki ve hayvan
trlinlerinin  ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmas1 olarak tanimlanmaktadir.
Alternatif tip, bir¢ok hastaliga dogal ¢oziimler sunabildigi i¢in bilim adamlarinin ilgi
odagindadir. Apiterapi, bal, polen, propolis ve ar1 zehri gibi ar1 Uriinlerinin tedavi amaciyla
alternatif tipta kullanildig1 popiiler bir alandir. Ar1 zehrinin kemoterapi ajanlarinin yan
etkilerine karsi koruyucu etkisinin yaninda (Wehbe vd., 2019) sitotoksik etkisi iizerine
yapilan bir¢ok caligma (OrSolic, 2012), ar1 zehri dogal bilesenlerinin kanser tedavisi i¢in
ylikselen bir ila¢ aday1 olduguna isaret etmektedir (Hong vd., 2005; Ip vd., 2008; Jang vd.,
2003; Jeong, 2014; Jo vd., 2012). Geleneksel kemoterapdtiklerin ana dezavantaji, kanser
hiicreleri i¢in segici olamamasi ya da segiciliginin diisiik olmasi1 dolayisiyla viicuttaki
normal hiicrelere de hasar vermesine neden olabilmesidir. Bu etkiler saglikli hiicrelerin
Olimiinlin yan1 sira hiicrelerin kanserli hiicrelere donlismesine sebep olabilecek
mutasyonlart indiikleyebilir (Dasari ve Tchounwou, 2014). Bu nedenle kanser i¢in ideal
tedavi yontemi, yalnizca kanser hiicrelerini hedef almalidir. Ar1 zehrinin kanser hiicrelerini
normal hiicrelere gore daha fazla oldiirdiigii yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (Tu vd.,
2008; Zheng vd., 2015). Bu baglamda, ar1 zehrinin kanser tedavisinde bir alternatif olarak
kullanilabilecegi diistiniilebilir. Ar1 zehri; fenolik bilesikler, enzimler (6rnegin, fosfolipaz A
ve hyaluronidaz) ve melittin, apamin gibi peptitleri igermektedir. Bunlar i¢inde en etkili
sitotoksik molekiiliin, ayn1 zamanda ar1 zehrinin ana peptidi olan melittin oldugu
bilinmektedir (Jeong, 2014; Jo vd., 2012; Wang, 2017). Melittin, kanser hiicrelerinin en
etkili komplikasyonlardan olan invazyonu hedefleyebilir ve ayrica farkli yolaklarla
apoptozu indiikleyebilir (Jeong, 2014; Jo vd., 2012; Wang, 2017; Yang vd., 2007). Ar1
zehrinin 10semi, rahim agzi, akciger, kolon, yumurtalik ve prostat gibi bir¢ok kanserde ve
romatoid artrit gibi diger hastaliklarda tedavi edici etkisi kapsamli bir sekilde gosterilmistir
(Hong vd., 2005; Ip vd., 2008; Jang vd., 2003; Jo vd., 2012; Park vd., 2011; Son vd., 2007;
Zheng vd., 2015). Ar zehrinin ideal kanser tedavisi i¢in uygun olabilmesi i¢in sadece
kanser hiicrelerini hedef alabilen yliksek secicilikte olan bir ajan olabilmesi gerekmektedir.

Ilag ve zehir arasindaki en 6nemli ayrimim doz oldugu da hesaba katildiginda ar1 zehrinin



kanser hiicreleri i¢in ilag olabilecek, ancak saglikli hiicreleri olumsuz yonde etkilemeyecek
sartlarin belirlenmesi 6nemlidir.

Literatiirde ar1 zehrinin anti-kanser etkisinin bilinmesine ragmen, kanser
hiicrelerindeki seg¢iciliginin molekiiler temeli ve uzun vadedeki sitotoksik etkisi heniiz tam
olarak aydimlatilamamustir. Ornegin ar1 zehrinin apoptotik yolaklar1 aktiflestirerek
sitotoksisite gosterdigine dair bulgular vardir (Moga vd., 2018). Ancak ar1 zehrinin sagliklt
hiicrelerde degil de kanser hiicrelerinde hedef aldig1 bazi hiicresel mekanizmalar, drnegin
hiicre ve sitoplazmasindaki degisiklikler ve mitokondri DNA kopya sayisi ile ilgili
calismalar bulunmamaktadir.

Bu tezin amaci 1) ar1 zehrinin kanser hiicrelerinde sebep oldugu sitotoksisitenin ari
zehrinin ortamdan uzaklastirilmasina ragmen devam edip etmediginin, yani bir kere
muamele edilen ar1 zehrinin bir 6liim salteri gibi etki edip etmediginin aragtirilmasi (uzun
vadedeki sitotoksik etkisi) ve bu etkinin kemoterapi ajani olan sisplatinin benzer sekilde
uygulanan uzun vadedeki sitotoksik davranisi ile karsilagtirilmasi ve 2) ar1 zehrinin kanser
hiicrelerinde genel olarak gosterdigi secici sitotoksik etkiyi hiicrede hangi parametreler
lizerinden  gosterebildiginin  arastirilmasidir.  Bu  parametreler; DNA  hasarinin
indiiklenmesi, mitokondriyal DNA (mtDNA) kopya sayisinda degisiklik ve/veya hiicre
iskeletinde degisiklik yapabilme oOzelliklerinin arastirilmasidir. Tezin ilk amaci {izerine
literatiirde her hangi bir bulgu yoktur. Ayrica mtDNA kopya sayis1 iizerinde etkisinin olup
olmadigina dair bir bulgu da yoktur.

1.2. Apiterapi ve Ar1 Zehri

Apiterapi veya “ar1 tedavisi” (Latince’de bal arist Apis mellifera) bal arilar
tarafindan tretilen riinlerin tibbi kullanimidir. Apiterapinin tarihi gecmisi 3000 ila 5000
y1l dncesine kadar dayanmaktadir (Ali, 2012). Ar1 zehri, hayvanlar aleminde arilar1 diger
eklembacaklilardan omurgali hayvanlara kadar ¢ok cesitli avcilara karsi korumak igin
tasarlanmig essiz bir silahtir. Arinin karin boslugunda yer alan ar1 zehri (bee venom, BV),
bal aris1 iscilerinin ve kraligelerinin sokma igneleri ile baglantili zehir bezleri tarafindan
iretilen aktif bir iiriindiir. BV, aktif enzimlerin, peptidlerin ve aminlerin kompleks bir
karisimidir. En 6nemli bilesenleri melittin ve fosfolipaz A2, apamin, histamin, dopamin,

norepinefrin, adolapin ve mast hiicresi pargalayici peptidlerdir (Huh vd., 2010; Lariviere ve



Melzack, 1996; Son vd., 2007). Birgok in vitro ve in vivo ¢alisma BV'nin agr kesici, anti-
inflamatuvar, sitotoksik, anti-mikrobiyal, anti-viral ve anti-kanser aktivitelerine sahip
oldugunu ortaya koymustur (Son vd., 2007; Uddin vd., 2016). Eski bir ilag olarak BV,
artrit romatizma, multipl sikleroz, sirt agrist ve cilt hastaliklarin1 tedavi etmek igin
kullanilmaktadir (Ip vd., 2012). Hepsinden 6nemlisi, BV'nin apoptoz, nekroz, sitotoksisite
ve biiylimeyi durdurma gibi kanseri kontrol edici ¢esitli etkileri prostat, meme, akciger,
karaciger, cilt ve mesane kanserleri dahil olmak iizere ¢esitli kanser hiicrelerinde tespit
edilmesidir (OrSolic, 2012; Tu vd., 2008). BV, lenf diiglimlerinde bolgesel hiicresel immiin
yanitin uyarilmasini saglayarak kanser hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe eder (Liu vd.,
2002; Orsolic vd., 2003). Ar1 zehrinin insan 16semi hiicrelerinde apoptozu indiiklerken;
saglikli kemik iligi hiicrelerinde sitotoksisiteye sebep olmamasinin bazi mekanizmalar
lizerinden gergeklestigi bildirilmektedir. Ornegin BV insan 16semi hiicrelerinde Bcl-2 ve
Kaspaz-3 sinyal yollarin1 diizenleyerek apoptoza sebep olmaktadir (Moon vd., 2006).
Baska bir calismada ise BV'nin, sinoviyal fibroblastlarda yine Kaspaz-3 yolagini aktive
ederek ve insan akciger kanser hiicrelerinde ise COX-2 ekspresyonunu azaltarak apoptozu

indiikledigi bildirilmektedir (Hong vd., 2005; Jang vd., 2003).

1.3. Kanser

M.O. 300°lii yillarda yasamis ve ‘tibbin babasi’ olarak bilinen Hipokrat kanseri ilk
olarak Yunanca ‘karkinos’ terimi ile tanimlamisti. Bu donemde viicutta degisik sislik, agri
ve kizariklik meydana getiren hastaliga yengec 1sirigindaki agriya benzetildigi i¢in yunanca
yenge¢ anlamina gelen bu terim verilmisti. Daha sonrasinda ise Romali tip doktoru Celsus,
Latince yenge¢ anlamina gelen ‘cancer’ terimini kullanmistir. Ardindan bagka bir Romali
doktor Galen M.S. bu tiimorleri tanimlamak icin Yunanca sislik anlamina gelen ‘oncos’
terimini kullanmistir. Kanser, tarih boyunca taninan ve eski Misirlilar tarafindan da bilinen
terimdi (Pelengaris, 2006). Ancak on yedinci yiizyila kadar kanserin resmi ¢alismasinin
(onkoloji) belgelendirildigi bir kaynak yoktu.

Genel manada kanser, bazi hiicrelerin kontrollii olarak gergeklestirilen hiicre
boliinmesi siirecinden saparak kontrolsiiz biliyiiyerek ve koken aldiklar1 dokulardan baska
yerlere goc ederek invaze olmalari ve bdylece dokularda isleyisi bozmasiyla tanimlanan bir

hastaliktir. Normal hiicreler biiyiime, boélinme ve Olme siireglerini belli sinyallerle



ayirt ederek gerceklestirirken, kanser hiicreleri bu sinyallerden kagarak kontrolsiiz
biliylimektedirler. Bu ¢ogalmanin devam etmesine ve yayilmasina izin verilirse Oliimciil
olabilmektedir. Gergekte, kansere bagli dliimlerin %90’1 metastaz adi verilen timoriin
diger doku ve organlara yayilmasindan kaynaklanmaktadir (Hejmadi, 2009).

Modern kanser biyolojisi bulgularina gére hemen hemen tiim memeli hiicreleri;
hiicrenin ¢ogalmasi, farklilagsmasi ve Oliimiinii kontrol etmek i¢in benzer hiicresel ve
molekiiler yolaklar kullanilmaktadir. Kanserin dogusu ve tedavisine iligkin arastirmalarin
temelini olusturan teori, normal hiicrelerin molekiiler, biyokimyasal ve hiicresel seviyedeki
bu yolaklardaki degisikler sonucu kansere doniismesidir ve her hiicre i¢in bozulmanin
meydana gelmesi i¢in belli bir oran vardir. Son 50 yilda kanser iizerine yapilan ¢aligsmalar,
kanserin artik sadece mutasyonlarla degil ayni zamanda genomdaki epigenetik
degisiklikleri de iceren daha kompleks bir hastalik olarak tanimlamasina yol agmistir. Bu
degisiklikler ozellikle hiicre boliinmesi veya Olmesi arasindaki hassas dengeyi bozarak
hiicreye siirekli boliinme emri veren proteinler iiretmektedir. Kanserin baslamasi ve
ilerlemesi hem hiicre i¢i faktorlere (kalitsal mutasyonlar, hormonlar, epigenetik
mekanizmalar, bagisiklik kosullar1 gibi) hem de cevresel faktorlere (6rnegin tiitiin
kullanimina, kimyasal ve radyasyona maruziyete ve mikroorganizmalar yoluyla olusan
enfeksiyonlara) baghdir. Bu faktorler tek tek veya birlikte hareket ederek anormal hiicre

davranis1 ve asir1 proliferasyona sebep olabilmektedir (Hejmadi, 2009; Pelengaris, 2006).

1.3.1. Kanser Olusumuna Etki Eden Genetik Degisiklikler

Tanimlanabilir 50'den fazla kalitsal kanser tiirii olmasina ragmen, popiilasyonun
%0,3 ’linden azi ailesel mutasyonlara baglidir ve bunlar tiim kanser vakalarmin %3-
10'undan azini olusturur (Ferguson vd., 2015; Roukos, 2009). Kalitsal (ailevi) kanserler,
bir veya daha fazla gende olan mutasyonlarin, bireyleri kanser gelisimine yatkin hale
getirdigi i¢in bu kanserlerin erken baslangicina neden olabilen genetik bir hastaliktir.
Ornegin DNA tamir genleri olan BRCA1 ve BRCA2 genlerinde tespit edilen bazi
mutasyonlar sonucu meme ve yumurtalik kanserlerinin ortaya ¢ikma riski %75 'den daha
fazla olarak bildirilmektedir (Roukos, 2009). Diger bir 6rnek ise kolorektal kanserlerin
bazilariin ailesel formda karsimiza ¢ikmasidir. Bu formlar ailesel adenomatoz polipozis

ve kalitsal polipozik olmayan kolon kanserleridir; ancak bunlar kolon kanseri



vakalarinin %35 'inden daha azinmi olusturur (Hodgson, 2008). Cogu durumda, genetik
testler, nesiller boyunca gegcen mutant genleri ve/veya anormal kromozomlar1 tanimlamak
icin kullanilabilir. Boylece bireylerde kansere genetik yatkinlik bu sekilde saptanabilir.
Ancak kanserlerin biiylik ¢ogunlugu kalitsal degildir ("sporadik kanserler").

Kanser vakalarinin ¢ogu, hiicre biiylimesini diizenleyen tiimor baskilayict genlerdeki
mutasyonlardan kaynaklanir. Diger yaygin mutasyonlar, DNA tamir genlerinin, proto-
onkogenlerin ve kan damarlarinin iiretiminde (anjiogenezde) rol oynayan genlerin islevini
degistirir (Hodgson, 2008). Gen mutasyonlari, goriindiikleri hiicre tipine bagli olarak
(germline veya somatic) olarak siniflandirilir. Germline, lireme hiicreleri olan yumurta ve
spermi ifade ederken, somatik iireme hiicreleri disinda viicudun tamamini olusturan
hiicreleri temsil eder. Germline hiicreleri haploit, somatik hiicreler ise diploittir. Germline
mutasyonlar1 nesiller boyunca aktarilir ve kanser riskini arttirir. Biitiin bunlarla beraber
kanser iki grup gende olusan mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. Bunlar tiimor baskilayict
genler (DNA tamir genleri, apoptoz genleri vs) ve hiicre ¢ogalmasinda islev goren proto-
onkogenlerdir (Lengauer vd., 1998). Bu genlerin herhangi birisinde ortaya ¢ikabilecek bir
mutasyon saglikli hiicrelerin kanser hiicrelerine donlismesine sebep olabilir. Olusan
mutasyonlar daha ziyade kiimiilatif olduklar1 durumda, yani uzun vadede mutasyonlarin
birikmesi sonucu kanser olusumda etkilidir.

Normal bir hiicrenin bir kanser hiicresine doniismesi i¢in, hiicre biliylimesini ve
farklilasmasini diizenleyen genlerin degistirilmesi gerekir (Croce, 2008). Bu degisiklikler;
epigenetik ve genetik degisiklikler olarak ortaya cikabilir. Epigenetik degisiklikler, DNA
metilasyonu ve/veya histon modifikasyonlar1 yoluyla gerceklesir ve bu degisiklikler
genlerin ifadesinin pozitif veya negatif yonde degistirir (Kim ve Kaang, 2017). Genetik
degisiklikler ise kromozomlarin kazanilmasindan veya kaybolmasindan, tek bir DNA
niikleotidini etkileyen bir mutasyona kadar farkli diizeylerde gerceklesebilir. Ayrica 100 ila
500 genin ekspresyonunu kontrol eden bir mikroRNA'nin susturulmasi veya aktive
edilmesi de kanser olusumunda etkilidir (Balaguer vd., 2010; Lim vd., 2005). Bu
degisikliklerden etkilenen iki genis gen kategorisi vardir. Bunlar proto-onkogenler ve

tiimor baskilayici genlerdir.



1.3.1.1. Proto-Onkogenler

Normal bir hiicrenin kanser hiicresine doniisiimii, proto-onkogenlerin kontroliinii
kaybederek hiicrenin asir1 proliferasyonu ile olusabilir. Proto-onkogenler hiicre
boliinmesini uyaran, hiicre farklilasmasini1 6nleyen ve hiicre 6liimiinii durduran proteinleri
kodlar. Proto-onkogenler; olgun hiicrelerde siirekli olarak eksprese edilmezler. Ancak bazi
mutasyonlar sonucu eksprese edilmeleri gereken durumlar disinda aktif olarak eksprese
olarak kansere neden olma potansiyeline sahiptirler (Fahraeus vd., 1999) ve bu genlerin
mutasyona ugramis haline onkogen denir (Weinstein ve Joe, 2006). Onkogenler, hiicre
boliinmesini ¢esitli  yollardan, O6rnegin, mitozu tesvik eden hormonlar {ireterek
indiikleyebilir. Bagka bir deyisle, hiicre lizerindeki bir hormon reseptorii uyarildiginda bu
sinyal, transkripsiyonu diizenlemek i¢in hiicre yiizeyinden hiicre c¢ekirdegine iletilir
(Chandeck ve Mooi, 2010). Onkogenler DNA'nin transkripsiyonuna katilarak protein
sentezinde yer alabilirler. Boylece onkogenler normal diizeyde seyreden hiicre dongiisiinii

bozarak kontrolsiiz boliinmeye sebep olabilir (Weinstein ve Joe, 2006).

1.3.1.2. Tiimor Baskilayic1 Genler

Timor baskilayict genler, mitozu ve hiicre boliinmesini baskilayan proteinleri, hiicre
Oliimiinii indiikleyen proteinleri veya DNA’y1 tamir eden proteinleri kodlayarak timor
olusumunu engellemekle gorevli genlerdir. Genel olarak tiimor baskilayicilar, hiicresel
stres veya DNA hasari ile aktive edilen transkripsiyon faktorleridir. Olusan DNA hasar1
cogunlukla, tiimor baskilayici genlerin aktivasyonuna yol agan enzimleri ve yolaklart
tetikler. Bu tlir genlerin gorevi, DNA onarimi i¢in devam eden hiicre dongiisiinii
durdurmak ve DNA’da olusan hatalarin yeni hiicrelere gegmesini engellemektir.

En 6nemli tiimor baskilayict genlerden biri olan p53 geninin iirlinii olan p53 proteini,
hipoksi (oksijen azlig1) ve ultraviyole radyasyon hasari gibi bir¢ok hiicresel stres etkeni
tarafindan aktive edilen bir transkripsiyon faktortidiir. pS3 esas olarak mitozun G1 kontrol
noktasina (G1-S gegisine) etki ederek hasarli DNA ve diger olumsuz kosullara cevap
olarak hiicre dongiisiiniin ilerlemesini bloke eder (Matoba vd., 2006). Dolayisiyla timor
baskilayic1 genin kendisinde veya onu aktive eden sinyal yolaginda meydana gelen bir

mutasyon DNA onarimini engelleyebilir veya inhibe edebilir. Bunun sunucunda kanser



kacinilmaz olabilir. Bunlarin disinda tiimor baskilayicit genlerde ailesel mutasyonlar da
olabilir. Ornegin, Rb geni mutasyonlar1 retinoblastoma ile baglantili iken APC gen
mutasyonlarint adenopolipozis kolon kanseri ile baglantili olabilmektedir (Kwong ve
Dove, 2009). Ayrica, BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki kalitsal mutasyonlar da meme

kanserinin baslamasina neden olabilir (Roukos, 2009).

1.3.2. Kanserin Molekiiler Tedavisi

Kanser tedavilerinin temel amaci, kontrolsiiz biiyliyen tiimor (malign) hiicrelerini
secici olarak oldiirmek veya biiylimesini engellemektir. Ancak, mevcut tedaviler kanser
hiicrelerinin yani sira normal hiicreleri de olumsuz etkilemektir. Kansere sebep olan
biyolojik siire¢ aydinlatildik¢a kanser tedavisi devrimsel degisikliklere ugramaktadir. Antik
Misir’da tiimor ¢ikarma ameliyatlart tarihi kayitlara gecerken 19.yy sonlarinda hormonal
tedavi ve radyasyon tedavisi gelismistir (Enger, 2012). Kemoterapi, immiinoterapi ve
hedefe yonelik tedaviler 20. yiizyilin iriinleridir (Fahraeus vd., 1999). Bu geleneksel
kanser tedavi (hormonal ve radyasyon) yontemleri ile diinyada bir yilda ortalama 9,6
milyon kisinin hayatin1 kaybettigi belirlenmistir. Bundan dolay1 kanser hastaligina yonelik
yeni yontem arayisi 21.yy’in en ¢arpict hedefleri arasindadir (Bray vd., 2018). Giiniimiizde
rutin  kanser tedavisi; cerrahi tedavi, kemoterapi ve/veya radyoterapi olarak
uygulanmaktadir. Bunlarla birlikte yaygin olmamakla birlikte immunoterapi,

kisisellestirilmis tip ve alternatif tip yaklasimlar ile de tedavi desteklenebilmektedir.

1.3.2.1. Cerrahi Tedavi

Kanser tedavisinde kullanilan cerrahi (ameliyat), kanserli dokunun ve/veya bolgenin
hastanin viicudundan c¢ikarildigi bir islemdir (Subotic, 2012). Kanser cerrahisi, M.O.
1600’lerde Eski Misir'a kadar uzanan ilk kanser tedavilerindendir (Minagar vd., 2003).
Baglarda hastalar i¢in riskli olmas1 nedeniyle nadir kullanilan kanser cerrahisi, onkolojik
olarak yeterli bir cerrahi prosediiriiniin belirlenmesi ile birlikte, 1867 yilinda kanser
tedavisi i¢in yaygin olarak kullanilan bir tibbi miidahale haline gelmistir. Onkolojik
cerrahide ilerleme meme, kolorektal, mide, bademcik ve norolojik kanserler dahil olmak

lizere tiim solid kanser tiirlerinde bolgesel tlimoriin ¢ikarilmasi ile daha yaygin hale



gelmistir. Ancak hematolojik kanserlerde cerrahi yontem uygulanabilir degildir. X
isinlarmin kesfi ve tibbi goriintiilemenin baglamasi ile tiimorlerin yerinin ve kapsaminin
tanimlanmasini saglayan radyografi ve bilgisayarli tomografi taramasi ortaya ¢ikmigtir. Bu
taramalar cerrahinin 6n asamasi olarak tiimor yerini saptamak i¢in kritik dneme sahip
olmustur (Halsted, 1894). Solid tiimorlerin tedavisinde hastalarin bir kisminda tedaviye
yanit alinamasa da uzun siireli sag kalim oranlar1 artmig, fakat hastalar arasindaki 6liim
oranlar1 degismeden kalmistir (Wyld vd., 2015). Yine de kitlesel tiimorlerin cerrahi ile
viicuttan ¢ikarilmasi kanser tedavisi i¢in ilk asama olarak uygulanmakta olup, tek bagina
yetersiz kalacagi i¢in cerrahinin kemoterapi ve/veya radyoterapi ile devam ettirilmesi
tedavi sansini artirmaktadir. Cerrahi tedavinin en yaygin yan etkisi tiimor dokusunun tam
temizlenememesidir. Ayrica bazen erken evreden ¢ikmis olan tiirlerde, kanser hiicrelerinin
bir kismi bagka dokulara metastaz yapmak amaciyla tiimorden ayrildiklar igin, tim

kanserli doku ¢ikarilsa bile cerrahi miidahale nihai olarak ¢ok da etkin olamayabilir.

1.3.2.2. Radyoterapi

Radyasyon terapisi veya radyoterapi, genellikle timor hiicrelerini kontrol etmek veya
oldiirmek amaciyla dogrudan iyonlastirict radyasyonun kanser tedavisinin bir parcasi
olarak kullanilmasini iceren bir terapidir. Iyonize radyasyon, kanserli dokunun DNA'sina
zarar vererek hiicre biiylimesini kontrol altina alir ve bdylece hiicresel 6liime sebep olur.
Radyasyon tedavisi viicudun belli bir bolgesinde bulunan kanser tiirlerinin tedavisinde
etkilidir. Genellikle malign bir tiimoriin ameliyat sonrasi tekrarlamasini 6nlemek igin
adjuvan yani ana tedaviye yardimci bir tedavi tiirii olarak kullanilmaktadir. Radyasyon
tedavisi ¢ogu zaman kemoterapi ile birlikte uygulanmaktadir. Agresif veya tedaviye cevap
vermeyen (direncli) kanserlerde kemoterapi dncesi ve sonrasinda kullanilmaktadir. Her ne
kadar kanserli dokular1 normal dokulardan ayirt etmek icin, radyasyon 1sinlar1 tiimdrleri
hedeflese de, tiimor ¢evresindeki dokularda da tahribata neden olabilmesi radyoterapinin

en yaygin yan etkisidir (Schaue ve McBride, 2015).



1.3.2.3. Kemoterapi

Kemoterapi, ilk olarak 1900’lerin baslarinda Paul Ehrlich tarafindan, antibiyotik
kullanim1 gibi herhangi bir hastalig1 tedavi etmek i¢in kimyasal madde kullanimi olarak
tanimlanmstir (DeVita ve Chu, 2008). Ilk modern kemoterapétik ajan, 1907'de kesfedilen
ve sifiliz tedavisinde kullanilan bir arsenik bilesigi olan Arsenfenamin idi. Bunu daha sonra
Stilfonamidler ve Penisilin takip etti (Nichols ve Walker, 1923). Giiniimiizde kullanilan
kemoterapi ilaglar1 kanser hiicreleri gibi hizla biiyiiyen ve boliinen hiicreleri hedefler. Bu
ilaglar kanseri tamamen iyilestirmek disinda, yasam siiresini uzatmak ve/veya semptomlari
azaltmak amaciyla kullanilabilir (Chabner ve Roberts, 2005). Kemoterapi belirli bolgeleri
hedef alan radyasyon veya ameliyattan farkli olarak tiim viicudu etkilemektedir. Pek ¢ok
farkli kanser tiirli oldugu gibi dogru orantili olarak pek ¢ok da farkli tedavi tiirleri vardir.
Kemoterapi ¢ok ¢esitli kanser tiirleri ve hastaliklari i¢in kullanilabilir ve farkli kimyasallar
bu amagla kullanilir. Bunlara 6rnek olarak Cisplatin, Cyclophosphamide, Methotrexate, 5-
fluorouracil, Vinorelbine, Doxorubicin, Docetaxel, Epirubicin, Vincristine, Folinic acid,
Oxaliplatin verilebilir. Bu kimyasallar; alkilleyici ajanlar, anti-metabolitler, antrasiklinler,
topoizomeraz inhibitorleri, mitotik inhibitorler, kortikosteroidler gibi farkli bilesikleri
icerirler (Malhotra ve Perry, 2003). Belirtilen bu ilaglarin her biri; 16semi, lenfoma, multipl
miyelom, sarkom, meme, bagirsak yolu, prostat, yumurtalik kanserleri gibi farkli kanser ve
hastaliklar1 tedavi etme potansiyeline sahiptir. Ancak bu kimyasallarin ve kimyasal
karisimlarin yan etkileri olabilir. Kemoterapinin de diger ilaclar gibi yan etkileri vardir. En
stk goriilen yan etkiler; bulanti, kusma, yorgunluk, sa¢ dokiilmesi, bas agrisi, kas agrisi,
mide agris1 ve yanma, sinir hasarlarindan kaynaklanan agridir (Rybak vd., 2009). Ayrica
cilt, sa¢, bagirsak ve kemik iligi hiicreleri gibi hizli biiyliyen bazi saglikli hiicreleri de
etkileyebilir. Kemoterapinin tedavideki bazi yan etkilerinin nedeni budur (Rybak vd.,
2009).

Bugiin diinyada en ¢ok kullanilan kemoterapi ilaglarindan biri olan Sisplatin 1845'te
kesfedildi ve 1978/1979'da tibbi kullanim i¢in lisans aldi (Oun vd., 2018). Sisplatin, Diinya
Saglik Orgiitii tarafindan belirlenen ve bir saglik sisteminde ihtiya¢ duyulan en etkili ve
giivenli ilaclar listesi olan “Diinya Saglik Orgiitii Temel Ilaclar Listesi’nde yer almaktadir

(WHO, 2015). Sisplatin, cis-diamminedichloroplatin (II) olarak da
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adlandirilan kare diizlemsel bir geometriye sahip metalik (platin) bir koordinasyon
bilesigidir (Sekil 1). Bu anlamda sisplatin, platin bazli anti-neoplastik ila¢ ailesinde yer
almaktadir. Oda sicaklifinda beyaz veya koyu sar1 ila sari-turuncu kristal toz formundadir.
Suda, dimetilprimanid ve N, N-dimetilformamid i¢inde hafifce ¢dziiniir. Sisplatin normal
sicaklik ve basinglarda kararlidir, ancak zamanla yavas yavag trans-izomerlere dontisebilir
(IARC., 1981).

Cl.,  NH3
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Sekil 1. Sisplatin’in kimyasal ve dort ligandla cevrili iki kat yiiklii platin
iyonunun bir gelmesiyle olusan molekiiler yapist (Goodsell, 2006;
Weiss ve Christian, 1993).

Sisplatin, bir¢ok kanseri tedavi etmek icin kullanilan bir kemoterapi ilacidir (The
American Society of Health-System Pharmacists, 2016). Bunlar testis kanseri, yumurtalik
kanseri, rahim agzi kanseri, meme kanseri, mesane kanseri, bas ve boyun kanseri, 6zafagus
kanseri, akciger kanseri, mezotelyoma ve beyin hiicreleridir. Ozellikle tedavi oranmni
%10'dan %85'e yiikseltebildigi testis kanserine karsi ¢ok etkilidir (Einhorn, 2009). Sekil
2’de gosterildigi gibi sisplatin kismen DNA'ya baglanarak ve replikasyonunu inhibe ederek
calisir. Yani DNA onarim mekanizmalarina miidahale ederek, DNA hasarina neden olabilir
ve daha sonra da farkli yolaklar aracilifiyla kanser hiicrelerinde apoptozu indiikleyebilir

(The American Society of Health-System Pharmacists, 2016).
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Sekil 2. Sisplatin’in kanser tedavisindeki molekiiler mekanizmasi (Dasari ve
Tchounwou, 2014).

Sisplatin kullanan hastalardaki ila¢ direnci, siddetli bobrek sorunlari, alerjik
reaksiyonlar, enfeksiyonlara karsi bagisiklik, gastrointestinal bozukluklar, kanama ve
ozellikle gen¢ hastalarda isitme kaybi gibi sayisiz istenmeyen yan etkiler nedeniyle,
karboplatin ve oksaliplatin gibi diger platin i¢eren anti-kanser ilaglar1 da tedavi amaciyla
kullanilmistir. Ayrica, sisplatinin diger ilaglarla kombinasyon terapilerinin ilag¢ direncinin

istesinden geldigi ve toksisiteyi azalttigi diisiiniilmektedir (Desoize, 2002).
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1.3.3. Kisisel Tip ile Kanser Tedavisi

Kanser tedavisinde ilerleme yavagstir ve tedavi siireci haftalar veya aylar almaktadir.
Geleneksel olarak tedavi, patolojik muayeneye ve hastaligin semptomlarina dayanarak
doktorlar tarafindan verilir. Tani1 bilimindeki ve erken tespit belirteclerindeki
ilerlemelerden sonra, patolojik semptomlar gelismeden Once bazi kanser tiirleri tespit
edilebilir. Bu belirtegler biyokimyasal, epigenetik, genetik, metabolomik, proteomik ve
goriintiileme ile ilgili olabilmektedir. Ayni hastada belirli bir kanser tiiriine ait birden ¢ok
belirtecin tespit edilmesi, erken ve dogru bir sekilde teshis koyulmasina yardimci olabilir.
Bu bilgiler kisiye 6zgii tedavilerin gelistirilmesi i¢in oldukc¢a énemlidir. Klinikte kullanilan
en yaygin tani tlirii patoloji olsa da, kanser tiiriine has biyobelirtecleri kapsayan molekiiler
tan1 kigiye 0zgii tedavileri gelistirmesi agisindan 6nemlidir (Stricker vd., 2011).

Tiimorlerdeki genetik varyasyonlarla birlikte, ilaglar1 metabolize eden ve isleyen
genlerdeki kalitsal genetik varyasyonlar da tedaviye olan yaniti etkiler. Bu varyasyonlar,
belirli ilaglarin toksisitesini artirabilir. Bu bilgiler, genotip bilgisine dayanarak spesifik bir
tedaviye cevap verecek olan kisiye 6zgii ilaglar1 tanimlayan “farmakogenomik™ biliminin
gelisimini saglamistir (Schroth vd., 2009). Kisisellestirilmis tibbin amaci, kisiye 6zgii
belirtegleri dikkate alarak, saglikli hiicrelere en az toksisite gdsteren veya hig¢ toksisite
gostermeden kanser hiicrelerini hedefleyerek; dogru ilact (ilaglari), dogru zamanda ve
dogru dozda kullanilacak sekilde tasarlanmaktir.

Bir organizmadaki tiim hiicreler her ne kadar ayn1 genetik materyale sahip olsalar da,
her dokuda kodlanan proteinler birbirinden farklilik gostermektedir. Dolayisiyla ayni
organizmadaki bir kanserde, farkli tiimdrler ayn1 DNA'ya sahip olabilir iken, gen
ekspresyon profili farkli tiimor tiplerinde farklidir. Mikroarray gibi teknolojiler, bir seferde
ylizlerce genin gen ekspresyon profilininin incelenmesini ve kansere bagli bir gen
ekspresyon profilinin normal profilden ayirt edilmesine olanak saglar. Standart tibbi tedavi,
uzun yillar boyunca, bireylerin genetik degiskenliginin hesaba katilmadig1 ve sonuglardan
¢ogunun popililasyon diizeyinde oldugu toplumsal (cohort) tabanli epidemiyolojik
calismalar tarafindan yonlendirilmisti (Offit, 2011). Ancak, giiniimiizde giindemde olan
kisisellestirilmis tip, bir tedavi stratejisi olusturulmadan 6nce bireyin genetik yapisini ve
hastalik ge¢misini dikkate alir. Bu kisisellestirilmis tedavi, bir hastanin aile ge¢misine,

sosyal kosullarina, ¢evresine ve yasam tarzina dayandigi i¢in geleneksel tedaviden ayrilir.
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Modern kisisellestirilmis tip, hedefe yonelik tedaviye dayanmaktadir. Hedefe yonelik
tedavide, degismis yolak ve kansere neden olan bilesenler hakkinda bulunan bilgiler
onemlidir. Ornegin, Herceptin, daha yiiksek diizeyde HER-2 geni ifade eden meme kanseri
hastalarinda kullanilir. Kronik miyeloid 16semi (KML) spesifik olarak 9:22 translokasyonu
ile karakterize bir kanser tiiriidiir. Bu hastalarda kromozom 9 ve kromozom 22 arasinda
gerceklesen karsilikli translokasyon sonucu Philadelphia kromozomu olarak adlandirilan
mutant bir kromozom olusur. Bu translokasyon sonucu olusan Bcr-abl geninin iiriinii olan
protein tirozin kinaz aktivitesi gostererek hiicre profilerasyonunu indiikler (Offit, 2011). Bu
ylizden bir tirozin kinaz inhibitorii olan ‘Gleevec’ kronik miyeloid 16semileri hastalarina
uygulanir. Biitiin bunlara ek olarak kisisellestirilmis tip, bir hasta hakkinda genetik veya
diger bilgileri sistematik bir sekilde kullanarak tedavi edici ilac1 secer ve optimize ederek

hastaya uygular. Tedaviden sonraki siirecte ise hastay1 koruma takibi olusturur.

1.3.4. Alternatif Tip: Dogal Bilesiklerle Kanser Tedavisi

Eski insan kalintilarinda ve tip literatiirlinde, antik ¢aglardan beri eski Misir'daki ve
klasik diinyadaki firavunlarin zamanlarina dayanan kansere ait kanitlar1 tespit edilmistir.
Yiizyillar 6nce yasamis olan hekimlerin tanisin1 yorumlamak zor olsa da, tamilarinin bir
kismimnin kanserle ilgili oldugu diistiniilmektedir. Eski tibbi literatiire gore, viicutta
meydana gelen sislik ve agrili bolgelerin keserek ¢ikartildigi (ameliyat) ve agrili bolgede
bazi dogal bitkilerin kullanildigi goriilmistiir. Bitki, hayvan ve mikroorganizmalar gibi
cesitli kaynaklardan gelen dogal iirlinler, eskiden beri gelen tecriibelerle halk arasinda
kullanilmaya baglanmistir. Daha sonra da bu dogal {iriinler, klinik calismalarla bir¢ok
kanserin tedavisinde kullanilmak {izere anti-kanser ajanlar olarak elde edilmistir (Graham,
2000). Amerika Ulusal Kanser Enstitiisii'niin (NCI) destekledigi programlar gibi biiyiik
Olgekli anti-kanser ila¢ kesfi ve tarama programlari anti-kanser dogal bilesiklerinin
gelistirilmesinde 6nemli bir rol oynamistir. Son birkag¢ yilda, dogal iiriin bazh ilag¢ kesfi,
birlesik sentez ve yiliksek verimli tarama gibi yeni teknolojilere ve bunlarla iligkili
yaklagimlara bagl olarak artmaktadir. Vincristine, Irinotecan, Etoposide ve Paclitaxel,
bitki kaynakli bilesiklerin klasik ornekleridir. Actinomisin D, Mitomisin C, Bleomisin,
Doksorubisin ve l-Asparaginaz mikrobiyal kaynaklardan; Sitarabin ise denizden elde

edilen ilaglardir (Kinghorn vd., 2008). Bugiine kadar kanser ilaci1 olarak; antrasiklinler,
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vinca alkaloidleri, kamptotesinler ve yeni epotilonlar sinifi gelistirilmistir. Bunlardan
bazilar1 klinik kullanimlar ile bazilar1 ise klinik ¢alismalarda test edilmistir. Biitiin bu
ilaglar; mikrotiibiillerle etkilesim, topoizomeraz I veya II'nin inhibisyonu, DNA'nin
alkilasyonu ve tiimdr sinyal yolaklar1 olmak {izere ¢esitli etki mekanizmalar ile karakterize
edilir (Kinghorn vd., 2008).

Kanser terapisinde olumlu etkileri oldugu gosterilen bir¢ok bitki bilesigi vardir.
Ornegin, yakin zamanda yesil cayda bulunan bir antioksidan olan EGCG'in
(epigallocatechin-3-gallate) disi farelerde meme kanseri biiylimesini Onemli dSlgiide
yavagslattigi gosterilmistir (Singh vd., 2011). Punica granatum'un (nar) meyve suyu,
kabugu ve yagi kullaniminin; tiimoriin hiicre ¢ogalmasinda, hiicre dongiisiinde ve
anjiyojenez ile etkilesimi igeren anti-kanser aktivitesine sahip oldugu gosterilmistir
(Lansky ve Newman, 2007). Bagka bir ¢alismada, sarimsakta bulunan kiikiirt bilesiklerinin
anti-kanser etkisine sahip oldugu ortaya koyulmustur (Ariga ve Seki, 2006). Commiphora
myrrha'nin ve diger tiirlerin kurutulmus reginesinden tiiretilen dogal bir bilesik olan myrrh,
anti-enflamatuar ve dezenfektan ozellikleriyle bilinir. Myrrh, tarihsel olarak mide agrisi,
hazimsizlik, zayif kan dolasimi, yara iyilesmesi, bazi cilt hastaliklar1 ve diizensiz adet
dongiisii gibi cesitli hastaliklarda kullanilmigtir. Myrrh'in anti-kanser alaninda ¢ok etkili
olarak bilinmesinin sebebi, genel olarak kanser hiicrelerini iyi 6ldiirdiigli i¢in degil, diger
kanser ilaglarma kars1 direncli hiicreleri ldiirdiigii icindir (Gullett vd., 2010). Ozellikle
meme ve prostatta, kanser hiicreleri tarafindan asir1 iiretilen dogal bir faktor olan Bel-2 adli
bir proteini etkisiz hale getirerek calistigina inanilmaktadir. Her ne kadar myrrh bilesigi;
Vincristine, Vinblastine ve Paklitaksel gibi bitkilerden elde edilen diger anti-kanser ilaclari
kadar giiclii goériinmese de, avantaji saglikli hiicrelere zarar vermeden kanser hiicrelerini
Oldiirmesidir (Kinghorn vd., 2008). Kansere kars1 miicadelede en Onemli bitki
bilesiklerinden bir digeri Pasifik Porsuk bitkisinden elde edilen Paklitakseldir. Paklitaksel,
meme ve yumurtalik kanseri hastalarinin klinik tedavisi i¢in diinya ¢apinda onaylanmustir.
Paklitaksel, anti-kanser aktivitesini mitozu inhibe ederek gergeklestirmektedir (Song ve
Dumais, 1991). Ayrica diger bazi bitki bilesikleri Kurkumin, Resveratrol, EGCG, Likopen,
Genistein ve Luteolin 6zellikle tiimdr baskilayicit pS3 aktivasyonunda ve transkripsiyon

faktorii NF-kB inaktivasyonunda etkilidir (Sekil 3) (Gullett vd., 2010).
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Sekil 3. Kurkumin, Resvaratrol gibi bazi1 bitki bilesiklerinin kanser tedavisindeki
molekiiler mekanizmasi ((Appella ve Anderson, 2001).

Tiimdr baskilayici p53; hiicre dongiisii, apoptoz, genomik stabilite ve DNA tamirinin
kontroliinde ¢ok 6nemli bir rol oynar (Appella ve Anderson, 2001; Bode ve Dong, 2004).
Aktif p53, diizenleyici DNA sekanslarina baglanir ve hiicre dongiisii inhibisyonu, apoptoz,
genetik stabilite ve anjiyogenez inhibisyonunda fonksiyonu olan belirli genleri aktive eder
(Carr, 2000; Ko ve Prives, 1996; Sherr ve Weber, 2000). Ayrica, aktif p53, hem trans-
aktivator hem de trans-repressor olarak davranabilir (Agarwal vd., 2007). Baz1 bitkisel
bilesikler (Kurkumin, Resveratrol, EGCG, Likopen, Genistein ve Luteolin), p53'ii aktive
ederek hiicre dongiisiiniin durdurabilir veya apoptozu tetikleyebilir. Ornegin, EGCG,
prostat kanseri ve meme kanseri hiicrelerinde p53 ve onun hedefleri p21 ve Bax genlerinin
ekspresyonunu indiikler (Hastak vd., 2005). Luteolin’in, p53 ve onun hedefleri olan p21 ve
Bax genlerini aktive ederek hiicre siklusunu durdurdugu ve apoptozu indiikledigi
bilinmektedir (Thakur vd., 2010). Kurkumin'e maruz kalan meme ve mesane kanseri
hiicrelerinde, p53'e bagli Bax indiiksiyonu yoluyla apoptoz belirlenmistir (Shankar ve
Srivastava, 2007; Tian vd., 2008). Resveratrol de; p53'i ve dolayisiyla p21, p27, Bax,
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Puma, Mdmz2, Siklin G ekspresyonunu aktive ederek apoptozu indiikleyebilir (Shankar vd.,
2007). Genistein; pS3 ve p21'i aktive etmis ve insan malign glioma hiicre hatlarinda G2 /
M kontrol noktasinda hiicreleri durdurarak apoptozu indiiklemistir (Schmidt vd., 2008).
Bitkisel bilesikler ayrica, yakindan iligkili iki protein olan p63 ve p73’i iceren memeli
hiicrelerinde hiicre dongiisiinii durdurarak apoptozu indiikleyebilir. Ornegin EGCG
bilesigi; in vitro multipl miyelom hiicrelerinde p73'i ve buna bagh p21, Siklin Gl, Perp,
Mdm2, Wigl ve Pigl'in ekspresyonunu aktive ederek apoptozu indiiklemistir (Shammas
vd., 2000).

NF-kB, genlerin transkripsiyonunu destekleyen ana bir transkripsiyon faktoriidiir
(Aggarwal, 2004). Serbest radikaller, enflamatuar sitokinler, kanserojenler, gama
radyasyonu ve UV 15181 dahil olmak iizere NF-kB'nin bir¢ok aktivatorii vardir. NF-xB
hedef genleri; hiicresel biiyiimeyi kontrol ederken, kontrolii kaybettiginde; inflamasyon,
apoptoz, istila, metastaz ve kemoterapi ve radyasyona duyarliliga sebep olabilmektedir.
Kurkumin, resveratrol, EGCG, likopen, genistein ve luteolin gibi dogal bilesikler, p53°i
aktive ettikleri gibi NF-kB'nin de gii¢lii inhibitorleridir (Kasinski vd., 2008; G. Y. Kim vd.,
2004; Singh ve Aggarwal, 1995). Bu bilesikler, NF-kB’yi aktive eden sinyal yollarini, NF-
kB'nin ¢ekirdege translokasyonunu, dimerlerin DNA baglanmasini1 veya transkripsiyonu
bloke edebilir. NF-kB'nin inhibisyonu, Bcl-2, Siklin D1, Matriks metaloproteazlar, VEGF
ve digerleri dahil olmak iizere kanserde indiiklenen hedef genlerinin inhibisyonu ile
sonuglanir (Hastak vd., 2003; Ju vd., 2007).

Insanlar medeniyetin baslangicindan beri tedavi edici 6zellikleri igin dogal bilesenleri
kullanmiglardir. Bu dogal bilesenlerin kullanimi sadece bitkilerle sinirli kalmayip, zehirli
hayvanlardan elde edilen toksinler de tedavi edici olarak kullamilmistir. Zehirler;
norotoksinler (sinir uyarilarin iletimini hedef alan toksinler) ve miyotoksinler (kas
dokusuna saldiran ve pargalayan toksinler) gibi biyolojik olarak aktif bilesenlerden olusan
bir karisgimdir. Zehir bilesenlerinin terapotik amagh basarili bir sekilde kullanilabilmesi,
onu bilim adamlar1 i¢in daha ilgi ¢ekici ve caligilabilir bir alan haline getirmistir.
Zchirlerden gelistirilen terapotiklerin 6rnekleri arasinda; biiyiik bir yilan tiirii olan Bothrops
jararaca zehri (kaptopril), gila canavari olarak bilinen kertenkele Heloderma suspectum
zehri (eksenatid) ve deniz salyangozu olan Conus magus zehri (zikonotid) bulunur. Bazi
yilan ve eklem bacakli zehirleri, gesitli kanser hiicrelerinde yiiksek derecede segici

toksisiteye sahiptir ve ayrica kanser terapisinde ek tedaviler olarak
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da kullamlmistir (Ferlay vd., 2015; Hanahan ve Weinberg, 2011). Ornegin,
kemoterapinin neden oldugu periferik noropatili hastalarda farmakolojik bal aris1 zehri
uygulanmistir (Yoon vd., 2012). Aslinda, ar1 zehrindeki fosfolipaz A2, L-aminoasit
oksidaz, disintegrin, melittin, polybia-MPI ve klorotoksin gibi bircok bilesen kanser
gerilemesinde etkili olabilirler. Onceki bir ¢alismada, ar1 zehrinin mitokondriyal
membran potansiyelini zayiflattigi, sitokrom C salimminmi ve kaspaz-3 aktivitesini
artirarak DNA parcalanmasina sebep oldugu bulunmustur (Chaisakul vd., 2016). Bu
nedenle, birgok mekanizma yoluyla anti-kanser etki gosterme kapasitesine sahip bitki ve
hayvan toksinlerinin tedavi amag¢li kullanimi, klinik yaklagimlarda alternatif bir arag
olabilir. Ar1 zehrinin anti-kanser etkisinin bilinmesine ragmen, kanser hiicrelerindeki
seciciliginin molekiiler temeli ve wuzun vadedeki etkisi heniiz tam olarak

aydinlatilamamstir.

1.4. Calismanin Amaci

Ar zehrinin kanser hiicreleri lizerindeki molekiiler mekanizmasinin arastirilmasi ve
ar1 zehrinin kanser terapisindeki uzun vadedeki sitotoksik seciciliginin kemoterapi ajant

sisplatin ile karsilastirilarak aydinlatilmasidir.
Bu amaca yonelik yapilan deneylerde kullanilan yontemler;

1. MDA-MB-231 metastatik meme kanseri, HEPG2 karaciger kanseri hiicreleri ve
saglikli hiicreler olan NIH/3T3 embriyonik fibroblast hiicrelerinin kiiltiirtiniin
hazirlanmasi

2. Arn zehrinin farkl sartlarda hiicrelere uygulanarak etkili doz ve inkiibasyon
stirelerinin belirlenmesi

3. Ar1 zehrinin hiicrelerden uzaklastirildiktan belli zaman sonrasindaki hiicre
Oliimiiniin devam edip etmediginin tripan mavisi yontemi yoluyla belirlenmesi

4. Sisplatin’in farkli sartlarda hiicrelere uygulanarak etkili doz ve inkiibasyon
stirelerinin belirlenmesi

5. Sisplatin’in hiicrelerden uzaklastirildiktan belli zaman sonrasindaki hiicre
Oliimiiniin devam edip etmediginin tripan mavisi yontemi yoluyla belirlenmesi ve

ar1 zehri sonuglartyla karsilastirilmasi
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6. Total DNA Izolasyonu yapilarak, DNA konstrantrasyonlarinin dl¢iilmesi ve agaroz
jel elektroforezinde DNA fragmentasyonunun tespit edilmesi

7. Yine total DNA kullanilarak QPCR yontemi ile mitokondriyal DNA (mtDNA)
kopya sayisinin tespiti ve ar1 zehrinin saglikli ve kanser hiicrelerindeki etkisinin
mtDNA kopya sayisi acisindan karsilagtirilmasi

8. Hoechst ile DNA boyamasi, y-H2AX ve beta aktin proteinlerinin immiin boyama
ile boyanarak ar1 zehrinin DNA hasar1 ve/veya hiicre iskeleti {izerine etkisinin

belirlenmesidir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Hiicre Kiiltiirii

Kullanilan hiicreler, MDA-MB-231 insan metastatik meme kanseri hiicreleri (ATCC,
Katalog No. HTB-26), HEPG2 insan karaciger kanseri hiicreleri (ATCC, Katalog No. HB-
8065) ve NIH/3T3 embriyonik fare fibroblast (ATCC, Katalog No. CRL-1658)
hiicreleridir. MDA-MB-231, HEPG2 ve NIH/3T3 hiicreleri, sirasiyla RPMI, EMEM ve
DMEM besiyerlerinde kiiltiir edildi. Bu medyalar MDA-MB-231 ve HEPG2 hiicreleri igin
%10 fetal sigir serumu (FBS), NIH/3T3 hiicreleri icinse %10 bovin ke¢i serumu (BCS)
icermekte olup ayrica her medyaya %1 penisilin-streptomisin ilave edildi. Tiimii steril
icerikten olusturulan medyalar 0,22 um por genisligine sahip filtreden gegirilerek yeniden
steril edildi. Kilturler, %5 karbondioksit ve 37°C’lik etiivlerde inkiibe edildi. Hiicreler
oncelikle 3-5 giinde bir tripsin muamelesi ile pasajlanarak ¢ogaltildi. Hiicrelerin yikanmasi
sirasinda MDA-MB-231, HEPG2 ve NIH/3T3 hiicreleri 590xg’de 5 dakika siiresince
santrifiij edildi. Bu hiicrelerin tiim tez boyunca kullanildig1 pasajlar MDA-MB-231 i¢in 7,
HEPG2 i¢in 8 ve NIH/3T3 i¢in 12’dir. Pasajlama, dondurma ve ¢ozme sirasinda
hiicrelerdeki canlilik orani tripan mavisi yontemiyle ol¢iildii (Ayrintilar i¢in Bkz. Boliim

2.4)

2.1.1. Hiicrelerin Dondurularak Stoklanmasi

Hiicreler %5 dimetilsiilfoksit (DMSO) igeren kiiltiir medyasinda dondurularak -
196°C’deki s1vi azot tankinda saklandi. Deneyler ana stoktaki bu hiicrelerin ¢oziilerek

kullanilmastyla yapildi.

2.1.2. Dondurulan Hiicrelerin Coziilmesi

Hiicre ¢dzme protokolii, tanktan alinan tiiplerin hizli bir sekilde 37°C’de ki su
banyosunda (tiip kapaklar1 su seviyesinin listiinde kalacak sekilde) 2-3 dakika bekletilmesi
ve ¢oziilen hiicrelerin besiyerine aktarilarak, santrifiij yoluyla DMSO’dan uzaklastirilmasi

ile gerceklestirildi.
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2.2. An Zehrinin Sagilmasi ve Ar1 Zehri Stoklarinin Yapilmasi

Arn zehri, Tirkiye'nin Karadeniz bolgesindeki bal arilari, Apis mellifera’dan elde
edildi. Ar zehri sagilmasi/eldesi, arilara zarar vermeden diisiik seviyeli elektro-sok
yontemiyle Zonguldak Aricilar Birligi tarafindan gerceklestirildi. Toplanan ar1 zehri
liyofilize edildi ve kullanima kadar +4°C’de muhafaza edildi. Liyofilize ar zehri %0.9
NaCl ¢ozeltisi i¢inde hazirlandi ve ana stok 5000 ng/mL konsantrasyonda alikotland: ve -
20°C'de stoklandi.

2.3. Ar Zehri ve Sisplatin Muamelesinden Sonra MTT ile Sitotoksisiste Tayini

Tamamlanmig 1172747 numarali TUBITAK projesi kapsaminda Esra BIRINCI
tarafindan ar1 zehrinin 0, 8, 12, 25, 50 ve 100 pg/mL dozlarinda sitotoksisite deneyleri
MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromiir, Smg/mL) metoduyla
yapilmistir. Belirlenen bu dozlar ve inkiibasyon siiresi bu tez kapsaminda ar1 zehrinin
uygulanmasi sirasinda kullanilmigtir. Hiicreler yeterli yogunluga ulastiklarinda, stok ari
zehri 0, 8, 12, 25, 50 ve 100 pg/mL konsantrasyonlarinda hiicrelerin iizerine ayr1 ayri ilave
edildi. Art zehri ilavesi sonrasinda hiicreler 24 saat boyunca, % 5 CO, igeren etiivde
37°C’de inkiibasyona birakild:.

Tezin devami olarak projeye paralel olarak ayni dozlarda sisplatin deneyleri
planlanmistir. Hiicreler, 96 gozlii plakalara, g6z basina 5000 hiicre olacak sekilde ekildi ve
gece boyu inkiibe edildi. Hiicrelere 0, 8, 12, 25, 50 ve 100 pg/mL dozlarinda sisplatin
(Kocak 10mg/20mL Kat No:19111614) ile muamele edildi ve 24 saat 37°C'de % 5 CO;
iceren etiivde inkiibe edildi. Her bir doz, en az {i¢ deney ici tekrar olarak hazirland1 ve her
bir bagimsiz deney en az ii¢ kere tekrar edildi. Inkiibasyondan sonra, her bir kuyucuga 10
uL MTT ilave edildi ve 4 saat boyunca 37 °C'de % 5 CO;’de inkiibe edildi. Son olarak, her
bir kuyucuga 100 pL reaksiyon durdurma ¢ozeltisi (% 20 SDS + % 37 HCI) ilave edildi ve
oda sicakhiginda gece boyu sallayici iizerinde inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra, renk
gelisimi gozlendi ve mikroplaka okuyucu kullanilarak 570 nm'de absorbans 0l¢iildii. Her

hiicre hatti i¢in ICso degerleri =
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x In( ) + formiiliine gore hesaplandi. Ek olarak ar1 zehri ve sisplatin i¢in selektif indeks (SI)
saglikli hiicrelerin ICsy degerinin kanserli hiicrelerin ICsyp degerine oranlanmasiyla

hesaplanmistir (Badisa vd., 2009).

2.4. Arn Zehri ve Sisplatinin Uzun Vadedeki Sitotoksik Etkisinin Tripan Mavisi
Yontemi Yoluyla Belirlenmesi

Tripan mavisi hiicre canliligin1 belirlemede kullanilan negatif yiikli bir boyadir.
Canli hiicrelerde membran yapist bozulmamis oldugundan boya hiicre i¢ine giremezken,
o0li hiicreler boyay1 absorbe eder ve 6lii hiicreler mikroskop altinda mavi goriintir.

Saglikli ve kanserli hiicreler, 24 saat boyunca ayr1 ayri ar1 zehri veya sisplatin ile
muamele edildikten sonra bir kez 1x PBS (fosfat tamponlu salin) (Wisent, 311-010-CL) ile
yikandi. Tripsin ile kaldirilan hiicreler 230 rpm’de santrifiijlenerek toplandi. Siipernatant
uzaklagtirild1 ve hiicreler besiyerinde yeniden siispanse edildi. 10 pL hiicre siispansiyonu,
10 uL % 0.4 tripan mavisi (Biological Industries, B 103-102-1B) ile karistirildi (1:1
oraninda) ve oda sicakliginda yaklagik 10 dakika siireyle inkiibe edildi. Hiicre ve boya
karisimi, cihazin lameline her bir kuyucuga 10 pL olacak sekilde yiiklendi. Countess FL II
otomatik hiicre sayaci (Thermofisher) kullanilarak hiicre canlilig: tespit edildi. Canliliklarin
standart hatalar1 (S.E. +/- standard error of the mean) SPSS yazilimi kullanilarak
hesaplandi. Tiim deneyler en az ii¢ bagimsiz tekrar olarak yapildi, ayrica her bir 6rnek bir
deney tekrari iginde de en az li¢ kere dlglilerek cihazin gilivenilirligi test edildi. Hiicrelerin
geri kalan1 ti¢ kere 1x PBS ile yikanarak ar1 zehri / sisplatinden tamamen armndirildi ve
yikanmis hiicreler ar1 zehri / sisplatin olmayan taze bir besiyerinde tekrar 24 saat
kiiltiirlendi (Bir grup hiicre kontrol amaciyla yikama yapilmadan ar1 zehri / sisplatin
olmayan taze bir besiyerinde kiiltiir edildi). Daha sonra ayni1 metot bir sonraki 24 ve 48 saat
boyunca da uygulandi ve bdylece ar1 zehri/sisplatin ile ilk 24 saat muamele edilen
hiicrelerin canlilik oranlari, ar1 zehri/sisplatin icermeyen medyalar kullanilarak sonraki 24,

48 ve 72 saat sonunda da belirlendi.
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2.5. Total DNA izolasyonu

0, 8, 12, 25, 50 ve 100 pg/mL konsantrasyonlarinda ar1 zehri muamelesinden sonra
hiicreler, 5 dakika boyunca 590xg’de santrifiijleme yoluyla toplandi ve 1x PBS ile yikandi.
Total DNA, DNA izolasyon kiti (GeneAll Biotechnology, Katalog No. 06-101, Seul,
Giliney Kore) kullanilarak kit protokoliine gore izole edildi. Protokol kisaca su adimlari
icermektedir: 1) Proteinaz K (20 mg/mL) ve RNaz (10mg/mL) hiicrelere eklendi, ardindan
liziz tampon eklendi. 2) Ornekler, 10 dakika boyunca 56°C'de inkiibe edildi. 3) Etanol
ilave edildi ve karisimlar kolon tiiplerine aktarildi. 4) Ornekler santrifiijlendi ve yikandi. 5)
Toplam DNA eliisyon tamponu ile ¢ziildii. Izole edilen DNA’larin konsantrasyonlari
Nanodrop spektrofotometre (ThermoFisher) ile o6lciildii ve ornekler -20°C'de saklandi.
Total DNA ornekleri, ¢ekirdek ve organel (mitokondriyal DNA dahil) olmak iizere
hiicresel DNA’dan olusur.

2.6. QPCR Yontemi ile Mitokondriyal DNA Kopya Sayisinin Tespiti

Mitokondriyal DNA (mtDNA) kopya sayis1 varyasyonu (copy number variation,
(CNV) tayini i¢cin QPCR analizi yapildi. MTCO1 (mtDNA geni) ve HBB (¢ekirdek DNA
geni) icin iki farkli primer seti kullanildi. MDA-MB-231 ve HEPG?2 hiicre hatlar icin
MTCOI1 ve HBB insan primerleri, NIH/3T3 hiicreleri i¢in Mtcol ve Hbb fare primerleri
kullanildi. Kullanilan primerler Tablo 1'de verildi. MTCOL geni hiicrede ¢ok sayida kopya
olarak bulunurken HBB geni tek kopya genidir. Dolayistyla MTCOL1 geninin kopya sayisi,
tek kopya olan HBB geni ile karsilastirilarak gore analiz edilir. Yani HBB geni, internal
kontroldiir. QPCR karisimi (ROX referans boya ile 1 x HOT FIREPol® Probe qPCR Mix
Plus), Solis BioDyne firmasindan (Kat. 08-14-00001, Tartu, Estonya) satin alindi. Bu
karisim, dNTP, MgCl2 ve polimeraz enzimi igermektedir. Her bir QPCR reaksiyonu; 4 ng
total DNA 6rnegi, toplamda sirasiyla 0,8 uL forward primer ve 0,8 puL reverse primer, 4
uL QPCR karisimi ve su ile 20 pL’ye tamamlanarak hazirlandi (Tablo 1). Reaksiyonlar,
BioRad CFX96 cihazi ile 96 gozlii plakalarda ve her 6rnekten 3’er kuyucuk olacak sekilde
gerceklestirildi. Kontrol reaksiyonlarinda DNA kullanilmamistir (NTC, non-template
control). QPCR kosullari, 1) 95°C'de 95 saniye siireyle ilk aktivasyon i¢in 1 dongi, 2)

95°C'de 15 saniye siireyle denatiirasyon, 3) 15 saniye boyunca 56°C'de primer baglanmasi



23

ve 4) 72°C'de 15 saniye siireyle yeni zincir DNA’sinin uzamasi ve 5) 72°C'de 10 dakika
olarak ayarlandi (2, 3 ve 4. basamaklar 40 dongii olarak yapildi). Bagil mtDNA kopya

sayilari Z_AACt formiiliine gore hesaplandi. (ACt = Ctmrco1 - CtHbb ve AACt= ACltigeren(BV) —

AClticermeyen8v)) (Ct, esik dongili degeri). Deneyler bagimsiz ii¢ tekrar halinde yapildi. Her
deney i¢inde iki tekrar yapildi.

Tablo 1. QPCR Kit Icerigi

icerikler Hacim Final konsantrasyonu
5x HOT FIREPol Probe qPCR mix plus | 4uL 1x

Primer forward (10pmol/uL) 0,4 uL 200 nM

Primer reverse (10pmol/uL) 0,4 uL 200 nM

Kalip DNA Degisken Degisken

dH20 20 pL ye tamamlanir.

Toplam 20 uL

Tablo 2. Mitokondriyal DNA Kopya sayis1 i¢in QPCR’da kullanilan Primerler

Organizma (Hiicre hattr) Gen Primerler (5' _ 3')

Forward - CTC ACC TGG ACA ACCTCA
: HBB AG
([[nsan Reverse - CAAGCGTCCCATAGACTCAC

MDA-MB-231 ve HEPG2) Forward - CCCTGCCATAACCCAATACC
Reverse -CAGCTAGGACTGGGAGAGATAG
Hbb Forward - CAGTCCTTCTCTCTCTCCTCTC
[Fare Reverse -CCTTGTCCTCTGAGCAAGTTAC
(NIH/3T3) Mtcol Forward - CCACCATCATTTCTCCTTCTCC

Reverse -CTCCTGCATGGGCTAGATTTC

MTCO1

2.7. Agoroz Jel Elektroforezi

QPCR firiinleri agaroz jel elektroforezi kullanilarak dogrulandi. %1°lik agaroz jel
hazirlamak ig¢in, 0,5 gram agaroz tartilip tlizerine 50 mL 1x TAE eklendi. Karigim
mikrodalga firinda kaynayana kadar (yaklasik 1,5 dk) 1sitildi. Oda sicakliginda 20 dakika
bekledikten sonra tlizerine 5 pL etidyum bromiir eklendi ve karisim elektroforez tankina
dokiildii. Ornekler iizerine 1:6 oraninda yiikleme boyasi (6x) eklenerek, taraklarla
olusturulan kuyucuklara yiiklendi. Jel 112 voltta yaklasik 15 dakika yiiriitiildii ve UV
transimiilator ile goriintiilendi. Kullanilan markirlar sunlardir; 1) MDA-MB-231 hiicreleri

icin Thermo Scientific (Kat No. SM0311), 2) HEPG2 hiicreleri i¢in New England Biolabs
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(Kat No. N3231S, MA, ABD) ve 3) NIH/3T3 hiicreleri i¢in New England Biolabs (Kat
No. N3200S).

2.8. DNA Fragmentasyonu

DNA fragmentasyon deneyi, DNA hasar1 sonucu DNA’nin fragmente olup
olmadigini anlamak i¢in yapildi. Fragmente olan DNA jelde tek degil de merdiven seklinde
bantlar seklinde gozlenmektedir (Elmore, 2007). Bu deney ar1 zehrinin DNA’da kiriklara
sebep olup olmadigini tayin etmek i¢in kullanildi. Total DNA’larin 2 pg konsantrasyonu
%0,8’ lik agaroz jel elekroforezinde 30V’da 3 saat yiiriitiildii ve UV transimiilator ile
goriintiilendi. Kullanilan DNA markirlar;; 1) MDA-MB-231 hiicreleri i¢in Thermo
Scientific (Kat No. SM0311), 2) HEPG2 hiicreleri i¢in New England Biolabs (Kat No.
N3231S, MA, ABD) ve 3) NIH/3T3 hiicreleri i¢cin New England Biolabs (Kat No.
N3200S).

2.9. DNA Boyamasi (Hoechst), DNA Hasar1 (y-H2AX) ve Hiicre Iskelet
Proteininin (p-aktin) Immiinboyama ile Tespiti

Immiinboyama bir hiicre antijenini floresan etiketli antikorla arama teknigidir.
Immiinboyama genel olarak &rnegin fikse edilmesi, permabilize edilerek gegirgen hale
getirilmesi, antijene 6zel spesifik primer antikor muamelesinin ardindan floresan etiket
tastyan ikincil antikorlarla muamele edilmesi, mikroskop fotograflarinin ¢ekilmesi,
fotograflarin ilgili yazilimlarla analiz edilmesi ve Ol¢limlerin istatistiksel olarak
karsilastirilmast asamalarindan olusur. Bu deneyde ilk olarak MDA-MB-231, HEPG2 ve
NIH/3T3 hiicreleri 96 well plate ekilip ¢ogaltildi. Daha sonra 0, 8, 12, 25, 50 ve 100 pg/mL
konsantrasyonlarda ar1 zehri ile 24 saat muamele edildikten sonra hiicre hatlarinin her biri
0zel olarak icinde biyiidiigi RPMI (MDA-MB-231), EMEM (HEPG2) VE DMEM
(NIH/3T3) medialariyla yikandi. Sonrasinda hiicreler %4 (w/v) paraformadehit (PFA)
(ChemSolute 135 Bio, Kat No. 8416. 0500, Germany) ile oda sicakliginda yarim saat fikse
edildi. Hiicreleri gegirgen hala getirmek icin %0,5 Triton-100 (Biomatik, Kat No. A4025,
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ON, Canada) igeren Ix PBS ile 15 dakika boyunca oda sicakliginda muamele edildi
(sadece 0, 12, 25, ve 50 pg/mL dozlarini igeren koyucuklara). Devaminda hiicreler %20
(v/v) kegi serumu (Capricorn, Kat No. GOA-1B), 200 mg/mL BSA (Sigma, Kat. No.
A1470) ve %0,01 (v/v) Tween-20 (Sigma, Kat No. P1379) iceren 1x PBS ile 2 saat 37°C
de bloke edildi. Sonrasinda hiicreler 20 mg/mL BSA ve %0,05 triton-100 (v/v) igeren 1x
PBS icinde hazirlanan fare poliklonal primer antikoru y-H2AX (1:200) (Aviva systems
biology, Kat. No. OAANO02886) ile her kuyucuga 60 pL olacak sekilde bir gece 4°C’de
muamele edildi. Kontrol grubu hiicreleri sadece sekonder antikorlar muamele edilmistir.
Inkiibasyondan sonra primer antikor 1x PBS ile 3 kez yikandi. Yikamadan sonra kontrol
grubunun diginda ki primer antikoru y-H2AX ile muamele edilen dozlara (0, 12, 25, ve 50
ng/mL) seconder Goat Anti-Mouse IgG H&L (Texas Red ®) (ab6787) antikor ve 20
mg/mL BSA ve 0,05% triton-100 (w/v) iceren 1x PBS ile 1:1000 konsantrasyonunda
hazirlandiktan sonra muamele edildi. Boyama i¢in 4°C de gece boyu bekletildi.
Boyamadan sonra 3 kez 1x PBS ile yikandi. Devaminda hiicreler 20 mg/mL BSA ve 0,05%
triton-100 (w/v) iceren 1x PBS i¢inde hazirlanan fare monoklonal primer antikoru anti-f3-
aktin (1:250) (BioLegend, Kat. No. 643801) ve ile her kuyucuga 60 pL olacak sekilde
muamele edildi. Inkiibasyon karanlik ortamda ve oda sicakliginda 1 saat olarak yapildi1 ve
akabinde hiicreler 1x PBS ile 3 kez yikandi. Anti-B-aktin muamelesinden sonra 20 mg/mL
BSA ve %0.05 triton-100 (v/v) igeren 1x PBS i¢inde hazirlanan sekonder antikor (1:1000)
Goat Anti-Mouse IgG H&L (Alexa Fluor® 488) (ab150113) ve ile 1 saat karanlik ortamda
ve oda sicakliginda muamele edildi. Daha sonra hiicreler 3 kez 1x PBS ile yikandi. En son
asama olarak da DNA’y1 isaretleyebilmek i¢in 1x PBS i¢inde hazirlanan 4 pg/mL bis
Benzimide Hoechst 33342 (Sigma, Kat No. 14533) her kuyucuga 100 puL olacak sekilde
muamele edildi. Son olarak her kuyucuk mikroskop altinda incelendi ve farkli alanlardan
olmak iizere her drnek basina en az bes alanin resimleri ¢ekildi. Cekilen fotograflarda, ilgili
markerlar i¢cin boyama miktarlari ImageJ yazilimi ile analiz edilerek istatistiksel

karsilastirmalar yapildi.
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2.10. istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler SPSS yazilim ile yapildi (Versiyon 23). Hiicre canliliklart
UNIANOVA (tek degiskenli varyans analizi) kullanlarak karsilastirilds. Ikili
karsilastirmalar i¢in UNIANOVA'nin Post-Hoc testi yapildi. Karsilastirmalarda anlamlilik
degerleri; p <0.05 (*), p <0.01 (**), p <0.001 (***) ve p <0.0001 (****) olarak kullanildi.



3. BULGULAR
3.1. Ar1 Zehrinin Uzun Vadedeki Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi
3.1.1. Ar1 Zehrinin Sitotoksik Dozlarimmin MTT ile Belirlenmesi

Arn zehrinin MDA-MB-231, HEPG2 ve NIH/3T3 hiicrelerindeki sitotoksik etkisi
Bolim 2.3.°de belirtildigi gibi MTT testi ile degerlendirildi. MDA-MB-231 (Sekil 4A),
HEPG2 (Sekil 4B) ve NIH/3T3 hiicrelerinde (Sekil 4C) sirasiyla ar1 zehri muamelesinden
sonra doza bagli olarak hiicre canliliginda 6nemli bir diisiis gozlendi. ICso dozlari, MDA-
MB-231, HEPG2 ve NIH/3T3 hiicreleri icin sirastyla 8 pg/mL, 12 ug/mL ve 50 pg/mL
olarak hesaplandi. Bu sonuglar, NIH/3T3 'iin diger kanser hiicrelerine kiyasla ar1 zehri
muamelesine kars1 direngli oldugunu goéstermektedir. Ar1 zehrinin kanser hiicrelerini
normal hiicrelere gore daha fazla 6ldiirdiigii bulgusu, selektif indeks (SI) (SI = ICso normal
hiicre / ICso kanser hiicresi) ad1 verilen bir parametre ile degerlendirildi. SI ne kadar biiytik
ise test edilen ajanin kanser i¢in segiciligi o kadar yiiksektir (Badisa vd., 2009). Buna gore,
MDA-MB-231 hiicrelerinin ar1 zehri i¢in SI degeri 6,25 (NIH/3T3 ICso =50/ MDA ICso =
8) ve HEPG2 hiicreleri i¢in SI degeri ise 4,16 (NIH/3T3 ICso = 50 / HEPG2 ICsy = 12) dir.
Her ikisi de ar1 zehrinin kanser hiicrelerinde secgici bir sitotoksik potansiyele sahip
oldugunu gostermektedir. Ayrica her bir dozun MDA-MB-231, HEPG2 ve NIH/3T3
hiicreleri i¢in aydmlik alan mikroskop goriintiileri, sirasiyla Sekil 4D, E ve F'de
gosterilmistir. Morfolojik olarak kanser hiicrelerinin kii¢iildiigli ancak normal fibroblastlart
etkilemedigi gozlenmistir. Fakat saglikli hiicrelerde hiicre yogunlugunun ozellikle daha

PR

yiiksek BV dozlarinda degistigi gézlenmistir.
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Sekil 4. Ar1 zehrinin kanser hiicreleri ve normal hiicreler tizerindeki sitotoksik etkisi. A, B
ve C ar1 zehrinden sonra sirasiyla MDA-MB-231, HEPG2 ve NIH/3T3
hiicrelerinde MTT testi ile belirlenen hiicre canliliklarini (%) gostermektedir.
MDA-MB-231, HEPG2 ve NIH/3T3 hiicreleri i¢in ICso degerleri sirasiyla 8
pg/mL, 12 pg/mL ve 50 pg/mL'dir. Art zehri segici olarak kanser hiicrelerini
oldiirmiistiir. D, E ve F ar1 zehrinden sonra sirasiyla MDA-MB-231, HEPG2 ve
NIH/3T3 hiicrelerinin aydinlik alan mikroskop goriintiilerini gostermektedir.
Yiiksek dozlarda ar1 zehri hiicre boyutlarinda kiigiilmeye ve hiicre yogunlugunda
azalmaya sebep olmustur. Olgek 80 mikrondur.
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3.1.2. Arn Zehrinin Farkli Dozlarinin Normal ve Kanser Hiicreleri Uzerindeki
Uzun Vadeli Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi

Ar1 zehrinin 0, 8, 12, 25, 50 ve 100 ug/mL dozlarinin sirastyla MDA-MB-231,
HEPG?2 ve NIH/3T3 hiicrelerine 24 saat boyunca muamele edilmesinden sonra hiicrelerin
canlilik orani tripan mavisi boyast ile tespit edilmistir. Daha sonra ar1 zehri yikanmis ve
hiicreler her 24 saatte bir olmak {izere ar1 zehirsiz temiz bir besiyerinde kiiltiir edilerek 24,
48 ve 72 saatler sonunda hiicre canlilig1 tespit edilmistir (Bkz Bolim 2.4). Ar1 zehirsiz
ortamda 24, 48 ve 72 saat sonra MDA-MB-231, HEPG2 ve NIH/3T3 hiicrelerinin
mikroskop goriintiileri sirastyla Sekil SA-C’de verilmektedir. Ayrica canli hiicre sayilarinin
(%) karsilastirmali grafikleri Sekil 6A, B ve C’de gosterilmistir. Istatistiksel analizler ise
MDA-MB-231, HEPG2 ve NIH/3T3 igin sirastyla Tablo 3-5’te verilmistir (Anlamli olan
diistisler kirmiz1 ile, anlamli olan yiiksek degerler ise yesil ile yazilmistir). Buna gore,
MDA-MB-231 hiicrelerine 25 pg/mL ve daha yliksek dozlarda 24 saat ar1 zehri uygulanip,
yikandiktan sonraki 24, 48 ve 72. saatlerin hepsinde hiicre canlilik orani anlamli olarak
diismeye baslamistir (Tablo 3). HEPG2’de ise anlamli diisiisiin gozlendigi doz 50 pg/mL
ve 100 pg/mL iken (Tablo 4), NIH/3T3 hiicrelerinde tiim doz ve siirelerde anlaml1 olarak

canlilik oraninda artiglar olmustur (Tablo 5).
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Sekil 5. Normal ve kanser hiicrelerinin art zehrinin farkli dozlari ile muamele edilip

Canh Hiicre Savisi (%)

uzaklastirildiktan 24, 48 ve 72 saat sonraki hiicre yogunlugu. A, B ve C; 24, 48
ve 72. saatlerde sirastiyla MDA-MB-231, HEPG2 ve NIH/3T3 hiicreleri
iizerindeki hiicre yogunlugu ve morfolojik etkisini gostermektedir. Saglikli
NIH/3T3 hiicrelerinin kontrol ve dozlarmin tamaminda hiicre yogunlugu
artarken kanser hiicrelerinin (MDA-MB-231 ve HEPG2) 6zellikle 25, 50 ve 100
ug/mL dozlarinda hiicrelerin kiigiildiigii ve yogunlugun azaldigi goriilmiistiir.
Olgek ¢ubugu 40 mikrondur.

A)MDA-MB-231 B JHEPG2 C )NIH3T3 dozlar
Metastatik Meme Kanseri Hiicresi  Metastatik Karaciger Kanseri Hiicresi Saghkh Fibroblast Hiicresi B 0 vg/ml
100 100 100 B B ug/mi
3 .. i il D 12 ug/ml
| 1 B 25 ugmi
80 1 80+ 80 | 150 ug/mi
| 100 ug/mi
60 60 - 60 I
40 4 40 . 40 :
201 20- 20 1 '
| 00
24 Saat 24 Saat 48 Saat 72 Saat 24 Saat 24 Saat 48 Saat 72 Saat 24 Saat 24 Saat 48 Saat 72 Saat

+AZ -AZ +AZ -AZ +AZ -AZ

+AZ : Ani Zehri ile Birlikte 24 Saat
-AZ : Ani Zehirsiz Inkiibasyon Siiresi

Sekil 6. Ar1 zehrinin hiicrelerden uzaklastirildiktan 24, 48 ve 72. saatlerde hiicre 6liimiiniin

devam edip etmediginin tripan mavisi yontemi yoluyla belirlenmesi.

(A) MDA-MB-231 hiicrelerinin 8 pg/mL ve 12 pg/mL dozlarinda canli hiicre
ylizdesi artarken 25 pg/mL, 50 pg/mL ve 100 pg/mL dozlarinda yasayan hiicre
sayist azalmistir. (B) HEPG2 hiicrelerinin 8 pg/mL, 12 pg/mL ve 25 pg/mL
dozlarinda canli hiicre yiizdesi artarken 50 pg/mL ve 100 pg/mL dozlarinda
yasayan hiicre sayis1 (%) olarak azalmistir. (C) 8 pg/mL, 12 pg/mL, 25 pg/mL, 50
pg/mL ve 100 pg/mL dozlarinda NIH/3T3 canli hiicrelerin yilizdesi artmistir.
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Tablo 3. MDA-MB-231 hiicrelerinde ar1 zehrinin sitotoksik etkisinin istatistiksel analizi

Inkiibasyon (saat) Ar1 zehri dozlarinda anlamlilik dereceleri (pg/mL)
karsilastirmasi(+AZ, Ari

zehri ile inkiibasyon)(-AZ, I
Arn zehri yikandiktan sonra 0 8 12 25 50 100
inkiibasyon)

24 (+AZ) 24 (-AZ) 0,230 0,070 [0,001 1 [0,002 | [0,027 | [0,013 |
48 (-AZ) |0,0471 0,039 1 0,000+ 0,001 | |0,003 | |0,001 |
72 (-AZ) |0,0081 10,0171 0,000 1 0,000 | {0,001 | [0,000 |

24 (-AZ) 48 (-AZ) 0,230  [0,591 0,044 1 (0,099 0,034 | 0,004 |
72 (-AZ) |0,0241 0,204 0,014 1 0,020 | {0,009 | [0,001 |
48 (-AZ) 72(-AZ) 0,001 [0404 [0274 [0,184 [0,190 [0,020 |

Tablo 4. HEPG2 hiicrelerinde ar1 zehrinin sitotoksik etkisinin istatistiksel analizi

Inkiibasyon (saat) Ar1 zehri dozlarinda anlamlilik dereceleri (pug/mL)
karsilastirmasi
(+AZ, Ar1 zehri ile
inkiibasyon)
0 8 12 25 50 100

(-AZ, Ar1 zehri yikandiktan
sonra inkiibasyon)

24 (+AZ) 24 (-AZ) 0,001 110,002 110,002 1] 0,540 | 0,070 [ 0,031 |
48 (-AZ) 0,001 1 10,001 10,000 7| 0,075 | 0,003 | | 0,002 |
72 (-AZ) 0,000 1 {0,000 110,000 1| 0,029 1 | 0,001 | | 0,001 |
24 (-AZ) 48 (-AZ) 0,304 [ 0,084 [0,0187] 0,161 [ 0,015 [0,015
72 (-AZ) 0,057 10,020 110,004 1| 0,055 | 0,003 | | 0,005 |
48 (-AZ) 72 (-AZ) 0,214 [ 0212 [ 0,095 [ 0393 | 0,070 [ 0,178

Tablo 5. NIH/3T3 hiicrelerinde ar1 zehrinin sitotoksik etkisinin istatistiksel analizi

Inkiibasyon (saat) Ar1 zehri dozlarinda anlamlilik dereceleri (ug/mL)
karsilagtirmasi

(+AZ, Ar1 zehri ile
inkiibasyon)

(-AZ, A1 zehri yikandiktan
sonra inkiibasyon)

0 8 12 25 50 100

24 (+AZ)| 24 (-AZ) 0,007 1 J0,039 1] 0,181 | 0,193 [ 0,016 1 [0,003 1
48 (-AZ) 0,002 1 §0,002 1 {0,010 1 | 0,018 1 | 0,000 1 | 0,001 1
72 (-AZ) 0,000 1 10,001 1 {0,005 1 | 0,008 1 | 0,000 1 | 0,000 1
24 (-AZ) 48 (-AZ) 0,071 §0,016 10,039 1| 0,080 | 0,001 1 [0,0247
72 (-AZ) 0,005 1 0,005 10,018 1 | 0,029 1 | 0,000 1 | 0,002 1
48 (-AZ) 72 (-AZ) 0,030 1 [ 0,197 {0,441 | 0,373 0.0041 J0,0157
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3.2. Sisplatinin Uzun Vadedeki Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi
3.2.1. Sisplatinin Sitotoksik Dozlarimin MTT ile Belirlenmesi

Ar1 zehrinin sitotoksisite deneylerine kontrol olarak bu tez kapsaminda sisplatinin
sitotoksisitesi malzemeler ve yontemler boliimiinde tarif edildigi gibi MTT testi ile
degerlendirilmigtir. MDA-MB-231 (Sekil 7A), HEPG2 (Sekil 7B) ve NIH/3T3
hiicrelerinde (Sekil 7C) 8 pg/mL, 12 pg/mL ve 25 pg/mL sisplatinden sonra hiicre
canliliginda 6nemli bir diisiis gozlendi. ICsy dozlari, MDA-MB-231, HEPG2 ve NIH/3T3
hiicreleri i¢in sirasiyla 12 pg/mL, 8 pg/mL ve 8 pg/mL olarak hesaplandi. Bu sonuglar,
sisplatinin kanser hiicrelerinde oldugu gibi sagliklt NIH/3T3 hiicrelerinde de sitotoksisiteye
sebep oldugunu gostermektedir. Sisplatinin segici sitotoksik etkisi yine selektif indeks (SI)
ile degerlendirildi. Buna gore, MDA-MB-231 ve HEPG2 i¢in SI sirasiyla 1,61 ve 0,57 dir.
Her ikisi de sisplatinin kanser hiicrelerinde segici bir sitotoksik potansiyele sahip
olmadigint gostermektedir. Ar1 zehri saglikli hiicreleri kanserli hiicrelere gére daha az bir
seviyede Oldiiriirken kemoterapi ajani sisplatin hem kanserli hem de saglikli hiicreleri
Oldiirmiistiir. Bu sonuglar ar1 zehrinin kanser hiicrelerine karsi segici oldugunu ancak
sisplatinin bu se¢icilige sahip olmadigin1 olmadigini gostermektedir. Her dozun aydinlik
alan mikroskopi goriintiileri, sirastyla MDA-MB-231, HEPG2 ve NIH/3T3 i¢in Sekil 7D, E
ve F'de gosterilmigtir. Sisplatinin biitiin dozlarindan sonra saglikli hiicrelerde dahil olmak
lizere tlim hiicrelerde hiicre yogunlugunun azaldigi ve hiicre boyutunun kiiciildiigii

gozlemlenmistir.
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Sekil 7. Sisplatinin kanser hiicreleri ve normal hiicreler lizerindeki sitotoksik etkisi. A, B
ve C swrasiyla sisplatinden sonra MDA-MB-231, HEPG2 ve NIH/3T3
hiicrelerinde MTT testi ile belirlenen hiicre canliliklarini (%) gdstermektedir. D, E
ve F sirasiyla sisplatinden sonra MDA-MB-231, HEPG2 ve NIH/3T3 hiicrelerinin
aydinlik alan mikroskop goriintiilerini gostermektedir. MDA-MB-231, HEPG2 ve
NIH/3T3 hiicreleri i¢in ICso degerleri sirasiyla 12 pg/mL, 8 pg/mL ve 8
pg/mL'dir. Sisplatin kanser hiicrelerini segici olarak degil tiim hiicreleri (hem
kanserli hem de sagliklr) ldiirmiistiir. Olgek ¢ubugu 40 mikrondur.
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3.2.2. Sisplatinin Farkh Dozlarinin Normal ve Kanserli Hiicreler Uzerindeki
Morfolojik Etkisinin Belirlenmesi

Sisplatinin 0, 8, 12, 25, 50 ve 100 pg/mL dozlarinin sirastyla MDA-MB-231,
HEPG?2 ve NIH/3T3 hiicrelerine muamele edilmesinden 24 saat sonra, her dozun 151k

mikroskobu altindaki goriintiisii belirlendi. Sisplatin’in 6zellikle yiiksek dozlarinda hiicre

morfolojisini degistirdigi Sekil 8A, B ve C’de gosterilmektedir.

Oug/ml  8ug/ml 12ug/ml 25ug/ml 50 ug/ml 100 ug/ml

»

MDA-MB-231

=

HEPG2

C)

NIH3T3

Sekil 8. Normal ve kanser hiicrelerine sisplatinin farkli dozlar1 ile muamele edilip
uzaklastirildiktan 24, 48 ve 72 saat sonra hiicre yogunlugu. A, B ve C 151k
mikroskobu altinda sisplatin’in farkli dozlarinin MDA-MB-231, HEPG2 ve
NIH/3T3 hiicreleri iizerindeki morfolojik etkisi kontrole (untreated) gore
gosterilmektedir.  Sisplatin  muamelesinden sonra biitiin dozlarda hiicre
yogunlugu azalirken ar1 zehrinde sadece MBA-MB-231 ve HEPG?2 hiicrelerinin
ylksek dozlarinda (50pg/mL ve 100ug/mL'de) hiicre yogunlugu azalmstir.
Olgek gubugu 40 mikrondur.

3.2.3. Sisplatinin Farkli Dozlarinin Normal ve Kanser Hiicreleri Uzerindeki
Uzun Vadeli Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi

Sisplatinin 0, 8, 12, 25, 50 ve 100 pg/mL dozlarinin sirastyla MDA-MB-231, HEPG2
ve NIH/3T3 hiicrelerine muamele edilmesinden 24 saat sonra, sisplatin hiicrelerden
uzaklastirilmistir. Ar1 zehrindeki uygulamanin aynis1 olacak sekilde (Bkz. Bolim 3.1.2)
hiicreler normal (sisplatin igermeyen) besiyeri igerisinde biiyiitiilerek 24, 48 ve 72.
saatlerde hiicre canliliklar1 tespit edilmistir. MDA-MB231, HEPG2 ve NIH/3T3

hiicrelerinin 151k mikroskobu goriintiileri sirastyla Sekil 9A, B ve C panellerinde
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gosterilmistir. Hiicre yogunlugu ve morfolojisi daha diisiik dozlardan itibaren degismistir.
Ayrica canli hiicre sayilarinin (%) grafikleri Sekil 10A, B ve C’de gosterilmistir.
Istatistiksel analizler ise MDA-MB-231, HEPG2 ve NIH/3T3 igin sirastyla Tablo 6, 7 ve
8’te verilmistir (Ar1 zehri ile benzer sekilde, anlamli olan diisiisler kirmizi ile anlamli olan
yiiksek degerler ise yesil ile yazilmistir). Buna gore, tim hiicrelerde en diisiikk dozdan
baslamak iizere yiiksek dozlarin da hepsinde (8-100 pwg/mL) hiicre canlilik oranlar1 anlaml1
olarak diismeye devam etmistir (Sekil 10 ve Tablo 6-8). Her ne kadar kanser hiicrelerinde
canlilik oraninin diismesi pozitif bir bulgu olarak ortaya ¢iksa da, sagliklt hiicrelerde de
aynt sekilde canlilik oranmin anlamli olarak diismesi kanserin segici tedavisi igin
hedeflenen bir bulgu degildir. Bu durumda ar1 zehrinin saglikl hiicrelere daha az etki ettigi
asikar olup, sisplatin ile karsilastirildiginda ar1 zehrinin daha avantajli bir ajan oldugu

distiniilebilir.
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Sekil 9. Normal ve kanser hiicrelerine sisplatinin farkli dozlar1 ile muamele edilip
uzaklastirildiktan 24, 48 ve 72 saat sonra hiicre yogunlugu. A, B ve C 1sik
mikroskobu altinda, sisplatinin farkli dozlarinin verilip uzaklastirildiktan sonraki 24,
48 ve 72. saatte MDA-MB-231, HEPG2 ve NIH/3T3 hiicrelerinin tizerindeki hiicre
yogunlugu ve morfolojisine etkisiNI gdstermektedir. MDA-MB-231, HEPG2 ve
NIH/3T3 hiicrelerinin tim dozlarinda hiicre yogunlugu kontrole gore azalmistir.
Sagliklt NIH/3T3 hiicrelerinin diisiik dozlarindaki (8, 12 ve 25, pg /mL) hiicre
yogunlugu azalmstir. Olgek cubugu 40 mikrondur.

A)MDA-MB-231 B JHEPG2 C)NIH3T3 dozlar
Metastatik Meme Kanseri Hiicresi Metastatik Karaciger Kanseri Hiicresi  Saghkh Fibroblast Hiicresi B 0 vg/ml
100 4 80 100 4 B 8 ug/mi
_ 5 | |:| 12 ug/ml
= B 25 ug/ml
) 4 4
:' 80 604 804 150 ug/mi
E. -IOII ug/ml
60 60 -
o
S 40
=]
= 404 40 41
z 1 ! i
S 20 1 H i | L
~ 204 b L i : 204
h . - . i
00 00 I i | B 00l |
24 Saat 24 Saat 48 Saat 72 Saat 24 Saat 24 Saat 48 Saat 72 Saat 24 Saat 24 Saat 48 Saat 72 Saat
4—Hi-plalin - Sisplatin +Sisplatin - Sisplatin +Sisplatin - Sisplatin

+5 : Sisplatin ile birlikte 24 saat
-8 : Sisplatinsiz inkiibasyon siiresi (72 saat)

Sekil 10. Sisplatinin hiicrelerden uzaklastirildiktan 24, 48 ve 72 saat sonra hiicre
Oliimiiniin devam edip etmediginin tripan mavisi yontemi yoluyla belirlenmesi.
A: MDA-MB-231 hiicrelerinin dozlarindaki artisla ters orantili olarak hiicre
canlilik yiizdesi azalmistir. Ozellikle 50 pg/mL ve 100 pg/mL dozlarinda
yasayan hiicre sayist azalmistir. B: HEPG2 hiicrelerinin tiim dozlarinda hiicre
canlilik yiizdesi diger iki hiicre hattina gore daha fazla azalmistir. C: NIH/3T3
hiicreleri saglikli hiicre hatti olmasina ragmen Sisplatin’in 8ug/mL, 12 pg/mL,
25 pg/mL, 50 pg/mL ve 100 pg/mL dozlarinda devamli olarak canli hiicrelerin
ylizdesi azalmistir.
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Tablo 6. MDA-MB-231 hiicrelerinde sisplatinin sitotoksik etkisinin istatistiksel analizi

Inkiibasyon (saat) Sisplatin dozlarinda anlamhlik dereceleri
karsilastirmasi
(+CIS, sisplatin ile
inkiibasyon) 0 8 12 25 50 100
/mL /mL /mL /mL /mL /mL
(-CIS, sisplatin yikandiktan Hefm™ | he/nt | herm Hem™ | Ret hem
sonra inkiibasyon)
24 24 (-CIS) 0,286 | 0,236 | 0,281 [ 0,001 | | 0,000 | | 0,017
+CIS
( ) 48 (-CIS) 0,124 (0,000 | {0,000 | { 0,000 | | 0,000 | | 0,001
72 (-CIS) 0,051 (0,000 | {0,000 | | 0,000 | | 0,000 | 0,000
24 (-CIS) 48 (-CIS) 0,583 (0,000 | (0,000 | [ 0,012 | | 0,001 | [ 0,055
72 (-CIS) 0,286 (0,000 | (0,000 | { 0,002 | | 0,000 | | 0,014
48 (-CIS) 72 (-CIS) 0,583 (0,003 | {0,002 || 0,173 |0,006 | [ 0,406
Tablo 7. HEPG2 hiicrelerinde sisplatinin sitotoksik etkisinin istatistiksel analizi
Inkiibasyon (saat) Sisplatin dozlarinda anlamhlik dereceleri
karsilagtirmast
(+CIS, sisplatin ile
inkiibasyon) 0 8 12 25 50 100
/mL /mL /mL [pg/mL /mL /mL
(-CIS, sisplatin yikandiktan . S [ —— —
sonra inkiibasyon)
24 24 (-CIS) 0,170 | 0,547 | 0,160 0,067 0,148 0,108
(+C15) 48 (-CIS 41
(-CIS) 0’(; 0,155 10,047 | | 0,004 | | 0,001 | | 0,006 |
72 (-CIS) 0’(;18 0,083 | 0,028 | | 0,002 |0,000] | 0,002
24 (-CIS) 48 (-CIS) 0,263 | 0,335 | 0,326 | 0,022 | |0,002 | | 0,032 |
72 (-CIS) 0,090 | 0,176 | 0,177 | 0,011 | | 0,001 | | 0,007 |
48 (-CIS) 72 (-CIS) 0,406 | 0,613 | 0,633 0,416 0,148 0,152




Tablo 8. NIH/3T3 hiicrelerinde sisplatinin sitotoksik etkisinin istatistiksel analizi
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Inkiibasyon (saat)
karsilastirmasi

(+CIS, sisplatin ile

Sisplatin dozlarinda anlamhilik dereceleri

inkiibasyon) 0 8 12 25 50 100
(-CIS, sisplatin yikandiktan hg/ml qng/ml | pg/ml | pghnl | pg/mL | pg/ml
sonra inkiibasyon)

24 24 (-CIS) 0,422 10,003 || 0,001 | 0,08510,009 | [ 0,004 |
(+C15) 48 (-CIS) 0,148 (0,003 || 0,000 | 0,076 10,005 | [ 0,001 |
72 (-CIS) 0,035 110,004 | | 0,000 | 0,064 10,004 | [ 0,000 |

24 (-CIS) 48 (-CIS) 0,422 | 0,703 | 0,778 0,928 1 0,390 | 0,023 |
72 (-CIS) 0,089 | 0,878 | 0,330 0,810 0,256 | 0,004 |

48 (-CIS) 72 (-CIS) 0,251 | 0,597 | 0,465 0,880 | 0,736 0,089

3.3. Ar1 Zehrinin Genomik DNA Konsantrasyonlarina ve DNA

Art zehri ile 24 saat muamelenin ardindan materyal ve metotta belirtildigi gibi
hiicrelerden total DNA izolasyonu yapildi ve konsantrasyonlar1 olgiilerek karsilagtirildi
(Bkz Bolim 2.5.). HEPG2, MDA-MB-231 ve NIH/3T3 hiicrelerinin konsantrasyonlari
sirastyla Tablo 9A, B ve C’de verilmistir. HEPG2 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde en
yiiksek iki dozda (50 ve 100 pg/mL) mikrolitre basina diisen DNA miktar1 oldukca
azalmisken, NIH/3T3 hiicrelerinde sadece en yiiksek (100 pg/mL) dozda konsantrasyon
diistik tespit edilmistir. DNA’larin saflik oranlar1 beklenen araliklardadir (Saf genomik

Fragmentasyonuna Etkisi

DNA oranlar1 260/280=1,8-2, 260/230=2-2,2 olmalidir).
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Tablo 9. Ar1 zehri uygulamasi sonrasinda elde edilen DNA

konsantrasyonlari
A)HEPG2

Dozar pg/ml ng/ul 260/280 260/230

kontrol 189 1.87 205

8 259 1.83 1.97

12 394 1.89 1.96

25 518 1.83 230

50 28 1.8 2.12

100 12 1.84 2.09

B ) MDA-MB-231

Dozlar pg/ml ng/ul 2607280 260/230

kontrol 107.9 1.85 243

8 283 1.83 227

12 56.9 1.76 203

25 209 1.7¢ 2.16

50 22 1.80 232

100 42 1.73 252
C)NIH3T3 Dozlar  pg/ml ng/ul 260/280 260/230

kontrol 156.6 1.63 251

8 2303 1.66 256

12 361 1.64 262

25 302.6 147 241

50 186.7 1.73 267

100 276 1.86 2139

3.4. QPCR Yontemi ile Mitokondriyal DNA Kopya Sayisinin Tespiti

Materyal ve metotlar (Boliim 2.6) boliimiinde agiklandigi gibi mtDNA kopya sayisi
varyasyonu (CNV)’nin belirlenmesi i¢in QPCR yapildi. QPCR iiriinleri agaroz jel
elektroforezinde yiiriitilerek (Sekil 11 A-C) MTCO1 ve HBB PCR iiriinlerinin varligi

dogrulandi. QPCR reaksiyon grafigi, Sekil 11D'de gosterilmektedir. Ar1 zehri ile muamele

(AACY)

edilmis hiicrelerin bagil kopya sayis1 varyasyonlari, logl0 [2- ] formiilii kullanilarak

hesapland1 (Sekil 11 E-G). An zehri, MDA-MB-231 hiicrelerinde bagil kopya sayisi
varyasyonunda onemli bir degisiklige sebep olmamasina ragmen (p>0.05) (Sekil 11E),
HEPG?2 hiicrelerinin 100 pg/mL olan en yiiksek dozunda mtDNA CNV'de yaklasik 1,125
kat artisa neden olmustur (p<0,0001) (Sekil 11F). MDA-MB-231’e benzer sekilde, ar
zehri ile muamele edilmis NIH/3T3 hiicrelerinin mtDNA CNV'sinde muamele edilmemis

kontrol hiicrelerine kiyasla herhangi bir degisiklik olmamistir (p>0,05) (Sekil 11G).



42

>

Amplfic atbon
it

MDA-MB231

Cycles
E F G
MDA-MB231 HEPG2 NIH3T3
NTC % % J _— '5:5 T
T, 3= 5
3 p

1 i H
3§ i} i
it it it
35 2 5 ¢§

o o 7 o

5 5 5

J Daul:;:-n boult;l;.q ! DO::JW, -

Sekil 11. Ar1 zehrinden sonra hiicrelerdeki mitokondriyal DNA (mtDNA) kopya sayisinin
degisimi. A, B ve C sirastyla MDA-MB231, HEPG2 ve NIH/3T3 hiicrelerinin
QPCR reaksiyonlarinin agaroz jel elektroforezi sonuglarini gostermektedir. D,
mtDNA ve ncDNA primerlerinin  QPCR reaksiyonu ig¢in tipik olan
amplifikasyon grafigini gostermektedir. E, F ve G, sirastiyla MDA-MB-231,
HEPG2 ve NIH/3T3 i¢in hesaplanmis mtDNA bagil kat degisimini
gostermektedir. Sadece HEPG2 hiicrelerinde en yiiksek dozda anlamli bir artig
gdzlenmistir (p<0,0001).

3.5. DNA Fragmentasyonu

Izole edilen total DNA &rneklerinden fragmentasyon analizi yapildi. Sonuglar UV
transimiilator ile goriintiilendi (Sekil 12). Saglikli NIH/3T3 hiicrelerinde ar1 zehri doz 100
pg/mL’de DNA fragmentasyonu goriiliirken, HEPG2 hiicrelerinde 25 pg/mL’de ve MDA-
MB-231 hiicrelerinde ise en fazla DNA kirilmast doz 50 ve 100 pg/mL’de bantlar smear

seklinde goriilmiistiir.



A ) Marker (bpy

Sekil 12.
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Ar1 zehri muamelesinden sonra NIH/3T3 (A), MDA-MB-231
(B) ve HEPG2 (C) hiicrelerinin DNA fragmentasyon analizi.
(A) 100 bp marker (New England Biolabs, Kat No. N3200S),
Dozlar; 1) Ar1 zehri verilmemis kontrol hiicreleri (0 pg/mL), 2)
12 pg/mL an zehri, 3) 25 pg/mL ar1 zehri, 5) 50 pg/mL an
zehri, 5) 100 pg/mL ar1 zehri muamelesinden sonra izole
edilen genomik DNA oOrnekleri. (B) 1 kp marker (New
England Biolabs, Kat No. N3231S, MA, ABD), Dozlar 1) An
zehri verilmemis kontrol hiicreleri (0 pg/mL), 2) 8 nug/mL ar1
zehri, 3) 12 pg/mL an zehri, 4) 25 pg/mL art zehri, 5) 50
pg/mL ve 6) 100 pg/mL ar1 zehri muamelesinden sonra izole
edilen genomik DNA o6rnekleri. (C) 100 bp marker (Thermo
Scientific, Kat No. SM0311), Dozlar 1) Ar zehri verilmemis
kontrol hiicreleri (0 pg/mL), 2) 8 pg/mL ar1 zehri, 3) 12 ng/mL
ar1 zehri, 4) 25 pg/mL ar1 zehri.
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3.6. DNA Hasar1 ve Hiicre Iskelet Proteininin Tespiti I¢in Immiinboyama

NIH/3T3, MDA-MB-231 ve HEPG2 hiicrelerinde Ar1 zehrinin genotoksik etkisinin
olup olmadigini belirlemek i¢in 24 saatlik muameleden sonra DNA hasar1 markir1 olan y-
H2AX i¢in immiinboyama yapilmistir. Ayrica hiicre iskelet proteini olan B-aktin
immiinboyamasi1 yapilmistir (Sekil 13). HEPG2 hiicrelerinde ar1 zehrinin dozu arttikga vy-
H2AX 1s1masi1 artarken (Sekil 13A), MDA-MB-231 hiicrelerinde diismiistiir (Sekil 13B),
saglikli NIH/3T3 hiicrelerinde ise y-H2AX 1s1mas1 50 pg/mL’de artmistir (Sekil 13C). B-
aktin immiinboyamasi sonucunda ise, HEPG2 hiicrelerinde genel olarak hem sitoplazmada
hem de ¢ekirdekte bulunan B-aktinin 25 ve 50 pg/mL’de daha ¢ok ¢ekirdekte lokalize
oldugu (Sekil 13A), MDA-MB-231 hiicrelerinde genel olarak sitoplazmada olan B-aktinin
HEPG2’de oldugu gibi 25 ve 50 pg/mL’de daha cok cekirdekte lokalize oldugu tespit
edilmistir (Sekil 13B). Ancak NIH/3T3 hiicrelerinde genel olarak daha ¢ok cekirdekte
bulunan B-aktin, artan ar1 zehri dozu ile birlikte daha ¢ok sitoplazmada lokalize olmus, ayni

zamanda ¢ekirdekte bulunan B-aktin 1s1masinda da artis gozlenmistir (Sekil 13C).

Hoechst

A) H2AX

H2ZAXHoechst
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C) H2AX Hoechst H2AXHocchs Hoechst

[w/3n ()

[w/3ngz [w/3n |
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Sekil 13.

Ar zehri muamelesinden sonra saglikli ve kanser hiicrelerinin
immiinboyama goriintiileri: A) HEPG2, B) MDA-MB-231 ve C)
NIH/3T3 hiicrelerine ait y-H2AX (kirmizi), B-aktin (yesil) ve
Hoechst (mavi) immiinboyama; vy-H2AX/Hoechst ve -
aktin/Hoechst iist iiste cakistirilmus goriintiileridir. Olgek aralig
10 mikrondur.



4. TARTISMA

Normal hiicrelerle yapilan karsilagtirmali ¢alismalar, ar1 zehrinin kanser hiicrelerinin
sitotoksisitesi iizerindeki secici etkisini ortaya koymak i¢in ¢ok Onemlidir. Zaten ideal
kanser tedavisinde amag¢ saglikli olan hiicrelere minimum hasar vermek ya da hig
vermemektedir. Bu tezde ar1 zehrinin daha ziyade kanser hiicrelerinin {izerine spesifik
olarak etki ettigi tespit edilmistir. Onceki ¢alismalarda 6rnegin 4,5 pg/mL ar1 zehri ile 24
saat inkiibasyonun MDA-MB-231 hiicrelerinde hiicre oliimiine neden oldugu, ancak
normal hiicrelerin (periferik kan hiicreleri) 12,5 pg/mL ile 72 saat inkiibasyona kadar canl
kaldig1 goriilmiistir (Jung GB, 2018). Ar1 zehrinin meme kanseri iizerindeki etkisi de
farelerle yapilan in vivo ¢alismalar ile dogrulanmistir (Orsolic vd., 2003). Ar1 zehri,
glioblastoma hiicrelerinde de apoptozu indiiklemistir, ancak normal fibroblastlarda hiicre
Olimiinii etkilememistir (Sisakht, 2017). Benzer sekilde, ar1 zehri normal kolon
hiicrelerinin canliligini etkilememis ama iki kolon kanseri hiicre hattinda ytliksek oranda
hiicre 6liime sebep olmustur (Zheng vd., 2015). Art zehrindeki bazi peptit gruplarinin,
kiiltiirdeki normal hiicrelerden ziyade kanser hiicreleri {izerinde sitotoksik bir etkiye sahip
oldugu gosterilmistir (Slaninova vd., 2012). Bu ¢aligmalar, ar1 zehrinin kanser hiicrelerinde
sitotoksisite iizerinde spesifik ve secici bir etkisi oldugunu gdstermektedir. Bununla
birlikte, ar1 zehrinin motor néron hiicrelerini, apoptoz indiikleyici olarak gorev yapan bir
cesit fare zehri olan Rotenon kimyasalindan korudugu da gdosterilmistir (Jung vd., 2015).
Biitlin bu c¢alismalar kanser tedavisinde ar1 zehrinin degerli bir bilesik olarak
degerlendirilmesine olanak saglamaktadir.

Ar1 zehrinin gok farkli etki mekanizmasi vardir. Ornegin glioblastoma hiicrelerinde
hiicre oliimiine matriks metalloproteaz-2 enziminin etkisini bastirarak neden oldugu
gosterilmistir  (Sisakht, 2017). Ayrica ar1 zehrinde bulunan fosfolipaz A2 ve B
enzimlerinden (Doery ve Pearson, 1964; Sobotka vd., 1976) fosfolipaz A2’nin se¢ici olarak
hasarli membran yapisina sahip kanser hiicrelerine etki ettigi, ancak intakt membrani olan
normal hiicrelere niifus edemedigi gosterilmistir (Putz vd., 2007). Ar1 zehri bileseni olan ve
litik peptit olarak da bilinen melittin zarin hidrofobik tabakasiyla biitiinleserek membrani

hedefleyebilir (Leuschner ve Hansel, 2004). Ar1 zehri, yumurtalik ve meme kanserinde
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yaygin bir kemoterapotik ajan olan sisplatin ile kombine bir sekilde kullanilmis ve
sitotoksisite ilizerinde sinerjistik bir etkisi oldugu bulunmustur (Alizadehnohi vd., 2012;
Shiassi Arani vd., 2019). Farkli eklembacaklilardan elde edilen diger zehirler de kanserde
sitotoksisiteyi indiikleyebildikleri ve ayrica anti-mikrobiyal aktiviteye sahip olduklar1 i¢in
umut verici adaylardir (Chaisakul vd., 2016).

Incelenen ar1 zehri rnegi, Tiirkiye'nin Karadeniz bolgesindeki Apis mellifera'dan
elde edildi. Onceki bir TUBITAK projesinde (Proje no: 117Z2747) SDS-PAGE elektroforez
analizi kullanilarak karigimin ar1 zehri oldugu dogrulandi. Ayrica LC-MS/MS (Sivi
Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi), ar1 zehri bilesenlerini hem kantitatif hem de kalitatif
olarak ortaya c¢ikarmak icin kullanilabilir. Gelecekteki yaklasim, bu etkiyi gosteren belirli
bir bilesik ve/veya bilesikleri tanimlamak i¢in ar1 zehrinin her bir bileseninin sitotoksisite,
mitokondriyal, genetik ve epigenetik degisiklikler agisindan bireysel olarak arastirilmasina
dayanabilir. Ancak bu tez ¢alismasinda elde edilen bulgulardaki farkliliklar1 ortaya ¢ikaran
ana bilesigi/bilesikleri tamamlamak zordur. Dolayisiyla bu tezde ar1 zehrinin bir biitiin
olarak degerlendirilmesi agisindan bulgular saglanmaktadir.

Mitokondriyal membran gegirgenligi, mitokondri fonksiyonunu anlamak i¢in yaygin
olarak kullanilan parametrelerden biridir. Kanser terapileri gelistirilirken molekiiler
hedeflerden biri mitokondriyal fonksiyonlara dayanmaktadir (Cui, 2017; Wen, 2013).
Mitokondri hiicresel metabolizma ve hiicrelerdeki intrinsik apoptotik yolagin diizenlenmesi
tizerinde fonksiyonlara sahiptir ve bir dizi kanserin mitokondriyal fonksiyon bozuklugu ile
iligkili oldugu gosterilmistir (Lu vd., 2009). Melittinin, sitokrom ¢ salinimina neden olan
mitokondriyal membran gecirgenligini azalttif1 ve dolayisiyla mide kanserinde apoptozu
indiikledigi gosterilmistir (Kong vd., 2016). Mesane kanserinde ar1 zehri kaynakli hiicre
Olimii i¢in Onerilen mekanizma, mitokondriyal membran gegirgenliginin azalmasi ve
kaspaz aktivitelerinin uyarilmasima dayanir (Ip, 2012). Ancak, mitokondriye ait bir diger
parametre olan mtDNA kopya sayis1 ilizerine, ar1 zehrinin nasil etki ettigini gosteren bir
calisma yoktur. Bu tezde, ilk kez ar1 zehrinin mitokondriyal DNA kopya sayis1 varyasyonu
tizerindeki etkisi arastirilmistir. mtDNA, hiicre i¢inde ¢ok sayida mitokondri iginde birgok
kopya olarak bulunmaktadir. mtDNA'nin kopya sayis1 hiicre tipine ve hiicresel faaliyetlere
baglidir. mtDNA kopya sayisindaki degisimler kanserde sik goriilen bulgulardan biridir ve

yiiksek kopya sayisinin daha diisiik solid kanser riski ile iligkili oldugu bulunmustur
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(Memon vd., 2017). Karaciger kanseri hiicreleri i¢in azalan riskin, yiiksek mtDNA kopya
sayisi ile iligkili iken meme kanserinde ise diisiik sayida mtDNA kopya sayisi ile iliskili
oldugu tespit edilmistir (Hu vd., 2016). Bu c¢alismada, ar1 zehri HEPG2 hiicrelerinde
mtDNA kopya sayisinin artmasinda etkili olurken MDA-MB-231 ve NIH/3T3 hiicrelerinde
bir etki gdstermemistir. Ayrica HEPG2 hiicreleri, her bir dozdaki MDA-MB-231 ve
NIH/3T3 hiicrelerine kiyasla daha fazla mtDNA kopya sayisina sahip bulunmustur.
Karaciger hiicrelerinin zaten normalde de yiiksek enerji diizeylerinden dolay: fazla sayida
mitokondri icermeleri, kanserlesmis karaciger hiicrelerinde tespit edilen bu farki
desteklemektedir. Buna karsilik, normal hiicreler diger iki hiicreye gére daha az mtDNA
kopya sayis1 icermektedir.

Kanserin metastazinda, doku bozulmasma yol acan hiicresel morfogenezdeki
kusurlara, kontrolsiiz go¢ ve istilact 0Ozelliklerin kazanilmasi ve genomik instabilite
olusumu da eglik eder. Bu tiir hiicresel islemlerin temelini olusturan kilit proteinlerinden
bazilar1 hiicre iskelet proteinleridir (Hall, 2009). Ornegin bu proteinlerden aktin ve tiibiilin,
sitoplazmik organelleri ve hiicre i¢i bdliimleri diizenleyebilen, hiicre polaritesini belirleyen
ve kasilma kuvveti yaratabilen ¢ok yonlii, dinamik proteinlerdir. Hiicre dongiisiinde, bu iki
protein, kromozomal ayrilmayi ve hiicre boliinmesini harekete gegirir. Morfogenez
sirasinda, hiicre seklini ve polaritesini belirlerler ve sirasiyla kaderin ve integrin proteinleri
ile etkilesimleri yoluyla stabil hiicre-hiicre ve hiicre-matris baglantilarini desteklerler (Eden
vd., 2002). Ayrica, hiicre gocii sirasinda hiicre ¢eperine igten itme ve ¢ekme kuvvetleri ile
hiicrenin hareketini saglarlar. Bunlar, normal hiicre davranisinin bir pargasi iken kanser
seyrinde bu hiicre iskelet proteinlerinin ve aktivitelerinin degistigi gosterilmistir (Fife vd.,
2014). Sekil 13°de gosterildigi gibi B-aktin proteini sadece sitoplazmada degil ¢ekirdekde
de lokalizedir. Daha oOnceki c¢alismalar [B-aktin proteinlerinin sadece sitoplazmada
bulunduguna dair isaretler gdstermesine ragmen; son calismalar, B-aktinin ¢oklu ¢ekirdek
kompleksi arasindaki iliskiyi gostermistir ki bu cekirdekte B-aktin varhigimi kanitlar
niteliktedir. Sitoplazmadaki B-aktin, hiicre hareketi, iskeletinin olusturulmasi ve hiicre
boliinmesine gorev alirken, cekirdekte bulunan B-aktinin DNA hasarinin, o6zellikle c¢ift
zincir kiriklarinin tamirinin yapildigi G2 kontrol noktasinda gorev aldigi gosterilmistir
(Schrank vd., 2018). Buna ek olarak B-aktinin; niikleer matriks birlesmesi, kromatinin
yeniden modellenmesi, transkripsiyon ve mRNA islenmesi gibi niikleer yapidaki c¢esitli
yapisal ve islevsel rollere sahip oldugu belirlenmistir (Bohnsack vd., 2006). Kiitle
spektrometresi (Bohnsack vd., 2006) ve immiinoreaktivite deneyleri (Hu vd., 2004)
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B-aktinin, heterojen niikleer riboniikleoproteinler (hnRNPler) ve RNA polimeraz
kompleksleri ile baglantili niikleer bir izoformu oldugunu gostermektedir. Hatta -aktinin
farkli polimerizasyon durumlarinin ¢ekirdekte birlikte var oldugu gosterilmistir
(Schoenenberger vd., 2005). Floresan ile boyama calismalari, niikleer aktin havuzunun
yaklasik % 20 sinin ¢ok dinamik polimerik bir popiilasyonun 6zelliklerine sahip oldugunu
ortaya koymustur (McDonald vd., 2006). Ar1 zehri muamelesinden sonra B-aktin kanser
hiicrelerinde daha ¢ok c¢ekirdek formunda, saglikli hiicrelerde ise tam tersi daha ¢ok
sitoplazmik formda tespit edilmistir. Boylece, ar1 zehrinin kanser hiicrelerinde B-aktin
kromatin degisiklikleri ve mRNA islemesine miidahale ederek etki gosterdigi, saglikli
hiicrelerde ise daha c¢ok hiicre hareketine etki ettigi diisiliniilebilir. Histon H2AX,
Okaryotlarda C-terminalinde evrimsel olarak korunan H2A histon ailesinin 14 kDa lik bir
tiyesidir. Bu motif i¢cindeki serin 139, ¢ift sarmalli DNA hasarina ve apoptoza yanit olarak
hizla fosforile olarak y-H2AX olarak bilinen bir form alir. Fosforilasyon, DNA hasar1
meydana geldikten 1-3 dakika sonra maksimuma yakin seviyeye ulasir ve her ¢ift iplik
DNA kirilmast sirasinda yiizlerce y-H2AX molekiilii aciga ¢ikar (Schmid vd., 2012). -
H2AX immiinboyamasi ile ¢ift sarmallt DNA kirilmalarini tespit edilebilmektedir (Hamer
vd., 2003). Kanser hiicrelerdeki DNA hasar1 ve genomik instabilitenin biyobelirteci olarak
fosforillenmis H2AX’lerin (y-H2AX) immiin boyamas: yaygin olarak kullanilan bir
yontemdir (Ji vd., 2017; Nagelkerke ve Span, 2016; Redon vd., 2009). Bu tez kapsaminda,
ar1 zehrinin kanser ve normal hiicrelerdeki DNA hasarii belirlemek i¢in H2AX antikoru
ile immiin boyama yapilmistir. Boyama sonucunda, HEPG2 hiicrelerinde dozla birlikte y-
H2AX 1simas1 artarken, MDA-MB-231 hiicrelerinde y-H2AX 1simasinda diisiis
gozlenmistir. Saglikli NIH/3T3 hiicrelerinde yiiksek dozda (50pg/mL) artmus y-H2AX

1s1mas1 gozlenmistir.

Tez kapsaminda yapilan calismalarda genel olarak, ar1 zehrinin kanser hiicrelerinde
mtDNA kopya sayisinin ve DNA hasarinin artmasi ve beta aktin proteinin daha ¢ok
cekirdekte yer almasimi indiikleyerek saglikli hiicrelere gore farkli etki gosterdigi tespit
edilmistir. Ancak her iki kanser hiicresinde tespit edilen bazi degisiklikler farkli oldugu
icin, ar1 zehrinin genel olarak kanser spesifik etki géstermesinin yaninda, kanser tipine de
spesifik etki gosterdigi diisliniilebilir. Ayrica ar1 zehrinin yine kanser secici gostermis
oldugu sitotoksik etkinin, kemoterapi ajanina gore uzun vadede de daha segici oldugu

sOylenebilir.



5. SONUCLAR

Bu tez calismasinda; MDA-MB-231, HEPG2 ve NIH/3T3 hiicre kiiltiirlerine ari
zehrinin etkili dozunun verilmesi, ar1 zehrinden sonra hiicrelerde QPCR yontemi ile
mitokondriyal DNA kopya sayisi tespit edilmesi; DNA izolasyonu; DNA hasari, hiicre
iskelet proteininin immiinboyama yoluyla incelenmesi hedeflenmistir. Ayrica ar1 zehri
hiicrelerden uzaklagtirildiktan sonra hiicre 6liimiiniin devam edip etmedigi tripan mavisi ile
belirlenerek ar1 zehrinin seciciliginin kemoterapi ajani sisplatin ile karsilastirilmas: da

hedeflenmistir. Bu tez ¢alismasinda elde edilen sonuclar asagida belirtilmistir:

1. MDA-MB-231, HEPG2 ve NIH/3T3 hiicrelerine farkli dozlarda verilen ar1 zehri,
diisiik dozlarda (8 ve 12 ug/mL) secici olarak kanserli hiicreleri dldiirmiistiir. Ar1
zehrine kontrol olarak sisplatinin uygulanmasi sonucu ise kanserli hiicreler ile
saglikli hiicreler benzer oranlarda dlmiistiir. Sisplatinden sonra hesaplanan selektif
indeksler ar1 zehrine gore oldukga diistiktiir.

2. An zehri muamele edilen MDA-MB-231 ve HEPG2 hiicrelerinde morfolojik
olarak hiicreler kiiciilmiis ve yiiksek dozlarda hiicre yogunlugu azalmistir. Sisplatin
ile muamele edilen MDA-MB-231, HEPG2 ve NIH/3T3 hiicrelerinde morfolojik
olarak hiicreler kii¢iilmiis olup hem saglikli hem kanserli hiicrelerin biitiin
dozlarinda hiicre yogunlugu azalmustir.

3. Arn zehrinin uzun vadedeki sitotoksik etkisine bakildiginda; ar1 zehri muamele
edilip uzaklastirildiktan sonraki 72 saate kadar saglikli hiicrelerin ¢ogalmaya
devam etmesi ancak kanserli hiicrelerin canlilik oranlarinin azalmasi, ar1 zehrinin
uzun vadede de sec¢ici oldugunu gostermistir.

4. Sisplatinin uzun vadedeki sitotoksik etkisine bakildiginda; kanser (MDA-MB-231
ve HEPG2) hiicrelerinin tiim dozlarinda 72 saate kadar hiicre canlilig1 azalmaya
devam etmektedir. Ancak ar1 zehrinden farkli olarak sagliklit NIH/3T3 hiicrelerinin
en diisiik dozunda (8 pg /mL) bile hiicre canlilig1 azalmistir.

5. Arni zehri ile muameleden sonra MDA-MB-231 ve HEPG2 kanserli hiicrelerinden
¢ok diisiik miktarda (mikrolitre basina) genomik DNA elde edilirken saglikli hiicre
NIH/3T3 ’ten daha yiiksek miktarda genomik DNA elde edilmistir. DNA
fragmentasyon analizinde saglikli hiicrelerin genomik DNA’s1 doz 100 pg/mL’ye
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kadar saglam kalabilirken, kanserli hiicrelerde genomik DNA kirilmasi daha diisiik
dozlardan baglamistir (HEPG2 i¢in doz 25 pg/mL, MDA-MB-231 i¢in doz 8
pg/mL den itibaren).

. Ar zehri, MDA-MB-231 ve NIH/3T3 hiicrelerinde mitokondriyal DNA kopya
sayist varyasyonunda onemli bir degisiklige sebep olmamasina ragmen HEPG2
hiicrelerinin 100 pg/mL olan en yiiksek dozunda mtDNA CNV'de artisa neden
olmustur.

. Arn zehri muamelesinden sonra DNA hasarin1 belirlemek icin y-H2AX
immiinboyamas1 yapilmigtir. HEPG2 hiicrelerinde ar1 zehrinin dozu arttik¢a -
H2AX 1simas1 artarken, MDA-MB-231 hiicrelerinde diisiis olmustur, sagliklt
NIH/3T3 hiicrelerinde ise y-H2AX 1s1mas1 50 pg/mL’de artmastir.

. Ar zehri muamelesinden sonra hiicre iskelet proteini olan B-aktin immiinboyamasi
da yapilmigtir. HEPG2 hiicrelerinde genel olarak hem sitoplazmada hem de
cekirdekte bulunan B-aktinin 25 ve 50 pg/mL’de daha c¢ok ¢ekirdekte lokalize
oldugu, MDA-MB-231 hiicrelerinde genel olarak sitoplazmada olan B-aktin’in
HEPG2’de oldugu gibi 25 ve 50 ug/mL’de daha ¢ok cekirdekte lokalize oldugu
tespit edilmistir. Ancak NIH/3T3 hiicrelerinde genel olarak daha ¢ok cekirdekte
bulunan B-aktin, artan ar1 zehri dozu ile birlikte daha ¢ok sitoplazmada lokalize

olmus, ayn1 zamanda ¢ekirdekte bulunan B-aktin 1s1masinda da artis gozlenmistir.



6. ONERILER

Karsinogenez, hem genetik hem de epigenetik mekanizmalar tarafindan diizenlenen
karmagik bir mekanizmadir. Kanser tedavisi i¢in kimyasal bilesiklere gore dogal bilesikler
daha cok tercih edilebilir ilag adaylaridir ve ar1 zehri bunlardan biridir. Bu tez calismast
kapsaminda elde edilen bulgularin, gen ve yolak seviyesinde &zellestirilerek, ar1 zehrinin
gosterdigi  spesifik  etkinin  mekanizmasinin  aydinlatilmasmna  Onciilik  ettigi
diisiiniilmektedir. Ayrica ar1 zehri bilesenlerinin tek tek hiicrelere muamele edilmesiyle,
asil etkenin veya etkenlerine oldugu tespit edilebilir. Boylece bu ¢aligmalar in vivo diizeye

taginarak, ilag olma potansiyelinin net olarak belirlenmesi miimkiin olacaktir.
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