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OZET

MANGOSTIN MEYVESININ YAPISINDA BULUNAN FARKLI TiP
KSANTONLARIN MESANE KANSERiI HUCRE HATLARINDA HUCRE
OLUM MEKANIZMALARI UZERINDEKI ETKISININ INCELENMESI

Barindirdig: bilesenler sebebiyle besin degeri oldukea yiiksek olan mangostin
meyvesi Ozellikle icerdigi prenillenmis ksantonlar sebebiyle bir¢ok biyolojik
aktiviteye sahiptir. Mangostinin anti-kanser etkisi giinlimiize kadar yapilmis bir¢ok
calismada gosterilmistir. Ancak, mesane kanseri ile ilgili yeterli bilgi
bulunmamaktadir. Bu sebeple calismamizda, iki farkli ksanton tipi olan a- ve y-
mangostinin mesane kanserine model olusturan 5637 ve HT-1376 hiicre hatlarindaki

etkisini hiicre 6liimii izerinden degerlendirmeyi amacladik.

Etken maddelerin hiicre hatlar1 iizerindeki sitotoksik etkisi MTT yontemi ile
belirlendi. Apoptoz hem mitokondriyal membran potansiyelindeki hem de kaspaz-3
ve-7 aktivitelerindeki degisimlere bakilarak degerlendirildi. Ayrica, otofaji tizerindeki

etki de incelendi.

Calisma sonucunda, 5637 hiicre hattinda 1Cso degerleri a- ve y-mangostin i¢in
sirastyla 9.7 uM ve 7.5 pM, HT-1376 hiicre hattinda ise sirastyla 10 uM ve 4 uM
olarak belirlendi. Mitokondriyal membran potansiyeli lizerinden apoptoz artiginin her
iki hiicre hattinda her iki etken madde i¢in doza bagli oldugu saptandi. Kaspaz-3 ve -
7 aktivitelerindeki degisimin ise hiicre hatlar1 ve etken maddelere gore farklilik
gosterdigi belirlendi. Bununla birlikte, 5637 hiicre hattinda otofajinin tetiklenmesinin
etken maddelere gore degiskenlik gosterdigi HT-1376 hiicre hattinda ise otofajinin

tetiklenmedigi saptandi.

Sonug olarak, a- ve y- mangostinin mesane kanserinde hiicre 6liimii {izerinde
etkili oldugu, verisel farkliliklarin hem hiicre hatlar1 hem de etken maddelerin

ozelliklerindeki farklardan kaynaklandigini diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: o-mangostin, y-mangostin, mesane kanseri, apoptoz, otofaji



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF DIFFERENT TYPES OF
XANTHONES FOUND IN MANGOSTEEN FRUIT ON CELL DEATH
MECHANISMS IN BLADDER CANCER CELL LINES

Due to its rich composition, the mangosteen fruit exhibits a high nutritional
value and demonstrates a wide range of biological activities, primarily attributed to its
content of prenylated xanthones. Its anti-cancer effects have been demonstrated in
numerous studies to date. However, there is insufficient information regarding its
impact on bladder cancer. Therefore, this study aimed to evaluate the effects of two
different xanthone derivatives, a- and y-mangostin, on cell death in bladder cancer cell

lines 5637 and HT-1376.

The cytotoxic effects of these compounds on the cell lines were determined
using the MTT assay. Apoptosis was assessed by evaluating changes in mitochondrial
membrane potential and the activities of caspase-3 and -7. Additionally, the effects on

autophagy were investigated.

The results showed that the ICso values for a- and y-mangostin were 9.7 uM
and 7.5 pM, respectively, for the 5637 cell line, and 10 uM and 4 pM, respectively, for
the HT-1376 cell line. Apoptosis induction via mitochondrial membrane potential
disruption was dose-dependent for both compounds in both cell lines. Changes in
caspase-3 and -7 activities varied depending on the cell lines and the compounds used.
Moreover, autophagy was found to be induced in the 5637 cell line in a compound-

specific manner, while no autophagy induction was observed in the HT-1376 cell line.

In conclusion, a- and y-mangostin were shown to exert effects on cell death in
bladder cancer, and the observed differences were thought to be attributable to
variations in the characteristics of the cell lines and the specific properties of the

compounds.

Keywords: o- mangostin, y-mangostin, bladder cancer, apoptosis, autophagy



°C

AKT

AMPK

ANOVA

Apol

Apo2L/TRAIL

ARIDIA

ARID2

ASHIL

ATCC

Atgl

Atgl01

Atgl4L

Atg3

ATM

ATP

ATP/AMP

Bad

Bak

Bax

SiIMGE VE KISALTMALAR DiZiNi

: Selsiyus derece

: Protein kinaz B (PKB)

: AMP ile aktive edilen protein kinaz yolagi
: Varyans analizi

: Apoptoz antijeni 1

: Timor nekroz faktorii ile iligkili apoptoz indiikleyici ligand
: AT zengin etkilesim alan1 1A

: AT zengin etkilesim alan1 2

: Eksik, kiiglik veya homeotik benzeri 1

: Amerikan tip kiiltiir koleksiyon

: Otofaji ile iligkili gen 1

: Otofaji ile iligkili gen 101

: Otofaji ile iliskili 14'e benzer gen

: Otofaji ile iligkili gen 3

: Ataksi-telenjiektazi mutasyonu

: Adenozin trifosfat

: Adenozin trifosfat / adenozin monofosfat

: Bel-2 ile iligkili 6liim promotdrii

: Bcl-2 antagonisti/oldiiriiciisii

: Bel-2 ile iliskili X proteini



BCG : Bacille Calmette-Guérin

Bcl-2 : B hiicreli lenfoma 2

Bcl-XL : B Hiicreli lenfoma XL

Beclinl : Bel-2 ile etkilesime giren miyozin benzeri sarmal
BH : Bel-2 homoloji domaini

Bid : BH3 etkilesim alan1 6liim agonisti
Bim : Bcl-2 ile iligkili hiicre 6liimii aracisi
Bmf : Bcl-2 modifiye edici faktor
BRCA2 : Meme kanseri 2

CCNDI1 : Siklin D1

CCNEI1 : Siklin E1

CD95 : Farklilasma kiimesi 95

CDKNIA : Siklin bagimli kinaz inhibitorii 1A
CDKN2A : Siklin bagimli kinaz inhibitorii 2A
CREBBP : CREB baglanma proteini

DEVD : Asp-Glu-Val-Asp peptid dizisi
DISC : Oliim indiikleyici sinyal kompleksi
Dk : Dakika

DMSO : Dimetil siilfoksit

DNA : Deoksiribontikleik asit

DR4 : Oliim reseptorii 4

Vi



DR5

E2F3

EDTA

EGFR

ELF3

EMEM

EP300

ER

ERBB2

ERBB3

ERCC2

ERK1/2

FAK

Fas

FasL

FBS

FGFR3

FIP200

GST

HDAC

HRAS

: Oliim reseptorii 5

: E2F transkripsiyon faktorii 3

: Etilen diamin tetra asetik asit

: Epidermal biiyiime faktorii reseptorii

: E74 benzeri ETS transkripsiyon faktorii 3

: Eagle's Minimum Essential Medium

: E1A baglanan protein p300

: Endoplazmik retikulum

: Eritroblastik 16semi viral onkogen homolog 2
: Eritroblastik 16semi viral onkogen homolog 3
: Eksizyon onarimi kesisme gruplama 2

: Ekstraseliiler sinyal ile diizenlenen kinaz 1 ve 2
: Fokal adezyon kinazi

: Fas reseptoru

: Fas ligand

: Fetal bovin serum

: Fibroblast biliyiime faktorii reseptorii 3

: 200 kDa'lik FAK ailesiyle etkilesimli protein
: Glutatyon S-transferaz enzimi

: Histon deasetilaz inkiibatorii

: Harvey rat sarcoma

Vii



HSC70
IAP

ICso
KDM6A
KFERQ
KML
KMT2A
KMT2C
KMT2D
KRAS
LAMP2A
Lc

Lc3
Mcl-1
MDM?2
mg/ml
miR-7641
ml

mM
mTOR

mTORCI1

: 70 kDa'lik saperon 1s1 soku kognat proteini
: Apoptozis proteinlerinin inhibitori

: Yar1 maksimal inhibisyon konsantrasyonu
: Lizin demetilaz 6A

: Lys-Phe-Glu-Arg-Gln amino asit dizisi

: Kronik Mielojen6z Losemi

: Lizin metiltransferaz 2A

: Lizin metiltransferaz 2C

: Lizin metiltransferaz 2D

: Kirsten rat sarcoma

: Lizozoma bagli membran proteini 2A

: Hafif zincir

: Hafif zincir 3

: Miyeloid hiicre 16semisi-1

: Mouse double minute 2

: Miligram / mililitre

: Mikro RNA 7641

: Mililitre

: Milimolar

: Rapamisin'in mekanistik hedefi

: Rapamisin mekanistik hedefi kompleksi 1

viii



MTT : 2-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-3,5-diphenyl-2H-tetrazolium,

monobromide
NAD(P)H : Nikotinamid Adenin Dintikleotid Fosfat

NAMPT/NAD : Nikotinamid fosforiboziltransferaz / Nikotinamid adenin

dintikleotid

NF-E2 : Niikleer faktor eritrosit 2

NF-xB : Aktive B hiicrelerinin hafif zincirini artiran niikleer faktor
kappa B

NK : Dogal oldiiriicii hiicre

nm : Nanometre dalga boyu

Noxa : Apoptozun negatif regiilatorii

NQOI1 : Kinon oksidorediiktaz 1 enzimi

Nrf2 : NF-E2 ile iliskili faktor 2

ns : Istatistiksel olarak anlamli olmayan

P53 : Timor proteini 53

PBS : Fosfat tamponlu tuz ¢6zeltisi

PE : Fosfatidiletanolamin

PI3K : Fosfoinositide 3-kinaz

PI3KCl1 : Fosfatidilinositol 3-kinaz kompleksi 1

PI3KC3 : Fosfatidilinositol 3-kinaz kompleksi 3

PI3P : Fosfatidilinositol 3-fosfat

PIK3CA : Fosfatidilinositol-4,5-bisfosfat 3-kinaz katalitik alt birimi alfa



PPARG : Peroksizom proliferatdrii-activated reseptor gamma

PTEN : Fosfataz ve tensin homologu

Puma : p53 Tarafindan Yiikseltilen Apoptoz Modiilatorii
Rab : Ras iligkili baglayici protein

RAS-MAPK : Rat sarcoma — mitogen aktive edilmis protein kinaz
RBI : Retinoblastoma 1

RBM10 : RNA baglanma motifi proteini 10

RNA : Riboniikleik asit

ROS : Reaktif oksijen tiirleri

rpm : Dakikadaki devir sayisi

RPMI : Roswell Park Memorial Institute

RXRA : Retinoid X reseptorii alfa

Smac/DIABLO : Kaspazlarin mitokondri kaynakli ikinci aktivasyonu / diisiik
izolektrik noktal1 direkt IAP baglayici protein

SNARE : N-etilmaleimid-duyarl faktor baglanma proteinleri
STAG2 : Kromozomlarin yapisal bakim proteini 2

STAT3 : Sinyal iletici ve transkripsiyon aktivasyonu 3
TERT : Telomeraz ters transkriptaz

TNF : Timor nekroz faktorii

TNF : Timor nekroz faktorii

TNFR1 : Timor nekroz faktorii reseptorii 1



TP53

TRAIL

TSC1

TURBT

ULK

ULK1/ULK2

Unc-51

Vpsl5

Vps34

WIPI2

ZFP36L1

uM

: Timor proteini 53

: TNF ile iliskili apoptoz indiikleyen ligand

: Tliberoz skleroz 1

: Mesane tiimoriiniin transtiretral rezeksiyonu
: Unc-51-like kinase

: Unc-51 benzeri kinaz 1 ve 2

: Uncoordinated-51

: Vakuoler protein siralama 15

: Vakuoler protein siralama 34

: WD tekrarli bolgesi fosfoinositid etkilesimli protein 2
: Cinko parmak proteini 36 benzeri 1

: Mikromolar

xi



SEKILLER DiZiNi

Sekil 2.1. Tiimdriin Mesane Duvarina Invazyonunun Derinligine Gore Mesane

Kanserinin Stniflandirtlmast ..........cooooiiiiiiiiiii e 5
Sekil 2.2. Mangostin AZaCl V& MEYVESI....ccuuierviieiiieeiiieeiieeeireeeieeeeeeeeeveeesvee e v s 9
Sekil 2.3. Apoptozun Ekstrinsik Ve Intrinsik Yolaklar1 Ve Bunlarm Karsilikli
DUZENIEIIMEST ..ottt sttt st b et 13
Sekil 2.4. Otofajinin Morfolojik Ve Mekaniksel Olarak Farkli Tipleri..................... 14
Sekil 2.5. Otofaji MeKanizZmasl ..........cccuieeiiieiiiieiiie e 17
Sekil 3.1. a- ve y-Mangostinin Kimyasal Yapilari.........ccceeeevierviieniencieeniecieeiene, 18
Sekil 4.1. 5637 Hiicre Hattinda a- ve y-Mangostinin Sitotoksik Etkisi..................... 28
Sekil 4.2. HT-1356 Hiicre Hattinda a- ve y-Mangostinin Sitotoksik Etkisi .............. 28
Sekil 4.3. 5637 Hiicre Hattinda a- ve y-Mangostinin Apoptoz Uzerine Etkisi.......... 29

Sekil 4.4. HT-1376 Hiicre Hattinda o- ve y-Mangostinin Apoptoz Uzerine Etkisi ... 30
Sekil 4.5. 5637 Hiicre Hattinda a- ve y-Mangostinin Otofaji Uzerine Etkisi............ 31
Sekil 4.6. HT-1376 Hiicre Hattinda a- ve y-Mangostinin Otofaji Uzerine Etkisi...... 31

Xii



TABLOLAR DiZiNi

Tablo 2.1. Mesane kanseri gelisiminde rol oynayan ¢evresel risk faktorleri .............. 3
Tablo 2.2. Mesane kanseri gelisiminde rol oynayan genetik faktorler........................ 4
Tablo 2.3. Mesane kanserinin siniflandirtlmasi............coocooeiiiiiiniiiiiniieiee 5
Tablo 3.1. Calismada kullanilan hiicre hatlart ..............ccccooeeiiiiiiiiiiiieee e, 18
Tablo 3.2. Calismada kullanilan etken maddeler...............ccooeeviiiiiiieiiiiccie e, 18
Tablo 3.3. Calismada kullanilan kimyasal maddeler..............ccccoeeeviieeiiiencieeeneen, 19
Tablo 3.4. Calismada kullanilan ticari Kitler..............ccooooiieiiiiiiiiii e, 19
Tablo 3.5. Calismada kullanilan sarf malzemeler...............ccocoeeviiiiiieiiiiiceie e, 20
Tablo 3.6. Calismada kullanilan cihazlar................ccccoooviiiiiiiiiiiececcee e 20

Xiii



1. GIRIS

Tropikal bir aga¢ olan mangostin (Clusiaceae bitki ailesi, Garcinia mangostana
L.) Gilineydogu Asya iilkelerine 06zgiidiir (Pedraza-Chaverri vd., 2008). Agacin
meyvesinin besin degeri barindirdig1 bilesenler (lif, vitamin, mineral, flavanoid vb.)
sebebiyle yiiksektir (Jindarat, 2014; Aljunaid vd., 2020). Ayrica, tiirde bulunan ana
fitokimyasallar bircok biyolojik etkiye sahip olduklar1 yapilan caligmalar ile
gosterilmis olan prenillenmis ksantonlardir (Ovalle-Magallanes vd., 2017; Aljunaid
vd., 2020). Biyolojik etkinlikleri sebebiyle, mangostin ve bilesenlerinin birgok hastalik
icin umut verici bir terapdtik ajan oldugu diisiiniilmektedir. Bu sebeple son yillarda,
mangostinin fitokimyas1 ve biyolojik aktivitesinin gosterilmesinin hedeflendigi
arastirmalar artis gostermektedir. Mangostinin anti-kanser etkisi ilk olarak 16semi
hiicre hatlarinda belirlenmistir. Akabinde, bir¢ok farkli kanser tipinde (meme, akciger,
prostat, mide, kolorektal vb.) yapilan in vitro ve in vivo calismalar ile timor
biiylimesini inhibe ettigi veya geciktirdigi saptanmistir (M.-H. Wang vd., 2017; Aizat
vd., 2019). Ksantonlarin mesane kanserine etkisini gosteren ¢alismalarin yetersizligi
sebebiyle calismamizda, farkl tip ksantonlarin hiicre 6liimiine etkisinin aydinlatilmasi

amaclanmugtir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Mesane Kanseri

Idrar yollarinda goriilen en yaygin malignitelerden ve diinya genelinde kanser
kaynakl1 6liimlerin 6nde gelen nedenlerinden biri olan mesane kanseri, hastanin yasam
kalitesi, morbidite, mortalite ve saglik sistemine olan maliyet iizerinde olduk¢a 6nemli
bir etkiye sahip olan bir kanser tiiridlir (Dobruch & Oszczudtowski, 2021; Lopez-
Beltran vd., 2024). GLOBOCAN 2022 verilerine gore, diinya genelinde mesane
kanseri, yeni tan1 alan vakalar bakimindan dokuzuncu, kanser kaynakli gerceklesen
Olimler bakimindan ise on ii¢lincii sirada yer almaktadir. Yine ayni verilere gore
erkeklerdeki goriilme siklig1 kadinlara oranla yaklasik dort kat daha fazladir (Ferlay J
vd., 2024).

Diinya Saglik Orgiitii raporlarma gore, mesane kanserinin goriilme siklig
cografi bolgelere gore onemli Olgiide degismektedir (Dobruch & Oszczudlowski,
2021). Mesane kanseri insidansi, Avrupa, Kuzey Amerika ve Bat1 Asya gibi diinyanin
yiiksek gelirli bolgelerinde en yliksektir. Ayrica, Kuzey Afrika gibi Schistosoma
parazitlerinden etkilenen bdlgelerde de artmaktadir. Buna karsilik, Giiney Amerika,
Dogu Asya, Karayipler ile Orta ve Giiney Afrika'da mesane kanseri oranlari ¢ok daha
diistiktiir. Bu bolgeler arasindaki mesane kanseri insidansindaki farkliliklar bireylerin

maruz kaldig: risk faktorleri ile iligkilendirilmistir (Dyrskjot vd., 2023).

Mesane kanserinin gelisiminde hem ¢evresel faktorler hem de genetik faktorler

rol oynamaktadir. Risk faktorleri Tablo 2.1 ve Tablo 2.2°de 6zetlenmistir.



Tablo 2.1. Mesane kanseri gelisiminde rol oynayan ¢evresel risk faktorleri.
(Lobo vd., 2022; Dyrskjet vd., 2023; Jubber vd., 2023)

Erkeklerde kadinlara oranla daha sik goriiliir.
_ ileri yas. Ortalama tan1 yas1 70 ile 84 arasindadir.
Sigara ve elektronik sigara tiiketimi

Cevresel faktorler Arsenik ve inorganik arsenik bilesikleri

X ve gama radyasyonu
Acik hava kirliligi

Dizel egzozu

Meslekler Aliiminyum tretimi
Kauguk tiretim endiistrisi
Boya endiistrisi
Boyaci
Itfaiyeci
Kuru temizleme
Kuaforler veya berberler
Baska siiregleri
Tekstil iiretimi

Mesleki kimyasal maruziyetler Benzidin (boya imalati)

4-Aminobifenil (boya ve kauguk imalati)

Orto-toluidin (boya ve kauguk imalatr)

2-Naftilamin (boya ve kauguk imalatt)
4-Kloro-orto-toluidin (boya imalatt)
2-Merkaptobenzotiazoleb (kauguk imalati)
Tetrakloroetilenb (kuru temizleme, otomotiv ve metal
isleme endiistrileri)

Is

Komiir katrani zifti

Hastaliklar ve ilaglar / uyusturucu NGkievaiit

maddeler Sistosomiyazis

Siklofosfamid

Afyon tiiketimi

Pioglitazon



Tablo 2.2. Mesane kanseri gelisiminde rol oynayan genetik faktorler. (Dyrskjot vd., 2023)

Genler
TERT
FGFR3

PIK3CA
HRAS ve KRAS
ERBB?

ERBB3
EGFR
PPARG

RXRA
E2F3
MDM?2
CCNDI
CCNEI]
CDKN24

RBI
ATM
CDKNIA
TP53
ELF3
ZFP36L1
KDM6A4
KMT2D
CREBBP
KMT2C
STAG2
ARIDIA
KMT24
EP300
ASHIL
ARID?
ERCC2
BRCA2

Degisim

Nokta mutasyonu
Nokta mutasyonu
Yukar1 diizenlenmis ekspresyon
Nokta mutasyonu
Nokta mutasyonu
Mutasyon
Amplifikasyon
Mutasyon
Amplifikasyon
Mutasyon
Amplifikasyon
Mutasyon

Amplifikasyon

Heterozigotlugun kaybi, delesyon
Homozigot delesyon
Mutasyon

Inaktive edici mutasyon

Inaktive edici mutasyon

Inaktive edici mutasyon

Inaktive edici mutasyon

Etkilenen fonksiyon

Senesens

RAS-MAPK sinyal yolag1

PI3K sinyal yolag1

RAS-MAPK ve PI3K sinyal yolaklar1
RAS-MAPK ve PI3K sinyal yolaklar1
RAS-MAPK ve PI3K sinyal yolaklar
RAS-MAPK ve PI3K sinyal yolaklari

PPARG sinyal yolagi

PPARG sinyal yolag1

Hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi

Hiicre dongiisii

Hiicre dongiisii

Transkripsiyon

Kromatin diizenlenmesi

DNA tamiri



PTEN Heterozigotlugun kaybi, delesyon =~ AKT sinyal yolagi
TSCI Inaktive edici mutasyon mTOR sinyal yolag1
RBM10 Inaktive edici mutasyon RNA splicing

2.1.1. Mesane Kanserinin Siniflandirmasi

Mesane duvari, ylizeyde semsiye (umbrella) hiicreleri (iirotelyum), altta
fibrokonnektif doku ve damar katmanlar1 (lamina propria), kalin kas demetleri
(muskularis propria veya detrusor kasi) ve perivezikal yag bulunan 5-7 epitel hiicre
katmanindan olugmaktadir (Dyrskjet vd., 2023). Mesane kanserinin siniflandirilmast
hem tiimor derecesine hem de kasa invaze olma durumuna gore yapilmaktadir (Tablo
2.3 ve Sekil 2.1). Bu siiflandirmanin disinda karsinoma in situ olarak adlandirilan ve
ozellikle yiiksek tekrarlama ve ilerleme oranlarina sahip, yiliksek dereceli, diiz, invaziv
olmayan bir lezyon olarak tanimlanan belirgin bir fenotip daha bulunmaktadir (Lenis

vd., 2020).

Tablo 2.3. Mesane kanserinin siniflandirilmasi. (Lenis vd., 2020)

Non-invaziv papiller karsinoma Kasa invaze olmayan mesane
Lamina propria’ya invazyon kanseri

Muskularis propria’ya invazyon

Perivezikal dokuya invazyon Kasa invaze olan mesane kanseri

Komgu organlara ekstravezikal yayilim

Kasa invaze olmayan ‘ Kasa invzli(ze olan
mesane kanseri mesane kanseri
T2a ™2 T3b
' X 07 R a7
s o N —
S Nor gl e
; RN
T N
D0 D

b2
Bté
=
;

Muskularis

GP’O'E -Qa ; propria
RN _'g’? ==

Sekil 2.1. Tiimoriin mesane duvarina invazyonunun derinligine gére mesane
kanserinin siniflandirilmasi. (Lopez-Beltran vd., 2024)
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Tiim mesane kanseri olgular1 arasindaki dagilima bakildiginda kasa invaziv
olmayan mesane kanseri %70-75'lik bir orana sahipken, kasa invaziv mesane kanseri
ve metastatik hastaliklar sirasiyla %20-25 ve %5'lik orana sahiptir. Mesane kanseri
vakalarinin yaklasik %90" iirotelyal hiicreli karsinomdur; geri kalanlar ¢ogunlukla
skuamoz hiicreli karsinom, adenokarsinom veya nodroendokrin karsinomdur.
Karsinoma in situ, kasa invaze olmayan mesane kanserinin yaklasik %10unu

olusturmaktadir (Lopez-Beltran vd., 2024).

2.1.2. Mesane Kanserinin Belirtileri ve Tanisi

Mesane kanserinin en yaygin belirtisi agrisiz yogun hematiiridir. Bununla
birlikte, mikroskobik hematiiri ve tahris edici bosaltim semptomlari (spesifik olmayan
alt iiriner sistem semptomlari, yani artan idrar sikigsmasi, siklig1 ve disiiri) da mesane
kanserinden siiphelenilmesine sebep olmaktadir (Dyrskjet vd., 2023; Lopez-Beltran
vd., 2024).

Mesane kanserinin tanisinda 6ncelikle bagvurulan yontem tanida altin standart
olarak degerlendirilen sistoskopidir (Lopez-Beltran vd., 2024). Bunun disinda idrar
testi ve biyobelirte¢ taramalari, endoskopik rezeksiyon (mesane timoriiniin
transiiretral rezeksiyonu (TURBT)) ve goriintiilleme gibi yontemler de tani igin

kullanilmaktadir (Lenis vd., 2020).

2.1.3. Mesane Kanserinde Tedavi Yontemleri

Mesane kanserinin tedavisi kasa invaze olma durumuna gore degiskenlik
gostermektedir. Genel olarak, kasa invaze olmayan mesane kanseri siklikla
endoskopik rezeksiyon ve risk bazl intravezikal adjuvan tedavi ile yonetilir. Bunun
aksine, kasa invaze olan mesane kanseri, radikal sistektomi veya trimodal tedavi
(TURBT, radyasyon tedavisi ve kemoterapi) ile birlikte neoadjuvan veya adjuvan
sistemik kemoterapi dahil olmak iizere daha agresif tedavilerle yonetilir (Lopez-

Beltran vd., 2024).

Kasa invaze olmayan mesane kanserinin tedavisinde hastalar diisiik, orta ve
yuksek risk kategorilerinde degerlendirilmektedir. Diisiik riskli hastalig1 olan ve tam

bir ilk rezeksiyon geciren hastalar sistoskopik gozetim ile takip edilir. Yiiksek dereceli



evre Ta veya T1 hastaligi olan hastalar evrelemenin yetersiz olmasi veya kalic1 hastalik
riski goz Oniline alindiginda, tekrar rezeksiyona tabi tutulmaktadir. Bununla birlikte,
tekrarlanan rezeksiyonlarda kasa invaziv hastaliga doniisme durumu yasanmadigi
siirece, orta ve yiiksek riskli hastalara intravezikal tedavi rejimi uygulanmaktadir
(Lenis vd., 2020). Intravezikal tedavi perioperatif kemoterapi ve Bacille Calmette-
Guérin (BCG) olmak ftizere iki farkli sekilde uygulanmaktadir. Perioperatif
kemoterapide, diisiik veya orta riskli hastaliktan siiphelenildiginde, serbest dolasan
tiimor hiicrelerini 6ldiirmek ve bdylece iirotelyuma yayilimi azaltmak amaciyla
TURBT'den sonraki 24 saat i¢inde tek doz intravezikal kemoterapi (Amerika’da
gemsitabin, mitomisin veya doksorubisin, Avrupa’da epirubisin veya pirarubisin)
uygulanir. Mycobacterium bovis'in canli zayiflatilmis bir formu olan Bacille Calmette-
Guérin (BCG) ise yiiksek riskli hastalar i¢in tercih edilen tedavi iken orta riskli hastalar
icin bir segenektir. Bu immiinoterapi formu iirotelyuma yapismakta ve daha sonra
antijen sunan, hiicre aracili dogustan ve adaptif bagisiklik tepkilerinin indiiksiyonunu

baslatmaktadir (Lenis vd., 2020; Lopez-Beltran vd., 2024).

Kasa invaziv mesane kanseri hastalarinda tedavi, neoadjuvan tedaviyi takiben
radikal sistektomi, pelvik lenf nodu diseksiyonu ve idrar yonlendirmesi veya se¢ilmis
hastalarda kemoradyasyon veya kismi sistektomi gibi mesane koruyucu bir
protokolden olusur (Lenis vd., 2020). Radikal sistektomi, kasa invaze mesane kanseri
hastalar1 i¢in altin standarttir. Erkeklerde radikal prostatektomiyi ve kadinlarda
histerektomi, bilateral salpingo-ooferektomi ile vajina ve T{retranin kismi
rezeksiyonunu igerir. Pelvik lenfadenektomi ise evreleme bilgilerini icermesinden
dolay1 radikal sistektominin 6nemli bir bilesenidir. Radikal sistektomi ve lenf nodu
diseksiyonunun ardindan, iiriner diversiyon gerekir. Uriner diversiyonda kontinan
veya inkontinent abdominal diversiyon, iiretral diversiyon ve rektosigmoid diversiyon
olmak iizere intestinal sistemin farkli segmentlerinin kullanildig {i¢ alternatif vardir.
Radikal sistektomi Oncesi neoadjuvan tedavi sagkalimi iyilestirmek amaciyla
uygulanir. Kasa invaze mesane kanserinde metotreksat, vinblastin, adriamisin,
sisplatin ve gemsitabin+sisplatin onay almis neoadjuvan tedavilerdir (Witjes vd.,

2021; Lopez-Beltran vd., 2024).



2.1.3.1. Mesane Kanseri Tedavisinde Dogal Bilesenlerin Rolii

Son yillarda mesane kanseri tedavisinde yeni teknikler ve yaklagimlar
gelistirilmesine ragmen, yiiksek dereceli malignitesi olan bir hastanin hastalik
niiksettikten sonra ortalama sag kalim siliresinin yalnizca 5-6 ay oldugu tahmin
edilmektedir. Bununla birlikte, mesane kanseri tedavisi ciddi yan etkiler ve tedavinin
basarisini engelleyen ilag direncinin gelismesiyle de iligkilidir. Bu nedenle, yiiksek
riskli hastalara hastalifin niiksetmesini ve ilerlemesini engellemek i¢in intravendz
terapotik ajan verilmektedir. Ne yazik ki, farkli terapotik ajanlarin kombinasyonu da
cok yiiksek maliyetlerle iligkilidir. Bu sebeple hastalar, alternatif veya tamamlayici
terapotik segenekler olarak dogal kokenli iirlinlerin arayigina girmekte, bu durum da
dogal bilesenlerin kanser lizerindeki koruyucu ya da tedavi edici rollerine yonelik

arastirmalarin hiz kazanmasina sebep olmaktadir (Wigner vd., 2021).

Diger taraftan, meyve ve sebze tiiketimi saglikli bir diyetin 6nemli bir pargasi
olup kanser riskinin azalmasiyla iligkilidir. Mesane kanseri ile ilgili hazirlanan
raporlarda yiiksek meyve ve sebze tiiketiminin kanser riskini azaltabilecegi, 6zellikle
turunggiller (Rutaceae fam.) ve turpgillerin (Brassicaceae fam.) bu baglamda etkin
olarak One ciktig1 ve ayni1 zamanda sebze ve meyve bakimindan zengin bir diyetin
kansere kars1 koruyucu etkisinin olabilecegini 6ne siiriilmiistiir. Son zamanlarda 6ne
cikan ve dikkat ¢ceken tropikal meyvelerin (muz, ananas, kivi, (karpuz) kavun, incir,
mango, nar, ¢arkifelek meyvesi, kaju meyvesi, guava, papaya, kusburnu, sapodilla,
karambola (yildiz meyvesi), durian, jak meyvesi, chayotes, rambutan, tamarind

(demirhindi)) de mesane kanseri riskini azalttig1 belirlenmistir (Boot vd., 2024).

2.1.3.1.1. Mangostin

Mangostin (Clusiaceae bitki ailesi, Garcinia mangostana L.) Hindistan,
Myanmar, Endonezya, Malezya, Sri Lanka, Filipinler ve Tayland gibi Giineydogu
Asya lilkelerine 6zgii tropikal bir agactir. Kadifemsi ve tiiysiiz yapraklara sahip olan
agacin boyu 6-25 m uzunlugundadir. Mangostin meyvesi, koyu mor ve kirmizi renkte
olup merkezinde beyaz, yumusak ve sulu yenilebilir bir etli kisim igerir (Sekil 2.2).
Hafif asitli tatli bir tada ve hos bir aromaya sahip olan mangostin, en lezzetli tropikal
meyvelerden biri olmasi sebebiyle “Meyvelerin Kraligesi” olarak bilinmektedir

(Pedraza-Chaverri vd., 2008).



Sekil 2.2. Mangostin agaci ve meyvesi. (Aizat vd., 2019)

Meyvenin tohumlart ve perikarplarinin, bolgede goriilen gastrointestinal ve
tiriner sistem hastaliklarin geleneksel tibbi uygulamalarinda kullanilmasina iliskin
veriler yaklasik iki yiiz y1l 6ncesine dayanmaktadir. Modern kullanimda ise ishal, karin
agris1, ates gibi enfeksiyonlar ile iligkili semptomlarin; ayrica akne, gida allerjisi, artrit
gibi inflammatuvar ve immiinolojik hastaliklara baglh sikayetlerin hafifletilmesinde
kullanilmaktadir. Ayrica gilinlimiizde, mangostin 6zii ve perikarp: i¢eren igecekler

besin takviyesi olarak diinya genelinde satilmaktadir (Ovalle-Magallanes vd., 2017).

Mangostin, biinyesinde barindirdig: lif, vitamin (vitamin C, E, B1 ve B2),
mineral (kalsiyum, potasyum ve magnezyum), flavanoid, folat, tannin, saponin,
antosiyanin ve terpenden &tiirii besin degeri oldukca yiiksek bir meyvedir (Jindarat,
2014; Aljunaid vd., 2020). Bununla birlikte, tiirde bulunan ana fitokimyasallar anti-
bakteriyel, anti-fungal, anti-malaryal, antioksidan, pro-apoptotik, anti-proliferatif,
anti-nosiseptif, anti-inflammatuvar, noroprotektif, hipoglisemik ve anti-obezite gibi
bircok biyolojik etkiye sahip bir sekonder metabolit smifi olan prenillenmis
ksantonlardir (Jindarat, 2014; Ovalle-Magallanes vd., 2017). Perikarp, biitiin meyve,
kabuk ve yapraklardan izole edilebilmis en az 68 ksanton icerisinde a-, B- ve -
mangostin, gartanin, 8-deoksigartanin, garsinon C ve D en fazla bulunan ve dolayisiyla
haklarinda en fazla ¢alisma yapilmis olan ksantonlardir (Pedraza-Chaverri vd., 2008;
Ovalle-Magallanes vd., 2017). Yiiksek giivenilirlikleri ve c¢esitli biyolojik islevleri
nedeniyle, mangostin ve tlirevlerinin bir¢ok hastalik i¢in umut verici bir terapotik ajan

oldugu diisiiniilmektedir.

Son birka¢ yilda gerek in vitro gerekse in vivo kosullarda yapilmis ve

mangostinin fitokimyast ve biyolojik aktivitesinin gosterilmesi hedeflenmis



aragtirmalar bilim diinyasinda ayr1 bir ilgi uyandirmistir. Mangostinin anti-kanser
etkisi ilk olarak cesitli 16semi hiicre hatlarinda tespit edilmistir. Akabinde, in vitro ve
in vivo kosullarda yapilan c¢alismalarda melanoma, beyin, meme, akciger, prostat,
mide, kolorektal, hepatoselliiler, pankreas, serviks kanseri gibi bir¢cok farkli kanser
tipinde mangostinin timor biiyiimesini inhibe ettigi veya geciktirdigi gosterilmistir
(M.-H. Wang vd., 2017; Aizat vd., 2019). Mangostinin kanser hiicreleri iizerindeki

antikanser etkisinde siiphesiz ksantonlarin rolii biiytiktiir.

2.2. Programlanms Hiicre Oliimii

Programlanmis hiicre 6liimii, bir dizi gen tarafindan diizenlenen hiicresel bir
6lim bigimini temsil eder. "Programlanmig hiicre Sliimii" terimi 1960'larda ortaya
cikmis olsa da, bu siirecin altinda yatan ayrintili molekiiler mekanizmalar
arastirmalarin odak noktasi olmaya devam etmektedir. Yapilan calismalarla apoptozis,
otofaji, nekroptozis, piroptozis ve ferroptozis gibi farkli hiicre 6liim modelleri ortaya
konulmustur. Temel bir biyolojik siire¢ olarak hiicre 6liimii, embriyogenez ve doku
homeostazisi, bagisiklik diizenlemesi, hiicresel strese yanit ve hasarli veya enfekte
hiicrelerin ortadan kaldirilmas: i¢in olmazsa olmazdir. Gelisim ve fizyolojik
stireglerdeki roliinlin Gtesinde, eksik ya da fazla olarak diizenlenen programlanmis
hiicre 6liimii, kanser, ndrodejeneratif bozukluklar ve otoimmiin durumlar dahil olmak
tizere cesitli hastaliklarin patogenezini onemli Ol¢iide etkilemektedir. Eksik hiicre
6limii genellikle tiimdr olusumu ve otoimmiin bozukluklarla iligkilendirilirken, agir1
hiicre oliimii norodejenerasyonda bir itici giictiir. Belirli patolojik baglamlarda
programlanmis hiicre 6liim mekanizmalarinin devam eden kesfi ayn1 zamanda umut

verici bir terapdtik strateji olarak diisliniilmesine de sebep olmaktadir (Qian vd., 2024).

2.2.1. Apoptozis

Apoptozis, tiim organizmanin homeostatik dengesinin korunmasindan sorumlu
olan hiicresel “bir siirectir. Bu tamamen diizenlenmis molekiiler mekanizma, hiicre i¢i
ve hiicre dis1 ortam uyarilarima yanit olarak tetiklenir. Hem fizyolojik gelisim
stireglerinde (hiicresel doniisiim, hormona bagli atrofi, embriyonik gelisim, doku
Ozellesmesi ve rejenerasyon) hem de hiicresel mikrogevrenin bozulmasi, DNA hasari

ve neoplastik doniisiimle 1ilgili patolojik olaylara yanit olarak bir savunma
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mekanizmasi olarak rol oynar (Elmore, 2007). Apoptoziste genel olarak, apoptozisi
baslatan ¢oklu sinyaller, hiicresel bilesenleri pargalayan sistein proteazlari (kaspazlar)
araciligiyla major efektorleri aktive eder. Bu aspartat-spesifik proteolitik proteinler
baslangigta inaktif prokaspazlar olarak bulunur, bunlar daha sonra 6liim reseptdrii yolu
veya stres kaynakli yol tarafindan proteolitik olarak otomatik aktive edilir. Genel
olarak, kaspazlar baslatic1 kaspazlar (kaspazlar-2, -8, -9 ve -10) ve efektor kaspazlar
(kaspazlar-3, -6 ve -7) olarak iki gruba ayrilirlar. Ortaya ¢ikan kaspaz kaskadinin rolii,
hiicresel proteinlerin proteolizidir. Proteoliz daha sonra kromatin yogunlasmasina ve
hiicre ¢ekirdeginin kiigiilmesine yol acan bir dizi olay1 baslatir. Endoniikleazlarin
aktivasyonu, DNA parc¢alanmasina ve niikleer proteinlerin sindirimine neden olurken,
sitoskeleton yapisinin bozulmasi, kiiciilen bir sitoplazma, sikica paketlenmis
organeller ve parcalanmis bir ¢ekirdekten olusan apoptotik cisimlerin olusumuna yol
acar. Ileriki asamalarda, makrofajlar apoptotik cisimleri fagositoz yoluyla yutar ve
bunlar1 fagolizozomlarda parcalar. Apoptotik hiicre iceriginin disariya salinmamasi
sebebiyle hi¢cbir inflamatuar reaksiyon gelismez. Apoptozdaki karakteristik olaylardan
biri de, fosfatidilserinin membranin i¢inden disina tagindigi membran yeniden
diizenlenmesidir. Fosfatidilserini dis membrandan ATP'ye bagimli bir sekilde
tasimaktan sorumlu olan enzim flippazdir. Apoptotik membran yeniden
diizenlenmesine, kaspazlar-3 ve -7 tarafindan boéliinme nedeniyle flippaz aktivitesinin
kayb1 eslik eder ve bu da fosfatidilserinin geri dondiiriilemez sekilde agiga ¢ikmasina
neden olur. Bu diizenleme, makrofaj hiicreleri icin bir "beni ye" sinyali olarak kabul
edilir. Hasarin tespitine yonelik mekanizmaya ve apoptozu baslatan tetikleyiciye bagh
olarak, apoptoz mekanizmalari i¢sel ve digsal olmak iizere iki farkli yola ayrilir

(Gielecinska vd., 2023).

2.2.1.1. intrinsik Apoptoz Yolag

Intrinsik yolak, DNA hasarina ve p53 aktivasyonuna yanit olarak aktive edilir.
Yolakta Bcl-2 ailesi tliyeleri merkezi bir rol oynar. Aile pro-apoptotik, anti-apoptotik
ve modiile edici protein grubu olmak iizere {i¢ farkli gruptan olusur. Birden fazla Bcl-
2 homoloji domainine (BH) sahip ilk iki protein grubu, apoptozis diizenlemesinde
antagonistik rollere sahiptir. Birinci grup olan Bcl-2, Bel-XL ve Mcl-1, ikinci grubun
inhibisyonu yoluyla anti-apoptotik etki gdsterir. Ikinci grup olan Bax ve Bak, dis

mitokondriyal membranin gegirgenligini etkileyerek pro-apoptotik bir role sahiptir.
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Sadece tek bir Bcl-2 homoloji 3 alanindan (sadece BH3 proteinleri) olusan {igiincii
grup, Puma, Noxa, Bid, Bad, Bim ve Bmf'yi igerir. Sadece BH3 proteinleri, yukarida
belirtilen diger iki grubun etkilesimini modiile ederek apoptozu tesvik eder. p53'iin
aktivasyonu, Bcl-2 ve Bcl-XL'in anti-apoptotik etkisini inhibe eden Noxa ve Puma'nin
aktivasyonuna yol acar. Bid ve Bad, Bax/Bak'1 aktive eder (Ashkenazi, 2008). Asag1
akis etkisi, dis mitokondriyal membranin geg¢irgenlesmesi, sitozole birka¢ pro-
apoptotik maddenin salinmasina yol acar. ilk olarak, sitokrom C'nin disar1 atilmast,
apoptozom kompleksinin (sitokrom c, Apaf-1 ve kaspaz 9) olusumuna yol agar. Bu da,
efektor kaspazlarin ardigik aktivasyonuyla birlikte kaspaz 9'un aktivasyonuna yol agar.
Ikinci olarak, Smac/DIABLO'nun sitozole salmmasi, survivin gibi IAP'lerin
(apoptozis proteinlerinin inhibitdrii) etkilerini bloke eder ve bdylece apoptozu tesvik

eder (Protzel & and Hakenberg, 2009) (Sekil 2.3).

2.2.1.2. Ekstrinsik Apoptoz Yolag:

Ekstrinsik yolak, enfeksiyon veya diger nedenlerden kaynaklanan hiicre
hasarina yanit olarak bagisiklik sisteminin belirli hiicreleri tarafindan aktive edilir.
Hiicre yiizeyinde bulunan veya NK hiicreleri veya sitotoksik T hiicreleri tarafindan
salgilanan 6zel pro-apoptotik ligandlar, hasarli hiicrelerde apoptozu aktive eder. Bu
ligandlar, daha biiyiik sitokin TNF siiper ailesinin iiyeleridir. Apoptoz ligand1 2/TNF
ile iligkili apoptozis ligand1 (Apo2L/TRAIL) ve Fas/Apol/CD95 ligand1 (FasL),
ekstrinsik yolagin aktivasyonu i¢in bilinen en 6nemli ligandlardir. Apo2L/TRAIL, iki
pro-apoptotik reseptore (6liim reseptorleri DR4 ve DRS) baglanirken, FasL
Fas/Apol1/CD95 ligandi reseptoriinii aktive eder. Ligandlarin TNF reseptor ailesinin
tiim iyeleri olan DR4/DRS veya Fas/Apol/CD95 ligand reseptdriine baglanmasi,
6liime neden olan bir sinyalleme kompleksinin (DISC) olusumunu baglatir. DISC,
yukar1 akis baglatict kaspazlar 8 ve 10'un aktivasyonu ve devaminda apoptotik hiicre
yikimini baglatir (Ashkenazi, 2008). TNF reseptor ailesinin {iciincii bir reseptorii de
apoptozun aktivasyonunda rol oynayabilir. TNF-a'nin TNFR1'e baglanmasi, TNF-
a'nin fizyolojik yolu olan NF-kB aktivasyonu bloke edilirse apoptozun uyarilmasina

yol agabilir (Protzel & and Hakenberg, 2009) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Apoptozun ekstrinsik ve intrinsik yolaklar1 ve bunlarin kargilikli

diizenlenmesi. (Gielecinska vd., 2023)

2.2.2. Otofaji

Otofaji, lizozomal enzimler tarafindan sitoplazmik makromolekiillerin
parcalanmasini igeren oldukcga iyi korunmus ¢ok asamali katabolik bir siiregtir. Bu
stirecte, yanlig katlanmis proteinler ve hasarli organeller, otofagozom adi verilen ortiilii
¢ift membranh vezikiiller olusturmak ic¢in sitoplazmadan ayrilir ve sindirim igin
lizozomlara aktarilir. Sindirilen hiicresel bilesenler ise daha sonra yeniden kullanilmak
lizere sitoplazmaya salinir. Hiicresel makromolekiillerin geri doéniisiimiinde rol
oynamasi sebebiyle, otofaji mekanizmasinin bozulmasi nérodejenerasyon, yaslanma
ve kanser gibi ¢esitli bozukluklardaki patofizyolojik siiregleri ile iliskilendirilmektedir
(Konac vd., 2021).

Normal sartlarda otofaji hiicrelerde iki fizyolojik siiregten sorumludur. IIki,
anormal yapilar1 ortadan kaldirarak hiicrelerin normal fizyolojik islevlerini
siirdiirmesini saglamak ve bdylece organellerin kalitesini kontrol ederek ve kusurlu
organellerin temizlenmesini saglayarak tiimor gelisimini 6nlemektir. Digeri ise, aglik,
hipoksi gibi stres kosullari altinda hiicre canliligini korumak i¢in mevcut temel
olmayan yapilarin yok edilmesi i¢in alternatif biyolojik materyal ve enerji saglamaktir.
Otofaji diger taraftan, onkojenik molekiillerin parcalanmasini saglayarak normal

hiicrelerin tiimorlere doniismesini de dnleyen dinamik bir siiregtir. Kosullara baglh
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olarak otofaji tiimor gelisiminde inhibitdér bir rol veya tiimér olusumundan sonra

proliferatif bir rol oynayabilmektedir (X. Li vd., 2020).

Temel olarak ii¢ farkli otofaji tipi vardir. Bunlar; makrootofaji, mikrootofaji ve
saperon aracili otofajidir. Otofaji, genellikle makrootofaji i¢in kullanilan bir terimdir.
Bu terimde sitoplazmik molekiiller ¢ift membranla ¢evrilidir ve yikim i¢in lizozomlara
aktarilir. Mikrootofajide, sitoplazmik igerik dogrudan lizozomal membran tarafindan
igeri ¢ekilir ve sindirilir. Saperon aracili otofajide ise, sindirim i¢in hedef proteinler,
70 kDa'lik saperon 1s1 soku kognat proteini (HSC70) tarafindan taninan KFERQ veya
KFERQ benzeri dizi motiflerine sahiptir. HSC70, bu motiflerle hedef proteinlere
baglanir ve bunlar1 lizozomla iligkili zar glikoproteini tip 2A (LAMP2A)-spesifik
kargo reseptor proteinleriyle etkilesim yoluyla lizozomlara yonlendirir (Chueh vd.,

2023) (Sekil 2.4).

Otofagozom

a
/ =¥ Otolizozom

°
l‘ A) Makrootofaji
/4
.\ ° Hidrolaz
—> Lizozom
N
— Le3i
Lysggomal HSC70 P B) Mikrootofaji
\

KFERQ-containing
Protein

HSC70 = - A
L KFERQ Motf — \ LAMP2A
%_} - C) Saperon Aracili Otofaji

Sekil 2.4. Otofajinin morfolojik ve mekaniksel olarak farkl: tipleri. (Konac vd.,
2021)
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2.2.2.1. Otofajinin Molekiiler Mekanizmasi

Otofajik akis, aclik, hipoksi, biiyiime faktorii eksikligi, ATP/AMP orani, hiicre
i¢i reaktif oksijen tiirleri (ROS) oranlari, patojenler veya kimyasal ilaglar gibi igsel ve
dissal stresler tarafindan tetiklenebilir. Tetiklenmesi durumunda gerceklesen otofaji

stireci temel olarak birka¢ adimdan olusur:

- Fagofor membran olusumunun indiiklenmesi.

- Nikleasyon (Cekirdeklenme); fagofor membran1 tarafindan sitoplazmik
bilesenlerin sarilarak fincan seklinde bir yapinin olusturmasi.

- Elongasyon/Ekspansiyon (Uzama/Genisleme); fagofor membraninin, sitoplazmik
bilesenleri ¢cevreleyecek sekilde uzamasi. Otofagozom olusumu.

- Fizyon ve degradasyon; otofagozomlarin, otolizozomlar1 (genellikle
otofagolizozomlar olarak adlandirilir) olusturmak i¢in lizozomlarla kaynasmasi ve
ardindan kargolar1 lizozomal hidrolaz ile degrade etmesi. Ortaya ¢ikan
bilesenlerin, hiicresel enerji kaynaklar1 olarak kullanilmak {izere sitozole

salinmasi.

Memelilerde fagofor, esas olarak Endoplazmik retikulum (ER) zarinin
omegasom ad1 verilen bir alt bolgesinde olusur. Omegasom, fosfatidilinositol 3-fosfat
(PI3P) agisindan zenginlestirilmis bir lipit cift katmanlt membrandir (Ahmadi-
Dehlaghi vd., 2023).

Memelilerde, ULK1/2, 200 kDa'lik FAK ailesiyle etkilesimli protein (FIP200),
Atgl3 ve AtglOl'den olusan Unc-51 benzeri kinaz (ULK) kompleksi, fagofor
olusumunun baglatilmasindan sorumludur. Memeli rapamisin hedefi (mTOR) ve AMP
ile aktive edilen protein kinaz (AMPK) yolaklar1 tarafindan diizenlenir. Normal
kosullar altinda ve yeterli amino asit ile bilylime faktorii varliginda, fosfatidilinositol
3-kinaz kompleksi 1 (PI3KCI1), mTORCI alt birimini aktive ederek mTOR
kompleksinin aktivitesine ve dolayistyla ULK kompleksinin iki alt birimi olan ULK1
ve Atgl3'lin fosforilasyonu yoluyla otofaji baslangicinin 6nlenmesine yol agar. Aclik
kosullarinda ise, mTORC1 baglatma kompleksinden ayrilir ve bu da ULK
kompleksinin aktivasyonuyla sonug¢lanir. Mekanizmada ULKI1 Atgl3, Atgl01 ve
FIP200'i fosforile etme yoluya aktive etmekten sorumludur. Aktivasyondan sonra,
ULK kompleksi genisleyen fagofor membranina yerlesir. Baglatma kompleksi ayrica

mTORCI1't baskilayan AMPK'nin aktivasyonu ile de indiiklenir. AMPK ise glikoz
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kisitlamas1 ve ATP/AMP oraninin azalmasiyla aktive olur (Ahmadi-Dehlaghi vd.,
2023; Chueh vd., 2023).

Niikleasyon adiminda, ULK1 proteini bir sinif III fosfatidilinositol 3-kinaz
(PI3KC3) kompleksini fosforile eder ve aktive eder. Bu kompleks, Bcl-2 ile etkilesime
giren miyozin benzeri sarmal (Beclinl), vakuolar protein siralama 34 (Vps34), Vps15
ve Atgl4L'den olusur. Beclinl proteini, niikleasyon adiminda yer alan faktorler igin
bir substrattir. PI3KC3 kompleksi ayrica fagofor niikleasyonu i¢in gerekli olan
fagoforlarda yerel PI3P {iretir. PI3P, WD-tekrar alan1 fosfoinozitid etkilesimli 2'nin
(WIPI2) toplanmasini tegvik eder, bu da fagofor uzamasi i¢in Atgl2—Atg5—Atgl6L
kompleksini toplar (Ahmadi-Dehlaghi vd., 2023; Chueh vd., 2023).

Uzatma adiminda, fagofor membraninin genislemesi ve kapanmasinda rol
oynayan iki ubikitin benzeri konjugasyon sistemi bulunmaktadur. 1k sistemde, Atg12
aktive edilir ve Atg5'e konjuge edilir. Atg7 (E1 ligaz), Atgl2 aktivasyonunda rol oynar
ve Atgl0 (E2 ligaz), Atgl2-Atg5 konjugasyonuna yardimci olur. Atgl2-Atg5 daha
sonra Atgl6L1 ile iliskilendirilir ve dolayisiyla otofaji uzama kompleksi olusur ve bu
da lipidates mikrotiibiil iligkili protein 1 hafif zincir 3 (Lc3) lipidasyonu i¢in bir yer
saglar. WIPI2'nin Atgl6L'ye baglanmasi, Atgl2-Atg5-Atgl6L kompleksinin
otofagozom membraninda yer almasini saglar. Ikinci sistemde ise, Lc3, AtgdB
tarafindan kesilerek Lc3-I'ye doniistiiriiliir ve bu da sitoplazmada fosfatidiletanolamin
(PE) ile konjuge edilerek Lc3-II iiretir. Daha sonra, Lc3-I1, kargo taninmasina neden
olan otofagozom membranina biriktirilir. Lc3-II ayrica bir otofagozom belirteci olarak
gorev yapar ve otofagozom olgunlagmasi i¢in gereklidir (Ahmadi-Dehlaghi vd., 2023;
Chueh vd., 2023).

Olgunlasma ve kapanmadan sonra, otofagozom lizozomla birlesir ve bu da
nihayetinde otofagozom kargonun bozulmasina yol agar. Flizyon adiminda Ras iliskili
baglayici proteinler (Rab), c¢oziinlir N-etilmaleimid-duyarli faktér baglanma
proteinleri (SNARE) ve baglama kompleksleri gibi ¢esitli proteinler yer alir (Ahmadi-
Dehlaghi vd., 2023) (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Otofaji mekanizmasi. (Ahmadi-Dehlaghi vd., 2023)
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hiicre Hatlar

Calismada kullanilan hiicre hatlar1 Tablo 3.1’de 6zetlenmistir.

Tablo 3.1. Calismada kullanilan hiicre hatlar1.

Malzemenin Ad1 Markasi
5637 American Type Culture Collection
(ATCC), US
American Type Culture Collection
HT-1376 (ATCC). US
3.2. Etken Maddeler

Calismada kullanilan etken maddeler Tablo 3.2°de, etken maddelerin kimyasal

yapilart ise Sekil 3.1°de 6zetlenmistir.

Tablo 3.2. Calismada kullanilan etken maddeler.

Malzemenin Adi

Markasi

o-mangostin

y-mangostin

g-mangostin

Sekil 3.1. a- ve y-mangostinin kimyasal yapilari. (Ovalle-Magallanes vd., 2017)

HO” "o OH

y-mangostin

Cayman Chemical Company, US
Cayman Chemical Company, US




3.3. Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan kimyasal maddeler Tablo 3.3’de 6zetlenmistir.

Tablo 3.3. Calismada kullanilan kimyasal maddeler.

Malzemenin Adi

Markasi

RPMI-1640 besiyeri

Gibco, UK

EMEM besiyeri

Capricorn Scientific, DE

Fetal bovin serum (FBS)

Gibco, UK

Penisilin/Streptomisin soliisyonu (100x)

Capricorn Scientific, DE

L-glutamin 200 mM (100x)

Gibco, UK

Sodyum piriivat soliisyonu (100 mM)

Capricorn Scientific, DE

MEM Esansiyel olmayan aminoasit
soltisyonu (100x)

Capricorn Scientific, DE

Tripsin-EDTA %0.25 (1x)

Gibco, UK

Tripan mavisi boyast (%0.4 soliisyon)

Ecotech Biotechnology, TR

2-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-3,5-diphenyl-
2H-tetrazolium, monobromide (MTT)

Cayman Chemical Company, US

Dimetil siilfoksit (DMSO)

Merck, Sigma-Aldrich, US

Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS)

BioShop, CA

3.4. Kitler

Calismada kullanilan ticari kitler Tablo 3.4’de 6zetlenmistir.

Tablo 3.4. Calismada kullanilan ticari kitler.

Malzemenin Adi

Markasi

JC-1 Mitochondrial Membrane Potential
Detection Kit

ABP Biosciences, US

Caspase-Glo 3/7 Assay

Promega, US

Autophagy Detection Kit

Abcam, NL




3.5. Sarf Malzemeler

Calismada kullanilan sarf malzemeler Tablo 3.5’de 6zetlenmistir.

Tablo 3.5. Calismada kullanilan sarf malzemeler.

Malzemenin Adi

Markasi

75 em?’1ik kiiltiir kab1

Nest, CN

96 kuyucuklu kiiltiir kab1 Labselect, CN
96 kuyucuklu kiiltiir kabi (siyah) Greiner, AT
96 kuyucuklu kiiltiir kab1 (beyaz) Greiner, AT
1-10 pl filtreli pipet ucu Medpoint
10-100 pl filtreli pipet ucu Medpoint
100-1000 pl filtreli pipet ucu Medpoint

5 ml serolojik pipet

Labselect, CN

10 ml serolojik pipet Labselect, CN
25 ml serolojik pipet Labselect, CN
1,5 ml santrifiij tiipii Isolab, TR

15 ml santrifiij tiipii Isolab, TR

50 ml santrifiij tiipii Isolab, TR

2 ml kriyotiip Biosharp, CN
Eldiven Haspet

3.6. Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar Tablo 3.6’de 6zetlenmistir.

Tablo 3.6. Calismada kullanilan cihazlar.

Malzemenin Adi

Markasi

Laminar air flow

JSR Biohazard Safety Cabinet JSCB-
1200SB

CO>'li inktibator

NUVE EC160
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Inverted mikroskop Bestscope

+4 Buzdolab1 Beko

-20 Derin dondurucu Beko

Hettich Zentrifugen Mikro 200R
Santrifiij cihazi
Hettich Zentrifugen Mikro 320R

Vorteks IKA MS 3 basic

Hassas terazi Denver Instrument

10-100 pl otomatik pipet Eppendorf

100-1000 pl otomatik pipet Eppendorf

Pipet tabancasi Isolab

Spektrofotometre cihazi Thermo Scientific Varioskan

3.7. Hiicre Kiiltiirii

Proje kapsaminda kullanilan 5637 ve HT-1376 hiicre hatlar1 ATCC firmasindan

ticari olarak satin alinmistur.

Proje siiresince uygulanan temel hiicre kiiltiir uygulamalar1 basamaklar halinde

asagida belirtilmistir.

3.7.1. Hiicrelerin Cozdiiriilmesi

-86 °C derin dondurucuda muhafaza edilen, ardindan buz igerisinde ¢alisma
ortamina ulastirilan vial igerisindeki hiicreler 9 ml tam besiyeri icerisinde ¢ozdiiriilmiis
ve hiicre canlilig1 tripan mavisi boyasi ile 151k mikroskobu altinda kontrol edilmistir.
Ardindan, DMSO’nun uzaklastirilmasi amaciyla 1600 rpm’de 5 dk siiresince santrifiij
edilmistir. Santrifiij isleminin ardindan iistte kalan sivi kisim uzaklastirilmis ve altta
kalan pellet 15 ml besiyeri i¢cinde ¢zlilmiis, kiiltiir kabina aktarilmis, kiiltiir kab1 37

°C ve %5 COz ortami saglayan inkiibatore muhafaza edilmistir.
Hiicre hatlar1 i¢in uygun besiyeri bilesimleri asagida belirtildigi gibidir.
5637 hiicre hatt1 i¢cin uygun besiyeri: %10 FBS, %1 Penisilin/Streptomisin ve %1 L-

glutamin ile desteklenmis RPMI-1640 besiyeri
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HT-1376 hiicre hatti i¢in uygun besiyeri: %10 FBS, %1 Penisilin/Streptomisin, %1 L-
glutamin, %1 Sodyum piriivat ve %1 esansiyel olmayan aminoasit soliisyonu ile

desteklenmis EMEM besiyeri

3.7.2. Hiicre Canlihginin Giinliik Takibi

Hiicre canliligi, hiicrelerin ikilenme stiresine baglh olarak giin asir1 inverted
mikroskop altinda incelenmistir. Hiicre kiiltiir kabinin yiizeyindeki hiicre yogunlugu

%80’e ulastig1 zaman hiicreler pasajlanmistir.

3.7.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Pasajlama isleminde ilk olarak, kiiltir kabinda bulunan besiyeri
uzaklastirilmis, kabin yiizeyi 5 ml steril PBS ile yikanmistir. PBS uzaklagtirildiktan
sonra 3 ml Tripsin-EDTA eklenmis ve 5 dk siiresince inkiibatorde bekletilmistir.
Mikroskop altinda inceleme sonucunda, yiizeye tutunmus olan tiim hiicrelerin serbest
hale gegctigi tespit edilince kiiltiir kabina var olan hacmin 2 kati kadar besiyeri eklenmis
ve falkon tiipe aktarilmistir. 1600 rpm’de 5 dk’lik santrifiijiin ardindan iist kisimda
kalan s1v1 kisim uzaklastirilmis ve pellet 1 ml besiyeri ile resiispanse edilmistir. 1:6-8
oraninda yapilan pasajlamanin ardindan son hacim 15 ml’ye tamamlanarak kiiltiir

kabina aktarilmis ve ardindan inkiibatére konulmustur.

3.7.4. Hiicrelerin Dondurulmasi

Calisma siiresince kullanilmayan fazla miktardaki hiicreler dondurularak
saklanmigtir. Bu amagla ilk olarak, kiiltiir kabinda bulunan besiyeri uzaklastirilmais,
kabin yiizeyi 5 ml steril PBS ile yikanmistir. PBS uzaklastirildiktan sonra 3 ml Tripsin-
EDTA eklenmis ve 5 dk siiresince inkiibatorde bekletilmistir. Mikroskop altinda
inceleme sonucunda, yiizeye tutunmus olan tiim hiicrelerin serbest hale gectigi tespit
edilince kiiltiir kabina hacmin 2 kati kadar besiyeri eklenmis ve falkon tiipe
aktarilmistir. 1600 rpm’de 5 dk siiresince santrifiijiin ardindan {ist kisimda kalan sivi
kistm uzaklastirilmistir. Bu asamadan itibaren ¢alismaya buz {izerinde devam

edilmistir. Pellet hazirlanan dondurma soliisyonu (9:1 oraninda serum:DMSO) ile
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resiispanse edilmis ve birden fazla kriyo tiipe aktarilmistir. islemin ardindan tiipler -86

°C derin dondurucuda muhafaza edilmistir.

3.8. a- ve y-mangostinin 5637 ve HT-1376 Hiicre Hatlar1 Uzerindeki

Sitotoksik EtKkisinin Belirlenmesi

Calismada kullanilan o- ve fy-mangostin Cayman Chemical Company
firmasindan ticari olarak satin alinmistir. Toz haline olan kimyasal madde DMSO
igerisinde son konsantrasyon 10 mM olacak sekilde hazirlanmistir. Deneyler sirasinda

ise ana stok 1/100 diliie edilerek 100 uM ara stok seklinde kullanilmastir.

Sitotoksisite c¢aligmalarinda uygulanan yontem basamaklar halinde asagida

belirtilmistir.

- Hiicreler kuyucuk basina 10.000 hiicre olacak sekilde 96 kuyucuklu kiiltiir
kaplarina ekilmistir.

- Hiicrelerin kiiltiir kabinin zeminine yapismasi i¢in 24 saat beklenmis ve bu
stirenin ardindan besiyeri kuyucuklardan uzaklastirilmastir.

- Hiicreler etken maddelerin literatiirden  aragtirillarak  belirlenmis
konsantrasyonlar1 (5, 10, 15, 20 ve 25 uM) ile 24, 48 ve 72 saat siiresince
inkiibe edilmistir.

- Belirtilen her bir siirenin sonunda besiyeri kuyucuklardan uzaklastirilmis,
kuyucuklara son konsantrasyon 0.5 mg/ml olacak sekilde MTT reaktifi
eklenmis ve 4 saat siiresince inkiibatorde inkiibasyona birakilmistir.

- 4 saatlik inkiibasyon siiresinin ardindan reaktif kuyucuklardan uzaklastirilmais,
olusmus formazan kristallerinin ¢dziinmesi amaciyla kuyucuklara DMSO
eklemis ve 15 dk calkalayici tizerinde bekletilmistir.

- Absorbans degerleri spektrofotometrede 570 nm’de Olgiilmiis, canlilik ve
sitotoksisite hesaplanmugtir.

- Deneyler kendi igerisinde 5 tekrarli olacak sekilde 3 kez tekrarlanmistir.
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3.9. a- ve y-mangostinin 5637 ve HT-1376 Hiicre Hatlarinda Hiicre Oliim

Mekanizmalar1 Uzerindeki Etkisinin Degerlendirilmesi

3.9.1. Apoptoz Uzerindeki Etkisi

Apoptoz iki farkli yontem ile degerlendirilmistir.

3.9.1.1. JC-1 Mitokondriyal Membran Potansiyelinin Degerlendirilmesi

Mitokondriyal membran potansiyelinin kaybi apoptoz igin bir ayirt edici
ozelliktir. Calismada kullanilan JC-1 Mitokondriyal Membran Potansiyeli Tespit Kiti
(ABP Biosciences, US) hiicrelerdeki mitokondriyal membran potansiyelini
Olmektedir. Kitte, mitokondriyal membran potansiyelinin kaybini igaret etmek igin
katyonik bir boya (5,5',6,6'- tetrakloro-1,1',3,3'- tetraetilbenzimidazolilkarbosiyanin
tyodiir) kullanilmaktadir. JC-1, mitokondride potansiyele bagli birikim gdstermekte ve
bu durum yesil (529 nm) ile kirmizi (590 nm) arasinda bir floresan emisyon
kaymasiyla belirtilmektedir. Sonug olarak, mitokondriyal depolarizasyon kirmizi/yesil
floresan yogunluk oranindaki azalmayla gosterilmektedir. Saglikli hiicrelerde, JC-1
mitokondride birikerek kirmizi floresansa doniisen J-kiimelerini olustururken
apoptotik hiicrelerde, JC-1 mitokondri i¢inde birikmemekte ve yesil floresansi
gostermek i¢in monomerik formda sitoplazmada kalmaktadir. Yesil ile kirmizi floresan
orani yalnizca membran potansiyeline bagli olup tek bilesenli floresan sinyallerini
etkileyebilecek mitokondri boyutu, sekli ve yogunlugu gibi diger faktorlere bagh
degildir. Kit protokolii asagida belirtildigi gibidir.

- Hiicreler kuyucuk basia 7.000 hiicre olacak sekilde 96 kuyucuklu siyah kiiltiir
kaplarina ekilmistir.

- Hiicrelerin kiiltlir kabinin zeminine yapismasi i¢in 24 saat beklenmis ve bu
siirenin ardindan besiyeri kuyucuklardan uzaklastirilmistir.

- Hiicreler etken maddelerin asagida belirtilmis dozlar1 ile 72 saat siiresince
inkiibe edilmistir.

5637 hiicre hatt1 i¢in a-mangostin dozlari: 5 pM, 9.7 uM, 15 uM
v- mangostin dozlari: 3.5 uM, 7.5 uM, 11.5 uM

HT-1376 hiicre hatt1 i¢in a-mangostin dozlari: 5 uM, 10 uM, 15 uM
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v- mangostin dozlari: 2 uM, 4 uM, 6 uM

Belirtilen siirenin sonunda besiyeri kuyucuklardan uzaklastirilmis ve
kuyucuklara 200 ul PBS konulmustur.

Her bir kuyucuga 2 pl JC-1 stok soliisyonu eklenmesinin ardindan kiiltiir kab1
37°C'de, %5 CO2'de 30 dakika siiresince inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon siiresinin ardindan kuyucuklar 2 kez 200 ul PBS ile yikanmis ve
son olarak 200 ul PBS eklenmistir.

Spektrofotometrede kirmizi floresans (uyarilma 550 nm, emisyon 600 nm) ve
yesil floresans (uyarilma 485 nm, emisyon 535 nm) absorbanslari 6l¢lilmiistiir.

Kirmiz1 floresansin yesil floresansa orani belirlenerek analiz yapilmistir.

3.9.1.2. Kaspaz-3 ve -7 Aktivitelerinin Ol¢iimii Yoluyla Apoptoz Tayini

Calismada kullanilan Caspase-Glo 3/7 Assay Kit (Promega, US) kaspaz-3 ve -

7 aktivitelerini 6lgen homojen, lliminesan bir testtir. Kit, kaspaz aktivitesi, liisiferaz

aktivitesi ve hiicre lizisi i¢in optimize edilmis bir reaktifte tetrapeptit dizisi DEVD

iceren bir liiminojenik kaspaz-3/7 substrat1 saglamaktadir. Reaktifin eklenmesi, hiicre

lizisine, ardindan substratin kaspaz tarafindan parcalanmasina ve liisiferaz tarafindan

iretilen "parilti tipi" bir liiminesans sinyalinin olusumuna neden olmaktadir.

Liiminesans sinyal, mevcut kaspaz aktivitesinin miktartyla orantilidir. Kit protokolii

asagida belirtildigi gibidir.

Hiicreler kuyucuk basina 7.000 hiicre olacak sekilde 96 kuyucuklu beyaz kiiltiir
kaplarina ekilmistir.

Hiicrelerin kiiltlir kabinin zeminine yapismasi i¢in 24 saat beklenmis ve bu
siirenin ardindan besiyeri kuyucuklardan uzaklastirilmistir.

Hiicreler etken maddelerin asagida belirtilmis dozlar1 ile 72 saat siiresince
inkiibe edilmistir.

5637 hiicre hatt1 i¢in a-mangostin dozlari: 5 pM, 9.7 uM, 15 uM
v- mangostin dozlari: 3.5 uM, 7.5 uM, 11.5 uM
HT-1376 hiicre hatt1 i¢in a-mangostin dozlari: 5 uM, 10 uM, 15 uM

y- mangostin dozlart: 2 uM, 4 uM, 6 uM
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- Belirtilen siirenin ardindan kiiltiir kabi inkiibatorden ¢ikarilmis ve oda
sicakligina gelene kadar beklenmistir.

- Ardindan, her bir kuyucuga 100 pl Caspase-Glo 3/7 reaktifi eklenmistir.

- Kiiltiir kab1 30 saniye boyunca 300—500 rpm'de plaka calkalayici kullanarak
karigtirilmastar.

- Kiiltiir kab1 oda sicakliginda 30 dakika — 3 saat arasinda inkiibe edilmistir.

- Inkiibasyon siiresinin ardindan liiminesans miktar1 liiminometre ile

Olciilmiistiir.

3.9.2. Otofaji Uzerindeki Etkisi

Calismada kullanilan Autophagy Detection Kit (Abcam, NL) protokolii
asagida belirtildigi gibidir.

- Hiicreler kuyucuk bagina 8.000 hiicre olacak sekilde 96 kuyucuklu siyah kiiltiir
kaplarina ekilmistir.

- Hiicrelerin kiiltiir kabinin zeminine yapismasi i¢in 24 saat beklenmis ve bu
stirenin ardindan besiyeri kuyucuklardan uzaklastirilmistir.

- Hiicreler etken maddelerin asagida belirtilmis dozlar ile 72 saat siiresince
inkiibe edilmistir.

5637 hiicre hatt1 i¢in a-mangostin dozlari: 5 uM, 9.7 uM, 15 uM
v- mangostin dozlari: 3.5 uM, 7.5 uM, 11.5 uM
HT-1376 hiicre hatt1 i¢in a-mangostin dozlari: 5 uM, 10 uM, 15 uM
v- mangostin dozlart: 2 uM, 4 uM, 6 uM

- Belirtilen siirenin ardindan besiyeri kuyucuklardan uzaklagtirilmis ve her bir
kuyucuga 100 puL 1X Assay Buftfer eklenmistir.

- Assay Buffer kuyucuklardan uzaklastirildiktan sonra her bir kuyucuga 100 puL
dual color detection solution (1 ml %5 FBS ile desteklenmis fenol red
icermeyen besiyeri igerisinde 1 pLgreen detection reagent + 1 pL nuclear stain)
eklenmistir.

- Kiltir kab1 1siktan korunmus ve 30 dakika siiresince 37 °C’de inkiibe

edilmistir.
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- Inkiibasyon siiresinin ardindan kuyucuklar 200 uL 1X Assay Buffer ile
yikanmis ve son olarak her bir kuyucuga 100 pL 1X Assay Buffer eklenmistir.

- Floresans degerleri spektrofotometrede [Green Detection Reagent FITC filter
(Excitation ~480 nm, Emission ~530), Hoechst 33342 Nuclear Stain DAPI
filter (Excitation ~340, Emission ~480)] 6l¢iilmiistiir.

3.10. istatistiksel Analizler

Elde ettigimiz sonuglarin istatistiksel olarak karsilastirilmasi tek yonli
ANOVA ile GraphPad Prism paket programinda analiz edildi. Anlamlilik degeri
p<0,05 olarak alindu.
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4. BULGULAR

4.1. a- ve y-mangostinin 5637 ve HT-1376 Hiicre Hatlar1 Uzerindeki
Sitotoksik Etkisi

Sitotoksisite ¢alismalar1 sonucunda o- ve y-mangostinin 5637 hiicre hattindaki

ICso degerleri 72. saatte sirasiyla 9.7 uM ve 7.5 uM olarak tespit edildi (Sekil 4.1).

5637 5637
a-Man y-Man
1284 1254
== 24 saat == 24 saat
& 48 saat & 48 saat
= - T2 saal = - T2 saal
z =
L] Ll
4] 4]
e e
3 =l
T =
0.8 1.0 15 0.5 1.0 15

log [Doz] (uM) log [Doz] (uM)

Sekil 4.1. 5637 hiicre hattinda a- ve y-mangostinin (5, 10, 15, 20 ve 25 uM) 24,

48 ve 72. saatlerdeki sitotoksik etkisi.

Ayni etken maddelerin HT-1376 hiicre hattindaki ICso degerleri ise 72. saatte
sirastyla 10 uM ve 4 uM olarak belirlendi (Sekil 4.2).

HT-1376 HT-1376
a-Man y-Man
125+ 125+
—— 24 saat —— 24 saat
2 100 48saat 48 saat
D —— 72 saat =) —— 72 saat
= 751 =
c c
3 R
o 501 o
S 5
I 25 - T
\
0 T d 0 T —r
0.5 1.0 1.5 0.5 1.0 1.5

log [Doz] (uM) log [Doz] (uM)

Sekil 4.2. HT-1356 hiicre hattinda a- ve y-mangostinin (5, 10, 15, 20 ve 25 uM)
24, 48 ve 72. saatlerdeki sitotoksik etkisi.
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4.2. a- ve y-mangostinin 5637 ve HT-1376 Hiicre Hatlarinda Apoptoz
Uzerindeki Etkisi

Etken maddelerin hiicre hatlar iizerindeki apoptotik etkisi hem mitokondriyal
membran potansiyelindeki hem de kaspaz-3 ve -7 aktivitelerindeki degisimin

degerlendirilmesi yoluyla incelenmistir.

5637 hiicre hattinda etken maddeler ile muamele sonrasinda mitokondriyal
membran potansiyelindeki degisimler incelendiginde, her iki etken madde iginde
membran potansiyeli degisiminde doza bagl olarak anlamli bir artis tespit edildi (a-
mangostin i¢in 5 ve 9.7 uM dozlarinda sirastyla 2.18- ve 7.02- katlik artislar; -
mangostin i¢in 3.5 ve 7.5 uM dozlarinda sirastyla 2.38- ve 7.57- katlik artislar) (Sekil
4.3a). Aym1 hiicre hattinda o- mangostin ile muamele sonrasi kaspaz-3 ve -7
aktivitelerinin degisimine bakildiginda 9.7 ve 15 uM dozlarindaki sirastyla 1.59- ve
1.61- katlik artiglar anlamli bulundu. y- mangostin ile muamele sonrasinda ise 11.5 uM
dozunda 1.48- kat anlaml1 bir artis tespit edildi. Dozlar arasindaki degisim de anlamli

bulundu (Sekil 4.3b).

a 5637
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b 5637 5637
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g 5x1064 :g 4x10%+
- - 2,10%

0- 0

Kontrol o-Man o-Man o-Man Kontrol y-Man y-Man y-Man
5puM 9,7uM  15uM 35uyM  7,5puM 11,5 .M

Sekil 4.3. 5637 hiicre hattinda a- ve y-mangostinin apoptoz lizerine etkisi

a) Mitokondriyal membran potansiyeline etkisi b) Kaspaz-3 ve -7
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aktivitelerine etkisi. (ns : p>0.05, * : p<0.05, **: p<0.01, *** : p <
0.001, **** : p <0.0001).

HT-1376 hiicre hattinda etken maddeler ile muamele sonrasinda mitokondriyal
membran potansiyelindeki degisimler incelendiginde her iki etken madde iginde
membran potansiyeli degisiminde doza bagl olarak anlamli bir artis tespit edildi (a-
mangostin i¢in 5 ve 10 uM dozlarinda sirastyla 4.99- ve 8.27- kathik artislar; y-
mangostin i¢in 2 ve 4 uM dozlarinda sirasiyla 2.03- ve 6.08- katlik artiglar) (Sekil
4.4a). Ayn1 hiicre hattinda a- mangostin ile muamele sonrasi kaspaz-3 ve -7
aktivitelerinin degisimine bakildiginda 10 ve 15 uM dozlarindaki sirasiyla 2.15- ve
2.74- katlik artiglar ve bununla birlikte dozlar arasindaki degisimler anlamli bulundu.
y- mangostin ile muamele sonrasinda ise 4 uM dozda 1.37- katlik anlamli bir azalis

tespit edildi (Sekil 4.4b).
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Sekil 4.4. HT-1376 hiicre hattinda o- ve y-mangostinin apoptoz iizerine etkisi
a) Mitokondriyal membran potansiyeline etkisi b) Kaspaz-3 ve -7
aktivitelerine etkisi. (ns : p>0.05, * : p<0.05, **: p<0.01, *** : p <
0.001, ****: p<0.0001).
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4.3. a- ve y-mangostinin 5637 ve HT-1376 Hiicre Hatlarinda Otofaji
Uzerindeki Etkisi

Otofaji calismalar1 sonucunda, 5637 hiicre hattinda otofajinin o- mangostin ile
muamele sonrasinda 9.7 ve 15 pM dozlarinda sirasiyla 3.19- ve 5.86- kat artigi
belirlendi. Ancak, y- mangostin ile muamele sonrasinda 11.5 uM dozunda sirasiyla

3.94- katlik artis saptandi (Sekil 4.5).

* %
*kkk
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— . dkkk —
o 015 o
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0.00- 0.00-
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5uM  97uM  15uM 35uM 7,5uM 11,5M

Sekil 4.5. 5637 hiicre hattinda a- ve y-mangostinin otofaji lizerine etkisi (ns : p >

0.05, ** : p<0.01, *** : p <0.001, **** : p < 0.0001).

HT-1376 hiicre hattinda ise her iki etken ile muamele sonrasinda otofajinin

tetiklenmedigi, hatta azalig gosterdigi belirlendi (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. HT-1376 hiicre hattinda a- ve y-mangostinin otofaji lizerine etkisi (ns :

p>0.05,*:p<0.05 **:p<0.01).
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5. TARTISMA

Mesane kanseri, hastalarin yasam kalitesini olumsuz etkileyen bir hastaliktir.
Mevcut mesane kanseri tedavileriyle umut verici sonuglar elde edilmis olsa da,
kanserin tekrarlamasi, ilerlemesi ve tedaviye direng, tedavilerin etkinligini engelleyen
en ciddi sorunlardir. Bu sorunlarin ortaya ¢ikmasinda apoptoz ve otofaji gibi hiicre
6lim mekanizmalarina iligkin yolaklarda meydana gelen degisimlerin rolii biiyiiktiir.
Dolayiyla yolaklardaki degisimleri hedefleyerek hiicreyi oOliime tesvik eden
kemoterapotik ajanlar ve dogal bilesenler tedavi i¢in 6nemli stratejilerdir (Protzel &

and Hakenberg, 2009; Konac vd., 2021).

Mesane kanseri ile ilgili hazirlanan raporlarda yiliksek meyve ve sebze
tiketiminin de dolayisiyla etken maddelerinin kanser riskini azaltabilecegi, ayn
zamanda tedaviye de katkida bulunabilecegi belirtilmektedir. Ornegin, kurkumin,
stilforafan ve resveratrol mesane kanseri tedavisinde etkileri arastirilmis olan dogal

bilesenlerden sadece bir kagidir (Wigner vd., 2021).

Kurkumin, Curcuma longa'min rizomlarindan elde edilen bir baharat olan
zerdegalinin 6nemli, giivenli ve toksik olmayan bir bilesigi olup anti-tiimdr, anti-
inflamatuar, anti-apoptotik ve anti-oksidan ozelliklere sahiptir (Kamat vd., 2007).
Mesane kanserinde hiicre ¢ogalmasi, hiicre sagkalimi ve hiicre 6liimii gibi 6nemli
siireclerde rol oynayan ¢ok sayida sinyal yolagini1 diizenleyerek kanser karsit1 tedavi
i¢in yiiksek potansiyel gostermektedir (Tian vd., 2008; H.-S. Liu vd., 2011; Bose vd.,
2015; Shi vd., 2017). Timor destekleyici miR-7641 ekspresyonunu asagi
diizenleyerek hedefindeki p16 tiimor baskilayici genin ekspresyonunu arttirmakta ve
bu diizenlenme apoptozun tetiklenmesiyle sonuclanmaktadir (K. Wang vd., 2018).
Kurkumin ayni1 zamanda bir histon deasetilaz (HDAC) inhibitoriidiir. Klinik
uygulamada sentetik HDAC inhibitorlerine kiyasla yan etki olmaksizin HDAC
ekspresyonunu azalttigr gosterilmistir (Cheng vd., 2019). Gemsitabin ile birlikte
kombine kullanildiginda ilaca karsi olusan direnci tersine g¢evirmekte ve ek bir
sitotoksisiteye sebep olarak tliimor migrasyonunun baskilanmasini saglamaktadir (Cho
vd., 2019). Diger bir etkisi ise, organlar1 kemoterapi kaynakli toksisiteden korumasi
ve bobreklerde sisplatin tedavisinden sonra gozlenen mitokondriyal oksidatif hasari

hafifletmesidir (Waseem vd., 2013; Negrette-Guzman, 2019).
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Siilforafan ise brokolide bulunan bir dogal bilesendir (Y. Zhang & Tang, 2007).
Brokoli tarafindan karsinogenez inhibisyonu, oksidanlara ve karsinojenlere karsi
onemli koruyucu enzimler olan glutatyon S-transferaz (GST) ve NAD(P)H: kinon
oksidorediiktaz 1 (NQO1) indiiksiyonunun artisiyla iligkilidir (Munday vd., 2008).
Siilforafan diger taraftan, mitokondri aracili apoptozun tetiklenmesi ile hiicre
dongiisiiniin S ve M evrelerinde durdurulmasini da saglamaktadir (Tang vd., 2006).
Bununla birlikte, saglikli mesane hiicrelerini kimyasal kaynakli DNA hasarina karsi
koruyabilmektedir. Hem insan mesane hiicreleri ile yapilmis in vitro hem de fare
mesane dokusu ile yapilmis in vivo calismalarda, siilforafanin gesitli kimyasal
kanserojenlere karsi hiicresel savunmada oOnemli bir rol oynayan kanserojen
detoksifiye edici faz II genleri de dahil olmak {izere bircok sitoprotektif geni
transkripsiyonel olarak aktive eden NF-E2 ile iliskili faktor-2'nin (Nrf2) aktivasyonu
yoluyla tiitiin dumaninda bulunan ve mesane kanseri riskini artiran toksik bilesiklerden
biri olan 4-aminobifenil kaynakli DNA hasarini engelledigi belirlenmistir (Y. Ding vd.,
2010).

Resveratrol, iiziim, bogirtlen, yaban mersini, ahududu ve fistikta bulunan
polifenolik bir bilesiktir. Kalbi koruyucu, anti-oksidan, anti-inflamatuar, anti-
bakteriyel, anti-fungal, anti-viral, noroprotektif ve anti-kanser gibi olumlu etkileri
giinlimilize kadar yapilmis c¢alismalar ile belirlenmistir (Stephan vd., 2017).
Resveratrol mesane kanserindeki antikanser etkisini hiicre dongiisiiniin durdurulmasi,
apoptozun tetiklenmesi tizerinden gergeklestirmektedir (Bai vd., 2010; Lin vd., 2012).
Bununla birlikte, resveratrol kaynakli apoptozun, hiicre ¢ogalmasini artiran, hiicre
dongiisii ilerlemesini tesvik eden ve kanser hiicrelerinde anti-apoptotik aktivasyonu
artiran bir onkogen olarak bilinen miR-21 tizerindeki resveratrol etkisinin bir sonucu
olabilecegi diistiniilmektedir. miR-21 yukari regiilasyonun ileri derece mesane kanseri
dokulari i¢in karakterize oldugu bilinmektedir. Yapilan bir ¢aligma ile de, resveratroliin
miR-21 ekspresyonunu baskilayip Akt/Bcl-2 sinyal yolagini diizenleyerek apoptozu
tetikledigi gosterilmistir (Zhou vd., 2014).

Diger taraftan, son zamanlarda 6ne ¢ikan ve dikkat ¢ceken tropikal meyvelerin
de mesane kanseri riskini azalttigi belirlenmistir (Boot vd., 2024). Bu tropikal
meyvelerden biri olan mangostin meyvesi barindirdig: farkli tiplerde prenillenmis
ksantonlar ve bu sebeple sergiledigi anti-bakteriyel, anti-fungal, anti-malaryal,

antioksidan, pro-apoptotik, anti-proliferatif, anti-nosiseptif, anti-inflammatuvar,
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noroprotektif, hipoglisemik ve anti-obezite Ozelliklerinden dolayr uzun yillardir
calismalara konu olmus bir meyvedir (Jindarat, 2014; Ovalle-Magallanes vd., 2017).
Barindirdig1 ksantonlarin hiicre 6liim mekanizmalar1 iizerinden antikanser etkisine
yonelik ¢alismalar bircok farkli kanser tipinde gerceklestirilmistir. Ornegin, 16semide,
a-, B-, y-mangostin, mangostinon ve garsinon E primer KML hiicrelerinde azalisa
sebep olurken normal hematopoetik progenitor hiicreleri etkilememektedir. Apoptozu
mitokondri aracilig1 ile otofajiyi ise LC-31I ekspresyonu artis1 ve otofajik vakullerin
birikimi sonucu tetiklemektedir (Matsumoto vd., 2003, 2004; Chen vd., 2014).
Akciger kanserinde, NAMPT/NAD sinyal yolaginin baskilanmast sonucu ROS
tiretimini arttirarak ROS aracili apoptozu uyarmaktadir (Seo vd., 2015; C. Zhang vd.,
2018; Y.-Y. Ding vd., 2020). Oral kanserlerde, a-mangostin / TRAIL kombinasyonu
hiicre dongiistinii durdurmakta ve ERKI1/2 ile p38 MAPK sinyal yolaklarinin
baskilanmasi sonucu apoptozu arttirmaktadir (Lee vd., 2016; Fukuda vd., 2017). Mide
kanserinde, a-mangostin STAT3 sinyal yolagini aktive ederek ve yolagin diizenledigi
genlerin ekspresyonlarini baskilayarak hiicre canliligimi azaltmakta ve apoptozu
tetiklemektedir (Shan vd., 2014). Kolorektal kanserde, a- ve y-mangostin mitokondri
aracilifiyla apoptozu uyarmaktadir (Krishnamachary vd., 2019). Karaciger
kanserinde, gartanin ve a-mangostin Bel-2 ailesi tiyelerinin ve hiicre 6liimii ile iliskili
proteinlerin ekspresyon seviyelerini degistirmesi sonucu apoptozu arttirmaktadir (M.-
O. Kim vd., 2015; Wudtiwai vd., 2018; H. Zhang vd., 2020). Pankreas kanserinde, a-
ve y-mangostin apoptozu tetiklemekte ve hiicre dongiisiiniin G evresinde durmasini
saglamaktadir (M. Kim vd., 2017). Meme kanserinde, a- ve y-mangostin hem Bcl-2
ailesinin pro- ve anti-apoptotik proteinleri arasindaki balansi degistirerek hem de
HER2/PI3K/Akt ve MAPK sinyal yolaklar1 araciligi ile apoptozu uyarmaktadir
(Kurose vd., 2012; Kritsanawong vd., 2016; Scolamiero vd., 2018). Prostat
kanserinde, o-mangostin apoptozu uyarmakta, hiicre dongiisiiniin G; evresinde
durmasina sebep olmaktadir (Johnson vd., 2012; G. Li vd., 2014). Beyin kanserinde,
y-mangostin ve gartanin apoptozu tetiklemektedir (Chang vd., 2010; Luo vd., 2017).
Melanomada, a-, y-mangostin ve 8§-deoksigartanin apoptozu tetiklemekte, hiicre
dongiisiiniin G1 evresinde durmasina sebep olmaktadir (J. J. Wang vd., 2011).
Orneklerden yola ¢ikarak, literatiirde farkli kanser tiplerine iliskin bircok veri
bulunmasina ragmen ayni ¢esitlilik mesane kanseri i¢in s6z konusu degildir. Bu
sebeple ¢aligmamizda genel olarak, bir¢ok farkli kanser tipinde gerek hiicre 6liimii

gerekse metastaz ve invazyon siireclerine etkisi yapilan ¢alismalar ile gosterilmis
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mangostin meyvesinin bilinyesinde iki farkli ksanton tipinin mesane kanseri hiicre

hatlarindaki etkisini hiicre 6liimii {izerinden irdelemeyi hedefledik.

a- ve y- mangostinin 5637 ve HT-1376 hiicre hatlar1 iizerindeki sitotoksik
etkisini aragtirdigimiz ilk basamakta, 5637 hiicre hatt1 i¢cin ICso degerlerini a- ve -
mangostin i¢in sirasiyla 9.7 ve 7.5 pM, HT-1376 hiicre hatt1 i¢in ise yine ayni etken
maddeler i¢in sirasiyla 10 ve 4 uM olarak belirledik. Mangostinin mesane kanserindeki
etkisine iligkin yapilmis tek calismada, gartanin ve o-mangostinin farkli mesane
kanseri hiicre hatlarindaki sitotoksik etkisi ve bununla birlikte apoptoz ve otofaji
mekanizmalart tizerindeki etkinligi arastirilmistir. Ancak, her ne kadar etken
maddelerin tiim hiicre hatlarindaki sitotoksik etkileri belirlenmis olsa da calismaya
gartanin ve bizim ¢alismamiza dahil olmayan farkli hiicre hatlartyla devam edilmistir.
Bu sebeple, verilerimizi karsilastirmamiz zorlagmistir. Buna ragmen, saptadigimiz
ICso degerlerini degerlendirecek olursak bahsi gegen c¢alismada o-mangostin ile
muamele sonrasi tespit edilmis olan ICso degerleri (5637 hiicre hatti i¢in 9.5 uM, HT-
1376 hiicre hatt1 i¢in 9.8 pM) bizim ¢alismamizin sonuglari ile uyum gostermektedir

(Z. Liu vd., 2013).

Etken maddelerin hiicre hatlar1 lizerindeki apoptotik etkilerinin arastirildig:
ikinci basamakta ise her iki hiicre hattinda her iki etken maddenin sebep oldugu
mitokondriyal membran potansiyelindeki degisiklikten kaynakli gergeklesen
apoptozun doza bagl olarak artig gosterdigini saptadik. Ancak, en yiiksek dozlarda bu
artis1 belirlemedik. Bunun sebebinin, yiiksek doza bagli hiicre 6liimiinden dolay1 hiicre
sayisinin tespit i¢in yeterli olmadigindan kaynaklandigini diistinmekteyiz. Kaspaz 3-
ve 7- aktivitelerindeki degisimleri degerlendirdigimizde ise uygulanan son dozlarda
aktivite artis1 belirledik. Ancak, HT-1376 hiicre hattinin y-mangostin ile muamelesi

sonrasinda bir fark tespit etmedik.

Otofajinin incelendigi son basamakta ise, 5637 hiicre hattinda her iki maddenin
de otofajiyi farkli oranlarda tetikledigini belirledik. Ancak, HT-1376 hiicre hattinda
otofaji mekanizmasinin ¢aligmadigini saptadik. Verilerini paylasmadigimiz klorokin
ve rapamisin ile yaptigimiz 6n caligmalarda hem kontrol grubunda hem de etken
madde verilen gruplarda otofajinin negatif diizenlendigini tespit ettik. Bu durumun

hiicre hattinin farkl 6zelliklerinden kaynaklandigini diisiiniiyoruz.
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6. SONUC VE ONERILER

Tim veriler degerlendirildiginde hem o- hem de y- mangostinin mesane
kanseri hiicre hatlarinda etkili olduklarin1 ancak bu etkilerini farkli sekillerde
gosterdiklerini  diisiiniiyoruz. Hiicre hatlarina iligkin verilerdeki farkliliklarin o
hiicrelerin basta tiimor derecesi olmak tlizere karakteristik 6zelliklerindeki farklardan
kaynaklandig1 kanaatindeyiz. Calismalara, mekanizmalarin daha net aydinlatilmasi
amaciyla siireg ile iliskili genlerin gen ve protein diizeyindeki ifade degisikliklerinin

saptanmasina iligkin ¢alismalar ile devam edilmesinin kiymetli olacagini diisliniiyoruz.
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