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OZET

Anadolu bal aris1 olarak bilinen Apis mellifera anatoliaca, Tiirkiye’nin kuzeydogu
ve glineydogu bolgeleri hari¢ tiim orta ve kiy1 kesimlerinde ¢ok genis yayilisa sahip olan
bir wrktir. Bal aris1 venomu uzun yillardir geleneksel tip uygulamalar: ile tedavi amagh
kullaniliyor olmasina karsin bal aris1 venomlarinin bilesenleri ile gerceklestirilen
biyokimyasal calismalar irklar arasindaki farklari/benzerlikleri, molekiiler ¢alismalar ise
bilesenlerin biyolojik etkilerinin etki mekanizmasini detayli olarak ortaya koyacak nitelikte

degildir.

Bu calisma kapsaminda Apis mellifera anatoliaca venomu bilesenleri
kromatografik ve elektroforetik yontemler ile ayristirilarak, tiim diinyada ve Tiirkiye’de
kadmlar arasinda goriilme sikligi ilk sirada yer alan meme kanseri tedavisinde
kullanilabilirliginin degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu amacla major venom peptid
bilesenlerinin sitotoksik ve anti-proliferatif etkinlikleri in vitro yontemler ile taranmigtir.
Ana 11 adi verilen bilesenin anti-proliferatif, anti-invasiv, apoptotik ve hiicre dongiisii
tizerindeki etkisi belirlenerek bu etkinin mekanizmasi transkripsiyonel ve translasyonel
seviyede arastirilmigtir. Etkin peptidin molekiiler agirhiginin 2846,45Da ve birincil
yapisinin GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ-NH2 oldugu kiitle spektrometresi ve
amino asit dizilemesi teknikleri ile ortaya c¢ikarilmigtir. Dizinin biyolojik veri
tabanlarindaki karsilastirmali analizi ile bu peptidin melittin oldugu ve calisma boyunca
elde edilen kromatografik verilere gore Apis mellifera anatoliaca liyofilize venomu

icindeki oran1 %58,1 olarak belirlenmistir.

Sunulan tez ¢aligmasinin sonucunda iilkemiz dogal zenginlikleri arasinda yer alan
Apis mellifera anatoliaca venomunun in vitro anti-kanser ve anti-metastatik etkinliginden
sorumlu peptid bileseni tanimlanmistir. Apis mellifera anatoliaca kaynakli melittinin
calisma kapsaminda belirlenen anti-kanser ve anti-metastatik etkinliginin in vivo
caligmalarla tedavi amachi kullanom i¢in arastirilmast  c¢alisma  sonuglarinin

stirdiiriilebilirligine katki saglayacaktir.

Anahtar kelimeler:

Apis mellifera anatoliaca, venom, kromatografi, melittin, meme kanseri, apoptoz.
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SUMMARY

Apis mellifera anatoliaca as known as the Anatolian honey bee, is a race that has a
very wide distribution in all central and coastal parts of Turkey, except for the northeastern
and southeastern regions. Although honey bee venom has been used for therapeutic
purposes for many years with traditional medicine applications, biochemical studies with
components of honey bee venoms do not reveal the differences/similarities between races,
and molecular studies do not reveal the mechanism of action of the biological effects of the

components in detail.

Within the scope of this study, it was aimed to evaluate the utility of Apis mellifera
anatoliaca venom components, by separating with chromatographic and electrophoretic
methods, in the treatment of breast cancer, the incidence of which is the first among
women in the world and also in Turkey. For this purpose, cytotoxic and anti-proliferative
effects of major venom peptide components were screened by in vitro methods. The anti-
proliferative, anti-invasive, apoptotic and cell cycle effects of the component Ana 11 was
determined and the mechanisms of these effects were investigated at the transcriptional
and translational level. The molecular weight of the effective peptide was revealed as
2846.45Da and the primary structure was GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ-NH?2,
by mass spectrometric and amino acid sequencing techniques. By comparative analysis of
the sequence in biological databases, this peptide was determined as melittin and its ratio
in lyophilized venom of Apis mellifera anatoliaca was determined as 58.1% according to

the chromatographic data obtained throughout the study.

As a result of the presented thesis the peptide component responsible for the in
vitro anti-cancer and anti-metastatic activities of Apis mellifera anatoliaca venom, which
is among the natural resources of our country, was identified. Investigating the anti-cancer
and anti-metastatic activities of melittin isolated from Apis mellifera anatoliaca,
determined within the scope of the study, for therapeutic use with in vivo studies will

contribute to the sustainability of the results of this study.
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1. GIRIS VE AMAC

Uluslararas1 Kanser Arastirma Kurulusu IARC ’in en son 2020 yilinda agiklanan
raporuna gére meme kanseri diinya ¢apinda kadinlarda %47,8 insidans ve %13,6 mortalite
orani ile en sik goriilen kanser tiirii olarak belirtilmistir. Ulkemizde ise bu oranlar %46,6
insidans ve %12,9 mortalite olarak belinmektedir. Son yillarda kanser teshisi ve tedavisi
yaklagimlar1 ¢ok Onemli bir gelisim gostermesine ragmen, bugiin uygulanan cerrahi,
radyasyon ve kemoterapi gibi klasik yontemler rdlatif olarak daha diisiik basar1 ylizdesine
sahiptir ve yiiksek tekrar etme riski tagimaktadir. Mevcut kemoterapdtikler, timor
hiicrelerine 6zgii yeterli se¢iciligin olmamasi ve dolayistyla saglikli hiicrelerin non-spesifik

olarak hedeflenmesi gibi etkinliklerini kisitlayan zararli yan etkilere sahiptir.

Ar1 venomu veya apitoksin, hayvanlar alemindeki egsiz silahlardan biri olarak ar1
kolonisinin arthropodlardan vertebralilara kadar degisiklik gosteren predatdrlerine karst
korunmasinda primer rol alan kompleks bir karigimdir. En ¢ok ¢alisilan venomlar arasinda
olan ar1 venomu ve ana bileseni mellitinin; kanser hiicre biliylimesi ve/veya
proliferasyonunun inhibisyonu, tiimér metastazinin baskilanmasi, apoptozun indiiklenmesi
gibi pek ¢ok agidan gosterdigi anti tiimoral etki kanser yonetimi i¢in ar1 venomunun
kusursuz bir alternatif olabilecegini gostermektedir. Uzun zamandir bilinen ve faydalanilan
anti-enflamatuar etkisinin yani sira son zamanlarda tiimor tedavisinde kullanilan ari
venomu kanserle savagma potansiyeli olan biyolojik olarak aktif peptid molekiillerin umut

vadeden bir kaynagidir.

Bu calismada ilk olarak Apis mellifera anatoliaca alt tiirii ar1 venom bilesenleri
farkli kromatografik mekanizmalarla fraksiyonlarma ayristirilmistir. MDA-MB-231 ve
MCF-7 kanser hiicre hatlarinin yaninda saglikli meme epitel hiicre hattt MCF-10A ile
gerceklestirilen biyolojik etkinlik caligmalar1 sonucunda anti-kanser 6zellik gosterdigi
belirlenen fraksiyonlardan etkin peptid saflagtirilarak Ana 11 6n adi ile isimlendirilmistir.
Ana 11 peptidinin 26 aminoasitten olustugu ve 2846,45 Da molekiiler agirliga sahip
oldugu belirlenmis, Edman degradasyonu ile elde edilen bilgilerden diziliminin

GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ-NH2 oldugu ortaya cikarilmistir. Ulkemiz



faunasi icerisinde yer alan Apis mellifera anatoliaca alt tirii ar1 venomunda mellitin

peptidi izole edilerek birincil yapis1 ve biyolojik etkileri ortaya ¢ikarilmigtir.

Gergeklestirilen tez calismasi kapsaminda elde edilen sonuglarin tilkemiz aricilik
sektoriine, tlke ekonomisine ve kanser tedavi yontemlerine fayda saglamasi
beklenmektedir. Bu tez calismasit 1185396 nolu proje ile TUBITAK tarafindan saglanan
biitce ile gerceklestirilmistir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. Kanser

Kanser, kontrolsiiz hiicre boliinmesi ile karakterize, ortak bir fenotipik 6zellik
olarak diger dokular1 istila etme potansiyeli ile tanimlanan heterojen bir hastalik grubunu
kapsamaktadir. Kanserdz biiylime diger bir deyisle anormal bir goriiniis ve proliferasyon
motifine sahip hiicrelerden olusan benign veya malign tiimorler neoplazi olarak da

adlandirilmaktadir.

2.1.1. Kanserin temel ozellikleri

Olaganiistii ¢esitlilige sahip neoplastik hastaliklarin mantiksal bir c¢ergeveye
oturtularak anlasilabilmesi i¢in alt1 temel 6zellige sahip oldugu one stiriilmiistiir: siirekli
biiylime sinyali salinimi, biiyiime baskilayici sinyallere duyarsizlik, apoptozdan kaginma,
smirsiz  replikatif potansiyel, anjiyogenezin indiiklenmesi, invazyon ve metastazin

aktivasyonu (Sekil 2.1.) (Hanahan ve Weinberg, 2000).

Normal dokularda, hiicrenin biiyiime ve bdliinme dongiisiine girmesini indiikleyen
sinyallerin iiretimi ve salmimi dikkatle kontrol edilmekte, bdylece hiicre sayisinin
homeostazi saglanarak normal doku yap1 ve fonksiyonu korunmaktadir. Kanser hiicreleri
ise, bu sinyallerin kontroliinii bozarak kronik olarak proliferasyonu siirdiiriir ve en
karakteristik Ozelliklerini kazanirlar. Ayn1 zamanda kanser hiicreleri, ¢cogunlukla tiimor
baskilayici genlerin aktivitesine dayali olan, hiicre biiylime ve ¢ogalmasini negatif olarak
reglile eden mekanizmalar1 da atlamaktadir. Diger yandan kanser hiicreleri evrilirken,
apoptoz ile gerceklesen programli hiicre 6liimii mekanizmalarindan kaginmak icin birden
fazla mekanizma gelistirmistir. Neoplastik hiicrelerin ¢ogalmasini 6nlemek i¢in normal
hiicrelerde bulunan proliferasyon bariyerleri (senesens ve kriz durumunda apoptoz), nadir
birka¢ tane varyant kanser hiicresi tarafindan telomeraz aktivitesi ile asilarak sinirsiz
replikatif Ozellik kazanmasi ile sonuglanmaktadir. Embriyogenez sirasinda vaskiiler
sistemin olusumu sirasinda, yetiskinlerde yara iyilesme siirecinin ve disi iireme

dongiisiiniin bir pargast olarak anjiyogenez gegici olarak aktif olmaktadir. Buna kargin



timor gelisimi sirasinda, neoplastik gelisimi siirekli destekleyecek besin ve oksijen
ihtiyacinin karsilanmasi ve metabolik atiklarin uzaklastirilmasi amaciyla, anjiyogenez
neredeyse stirekli aktif durumdadir. Kanser gelisimi sirasinda malignansi arttik¢a, bolgesel
olarak yakin dokulara yayilarak invazyon ve en sonunda bulundugu primer bdlgeden
ayrilip  viicudun diger bir bolgesinde sekonder olarak yayilarak metastaz

gerceklestirmektedir.

Hanahan ve Weinberg’in (2000) bu ikonik ve ufuk agici makalesinde; normal
hiicrelerin, neoplastik duruma kademeli olarak evrimlestikce, bahsi gecen 6zelliklerden bir
dizi elde ettigi aciklanmis ve boylece ¢ok basamakli insan tiimdr patogenezi, gelismekte
olan kanser hiicrelerinin bu 0Ozellikleri kazanma ihtiyaci sonucunda tiimorijenik ve
nihayetinde malign olmasi ile agiklanabilmistir. Buradan yola ¢ikilarak, tiimdrlerin ¢gogalan
kanser hiicrelerinin olusturdugu izole kitleler olmadigi, bunun yerine birbiriyle heterotipik
etkilesimlere katilan ¢ok sayida farkli hiicre tipinden olusan karmasik dokular oldugu
belirtilmistir (Hanahan ve Weinberg, 2000). Takip eden on y1l iginde bu temel 6zelliklerin
kanser gelisimindeki yeri kesinlesmis ve bunlara ilave bazi agiklamalar ve yeni 6zellikler
onerilmistir. Genom instabilitesi ve inflamasyonun alt1 temel 6zelligin altinda yatan, bu
ozelliklerin gelisimine pek c¢ok yonden katkida bulunan iki mekanizma oldugu
aciklanmistir. Bunun yaninda enerji metabolizmasinin yeniden programlanmasi ve immiin
sistemin yikimindan kaginma olmak iizere iki temel Ozellik daha Onerilmistir. Kanser
hiicrelerinin karmasik dogasmin yani sira timdrlerin de “timdr mikro c¢evresi’ni
olusturarak bu karmasikliga yeni bir boyut kazandirdigi vurgulanmistir (Hanahan ve

Weinberg, 2011).



Siirekhi biiyiime sinyali
salinim

Biilyiime baskilayici
sinyallere duyarsizhik

Apoptozdan kaginma

Anjiyogenezin Invazyon ve metastazin
indiiklenmesi aktivasyonu

Sinirsiz replikatif
potansiyel

Sekil 2.1.Kanser hiicrelerinin, neoplastik gelisim sirasinda kazandigi alt1 temel 6zellik. (Hanahan
ve Weinberg, 2000)

Malign hiicrelerin metastatik yayilimi, bugiin hala kanser sebebiyle oliimlerin
%90’dan fazlasini olusturmaktadir (Lambert vd., 2017). Metastaz, kanser biyolojisinin en
gizemli 6zelliklerinden biridir. invazyon-metastaz kaskad1 olarak adlandirilan, karmasik,
sirali ve birbiriyle iligkili bir siire¢ sonucunda primer bolgeden uzakta ikincil tiimorlerin
olusumuna yol a¢gmaktadir (Talmadge ve Fidler, 2010). Kanserin genel o6zelliklerinin
giderek daha fazla anlasilmasi terapotik gelisime katkida bulunmus olsa da kalici olarak
hastalik tedavi edilememektedir (Hanahan, 2014). Erken teshis edilip cerrahi olarak
uzaklastirilmadig: siirece, kanserin spesifik 6zelliklerini hedefleyen terapiler sadece gecici
olarak etkilidir. iInvazyon ve metastaz disinda, kanserin diger bes temel 6zelliginin ve hatta
giincellenmis diger temel Ozelliklerinin benign tiimdrlerde de bulunmasi, bu 6zelligin,
malignitenin en tanimlayici 6zelligi olarak degerlendirilmesine sebep olmustur (Lazebnik,
2010; Marino-Enriquez ve Fletcher, 2014). Ancak ne yazik ki, invazyon veya metastazi
engellemek i¢in 6zel olarak tasarlanmig herhangi bir onayl ila¢ bulunmamaktadir. Bunun
yerine mevcut terapdtik yaklasimlar, diger temel Ozellikleri hedefleyerek tiimor hiicresi
canlilifint azaltmayir amaglamaktadir (Meirson vd., 2020). Dogrudan hiicre canliligini
etkileyen terapiler ile, kanser hiicre popiilasyonu kaginilmaz bir sekilde Darwinci bir

secilim baskisina ve evrime zorlanmaktadir. Tersine, invazyonu bloke etmek, hiicrenin



hayatta kalmasini dogrudan etkilemedigi i¢in, yeni direngli soylara yonelik segici bir baski

uygulanmasi daha az olasidir (Meirson, vd., 2020).

2.1.2. Diinya ve Tiirkiye epidemiyolojisi

Kanser, tiim diinya iilkelerinde 6nde gelen bir 6liim sebebi ve beklenen yasam
stiresinin artmasinin 6niinde duran énemli bir bariyer olarak degerlendirilen bir hastaliktir.
Diinya Saglik Orgiitii (WHO) niin 2019 yil1 raporlarina gére, 183 iilkenin 112’sinde 70 yas
oncesi Oliimlerin sebebi olarak birinci veya ikinci, diger 23 {ilkede ise ligiincii veya
dordiincii sirada yer almaktadir (World Health Organization, 2020). Cogu iilkede, kansere
kiyasla kalp krizi ve koroner kalp hastalig1 sebebiyle gerceklesen 6liimlerdeki disiisler,

kanserin 6nde gelen bir 6liim sebebi olarak artan 6nemini yansitmaktadir.

Uluslararast Kanser Arastirma Kurulusu (International Agency of Research on
Cancer, IARC)’nun en son 2020 yilinda agiklanan raporuna gore diinya capinda 19,3
milyon yeni kanser vakasi ve 9,96 milyon kanser nedeniyle 6lim gergeklesmistir (Ferlay
vd., 2020a). Biiyiik bir olasilikla insan popiilasyonunun siirekli artmasi, yaglanma ve
kanser icin ana risk faktorlerinin yayginligi ve dagilimindaki degisiklik sebebiyle kanser
insidans1 ve Olim oranlar1 diinya ¢apinda gittikce artmaktadir. Global demografik
istatistiklere bakilarak gerceklestirilen tahminlere goére ise 2040 yilina kadar yeni kanser
vakalarmin sayisinin %56,7 oraninda bir artig gostererek 30,2 milyona ve 6liim oraninin

ise %63,7 artarak 16,3 milyona ulagmasi beklenmektedir (Ferlay vd., 2020b).

Global kanser vakalarinin %11,7’sini olusturan meme kanseri ise 2020 yilinda 2,3
milyon yeni vaka ile akciger kanserini geride birakarak birinci siraya yerlesmistir. 685 bin
olim ile diinya ¢apinda kanser mortalite siralamasinda besinci sirada yer almaktadir.
Kadinlar arasinda meme kanseri, her 4 kanser vakasindan birini ve 6 kanser sebepli
Olimden birini olusturmaktadir. Kadinlar arasinda 185 iilkenin 159’unda kanser insidansi
ve 110’unda mortalitesi i¢in birinci sirada yer almaktadir (Ferlay, vd., 2020a; Sung vd.,

2021).



2.1.3. Meme kanseri

Insan tiimérlerinin ¢ok biiyiik bir kismi epitel dokuda ortaya ¢ikmaktadir. Epitel
doku, viicut bosluklarim1 ve kanallarin duvarlarini veya viicudun dis yiizeyini kaplayan
hiicre tabakalaridir. Epitel hiicre katmanlarinin altinda bir bazal membran (bazal lamina)
bulunur ve bu tabaka epitel dokuyu stroma olarak adlandirilan destekleyici bag dokudan
ayrir. Epitel dokuda ortaya ¢ikan kanserler, karsinom olarak adlandirilmakta olup kansere
bagl 6liimlerin %80 inden sorumludur. Cogu epitel, ¢cevreledikleri kanala veya bosluklara
(lumina) salgi yapan 06zel hiicreler igermektedir. Bu tip epitel hiicrelerin olusturdugu

kanserlere adenokarsinom ad1 verilmektedir (Weinberg, 2013).

Meme kanseri, malign hiicrelerin meme epitel dokusundaki kontrolsiiz biiytimesi ve
cogalmasi ile karakterize bir hastaliktir. Disilerde de erkeklerde de meme dokusu
bulundugundan, hastalik her iki cinsiyeti de etkileyebilmektedir. Ancak erkeklerde
goriilme siklig1 %1, mortalitesi ise %0,1’den diisiiktiir (Ferzoco ve Ruddy, 2016). Disilerde
meme, sinirler, kan damarlari, lenf damarlar1 ve nodlar ile beslenen yag doku ve 12 — 20
adet lob ve onlarin da daha kiiciik lobiillere ayrildig1 glandular dokulardan olusmaktadir
(Akram vd., 2017). Siit, lobiillerde iiretildikten sonra meme ucuna siit kanallar ile

taginmaktadir.

Meme kanseri, lobiillerin ve siit kanallarinin yiizeyini kaplayan epitel dokuda
olusan bir adenokarsinomdur. Meme tiimdrleri histolojik olarak koken aldigi bdlgenin
yerine gore siniflandirilmaktadir. En yaygin meme kanseri histolojisini siit kanallarinda
olusan invaziv duktal karsinom (hastalarin %50- 70°1) ve onu takiben siit bezlerinde olusan
invaziv lobular karsinom (hastalarin %35-15’1) olustururken, duktal/lobular karsinom
karigimi olan ve diger nadir histolojiler ise hastalarin kalanini olusturmaktadir (Harris vd.,
2014). Klinik olarak tiimér evresinin belirlenmesi tedavi se¢imi yonlendiren 6nemli bir
faktordiir. Yaygin olarak kullanilan evreleme sistemi, Uluslararas1 Kanser Kontrolii Birligi
(UICC) tarafindan Onerilmis olan, malign tiimorlerin Timor-Diigiim-Metastaz (TNM)
siniflandirmasidir. Bu siniflandirmada tiimériin primer ve bdlgesel nodal boyutu ve
metastazlarin yoklugu veya varligi anatomik olarak degerlendirilerek 0'dan IV'e kadar

degisen evreler belirlenmektedir (Banin Hirata vd., 2014; Donepudi vd., 2014).



Meme kanserinin gelisimi, hiperproliferasyon ile baslayan ardindan in situ
karsinom, invaziv karsinom ve son olarak da metastatik hastaliga doniisen bir dizi siireci
takip etmektedir. Siniflandirmaya gore, in situ duktal karsinom gibi invaziv olmayan meme
kanserleri 0. evre olarak degerlendirilmektedir. Anatomik olarak 2 cm’den kiiciik ve lenf
nodu tutulumu olmayan meme tiimdrii olarak tanimlanan I. evre meme kanserlerinin 5
yillik meme kanseri spesifik sag kalim oranlar1 HR+ i¢in en az %99, ERBB2+ i¢in en az
%94 ve U¢lii negatif alt-tip i¢in en az %85°tir. Uzak bdlgeye metastaz ile karakterize edilen
IV. evre meme kanserlerinin genel sag kalim oranlar1 ise HR+ ve ERBB2+ i¢in 5 yil iken
ticli negatif alt-tip i¢in ise 1 yil olarak belirtilmektedir (Chavez-MacGregor vd., 2017;
Waks ve Winer, 2019).

Meme kanserinin klinik ilerleyisindeki degiskenlik g6z oniine alindiginda, timor
davranigint tahmin edebilecek belirteglerin belirlenmesi 6zellikle meme kanserinde
olduk¢a oOnemlidir. Tiimor belirteglerinin belirlenmesi kanser hastalarinin kliniginin
yonetimi sirasinda, tanisal prosediirlere, evrelemeye, terapi modelinin belirlenmesinde,
terapotik yanitin degerlendirilmesinde, rekiirans, uzak metastaz ve dolayisiyla prognozun
saptanmasinda oldukca faydali bir aragtir (Banin Hirata, vd., 2014). ABD Ulusal Saglik
Enstitiisiit (NIH) Ulusal Kanser Enstitiisii (NCI) sozliigiinde biyobelirteg, kanda, diger
viicut sivilarinda veya dokularda bulunan, normal veya anormal bir siirecin veya bir
durumun veya hastaligin isareti olan biyolojik bir molekiil olarak tanimlanmaktadir (NIH,
2020). Bir biyobelirte¢ ayn1 zamanda viicudun tedaviye ne kadar iyi yanit verdiginin
degerlendirilmesi icin de kullanilmaktadir (NIH, 2020). Molekiiler belirte¢ olarak da
adlandirilan biyobelirteglerin ¢ogu protein olmakla birlikte, tiimdr dokusunda tanimlanan
gen ekspresyon paternleri, RNA ve DNA da tiimér belirtecleri olarak 6ne ¢ikmaktadir
(Mishra ve Verma, 2010).

Meme kanser patogenezinde yiiksek riskli fenotiplerin belirlenmesi ve en etkin
terapinin sec¢ilmesi amaciyla iki ana molekiiler belirte¢ tanimlanmistir. Bunlardan biri,
meme kanserlerinin yaklasik %70’inde eksprese olan invaziv Ostrojen reseptorii a
(ERa)’dir. ERa, bir steroid hormon reseptorii ve Ostrojen ile aktive edildiginde meme
kanser hiicrelerinde onkogenik biiyiime yolaklarin1 aktive eden bir biiylime faktoriidiir.
ERa ile yakindan iligkili steroid hormon progesteron reseptoriiniin (PR) ekspresyonu da

ERa sinyalizasyonunun bir belirtecidir (Joshi ve Press, 2018). Tiimor dokusundaki



hiicrelerin en az %1’inde Ostrojen reseptorii (ER) veya PR ekspresyonu olan tiimorler
hormon reseptorii pozitif (HR+) olarak siniflandirilmaktadir (Hammond vd., 2010). Epitel
dokunun ozelliklerini koruyan iyi diferansiye tiimorler olusturmaktadirlar. Endokrin
ajanlarla ER sinyalizasyonunun down-regiilasyonu ER+ ve PR+ meme kanserleri i¢in

primer sistemik tedaviyi olusturmaktadir (Waks ve Winer, 2019).

Ikinci ana molekiiler hedef ise, biiyiime faktdrii reseptor ailesinden bir reseptdr
kinaz olan ve meme kanserlerinin yaklasik %20’sinde amplifiye olan veya fazla eksprese
(overexpression) edilen, sistemik tedavi olmadiginda koétii prognozla iliskilendirilen,
epidermal biiytime faktorii 2°dir (ERBB2, HER2 veya HER2/neu) (Piccart-Gebhart vd.,
2005). ERBB?2 genini amplifiye eden veya fazla eksprese (overexpression) eden tiimorler
ERBB2+ olarak isimlendirilmektedir (Wolff vd., 2013). Bu tiimoérlerin tedavisinde anti-
ERBB? antikorlar (trastuzumab ve pertuzumab) ile ERBB2 hedefli terapi yaklagimlarindan
ve kiiciik molekiil tirozin kinaz inhibitoérlerinden (lapatinib ve neratinib)

faydalanilmaktadir (Waks ve Winer, 2019).

ER, PR veya ERBB2 molekiiler hedeflerinin eksprese edilmedigi ti¢lii negatif meme
kanseri (TNBC) ise meme tiimorlerinin yaklasik %15’ini olusturmaktadir (Denkert vd.,
2017). Uglii negatif tiimorler teshisi takip eden 3 — 5 yil icinde yiiksek oranda uzak bir
bolgede tekrar goriilme riski tagimaktadir (Foulkes vd., 2010). Anti-ERBB2 hedefli terapisi
ve geleneksel sitotoksik kemoterapi bu alt tipin tedavisi icin yetersiz goriilmektedir. Epitel
doku ozelliklerini kaybetmis, daha ¢ok bazal ve mezenkimal 6zellikler gosteren tiimorler
olusturmaktadir. Agresif klinik seyir, kotlii prognoz ve spesifik tedavi segeneklerinin
eksikligi, bu timor alt tipine olan ilgiyi yogunlastirmis olup, bu alt tipin spesifik molekiiler
patofizyolojisinin anlagilabilmesi i¢in kapsamli bir aragtirma c¢abast mevcuttur (Cho vd.,

2011).

Tiim bunlarin yaninda meme kanserlerinin biyolojik heterojenitelerinin, yukarida
aciklanan, klinikte prognostik tahminler ve tedavi se¢imi i¢in rutin olarak kullanilan ana
klinik parametreler (yas, nod durumu, tiimor biiyiikliigi, histolojik derecesi) ve molekiiler
patolojik belirtegler (ER, PR, ERBB2) ile tamamen anlasilamayacagi diisiiniilmekte olup
detaylt gen ekspresyon analizleri gerceklestiren gruplar tarafindan “meme kanserinin

intrinsik alt tipleri” tanimlanmig ve o giinden bu yana detayli olarak c¢aligilmistir (Perou
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vd., 2000; Serlie vd., 2003; Prat ve Perou, 2011). Bu ¢alismalar ile luminal A, luminal B,
HER2-zenginlestirilmisg, bazal-benzeri, normal meme-benzeri ve Claudin-low olmak iizere
her biri farkli prognoza sahip en az 6 molekiiler alt tip belirlenmistir. Bu alt tiplerin
belirlenmesinde de klasik ER, PR, ERBB2 belirtegleri kullanilmis ancak bunlarin yaninda
Ki67, EGFR, CK5, CK8 ve CK17 gibi ¢esitli sitokeratinler, P-cadherin, caveolin 1, CD44,
claudin, E-cadherin gibi birden fazla ve ¢ok ¢esitli molekiiler belirtegten faydalanilmistir

(Eroles vd., 2012).

2.1.4. Kanser tedavisi ve karsilasilan giicliikler

Kemoterapi, cerrahi ve radyoterapi giiniimiizde mevcut olan en yaygin kanser
tedavisi yontemleridir. Son yillarda immiinoterapi dnemli bir terapdtik alternatif ve hatta
bircok durumda ilk tercih edilen secenek haline gelmistir. Bazen de cerrahi miidahalelerin
yapilamadig1 durumlarda tiim bunlarin kombinasyonu kullanilmaktadir. Yine de pek ¢ok
tedavinin spesifik olmamasinin yaninda pek ¢ok sinirlamasiin ve yan etkilerinin olmasi
kanser tedavisinde kullanilan yontemlerin etkinliklerine meydan okumaktadir (Arruebo
vd., 2011). Baz1 kanserlerin kullanilan kemoterapétiklere kademeli olarak diren¢ kazandigi
veya hi¢ cevap vermedigi gosterilmistir (Pezzella vd., 2019). Bunun yaninda radyoterapi
de vaskiiler hasar, fibroz, hormonal bozukluklar, infertilite ve sekonder maligniteler gibi
yan etkilere sebep olabilmektedir (Dilalla vd., 2020). Bunlarin aksine, kanser
immiinoterapisi, kanser hiicrelerinin spesifik olarak ortadan kaldirilmasi i¢in biiylik umut
vaadetmis olsa da hayati tehlikesi olan immiin-iliskili bazi bozukluklara sebep

olabilmektedir (Hegde ve Chen, 2020).

Kanser tedavisi, sadece tedavilerin etkisizligi ve yan etkileri nedeniyle degil, ayni
zamanda bir¢ok vakada tam iyilesme gergeklesmemesi nedeniyle tarih boyunca inigler ve
cikislarla karakterize edilmistir. Sonug olarak, etkin, ancak yiiksek oranda hedefli etkilere
sahip olan yeni antikanser ajanlarin tanimlanmasina stirekli ihtiya¢ vardir. Bu sebeple de
novo veya dogal bilesiklerden tiirevlenmis daha spesifik ve segici anti-kanser ilaglarin

arastirilmasi yakin gelecekte oldukga aktif bir alan olmay siirdiirecektir.
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Pek ¢ok dogal bilesik, hedefine yiiksek oOl¢iide secicilik ile baglanabilmesini
saglayan yapisal bir karmagikliga sahiptir. Bunun yaninda sentetik benzerleri ile
kiyaslandiginda viicutta ¢cok daha kolay emilmekte ve metabolize edilmektedir (Carlson,
2010). Bu nedenle anti-kanser ila¢ adaylarinin dogal kaynaklardan arastirilmasi ve
gelistirilmesi modern tipta biiyiik umut vaat etmektedir (Jin-Jian ve Yi-Tao, 2020). Bugiine
kadar Amerika Birlesik Devletleri (ABD) Gida ve ilag Dairesi (FDA) tarafindan
onaylanmis ve basariyla ticarilestirilmis dogal kaynaklardan tiiretilen pek ¢ok
kemoterapodtik bulunmaktadir. Nitekim, 1946 yilindan bu yana modern tibbin kullanimi
icin onaylanmis 321 adet antikanser ajanin, %681 dogal iiriinler (%27), dogal {irlinlerin
yari-sentetik tiirevleri (%20), dogal {iriinlerden tiirevlenmis molekiillerden (%21)
olusmaktadir (Newman ve Cragg, 2020). Yeni antikanser ilaglarin kaynagi olarak
faydalanilan organizmalarin en biiylik taksonomik siniflarini eklembacaklilar, yiiksek
bitkiler, deniz omurgasizlari ve mikroorganizmalar olusturmaktadir. Bunlar arasinda deniz
tunikatindan izole edilmis trabectedin (Ecteinascidia turbinate), Pasifik porsuk agaci
kabugundan izole edilmis paclitaxel (PTX) (Taxus brevifolia), Madagaskar deniz
salyangozu bitkisinden (Catharanthus roseus) izole edilmis vinblastin ve vincristin, bir
bakteriden izole edilmis daunorubicin ve doxorubicin (Streptomyces peucetius)

bulunmaktadir (Elrayess ve El-Hak, 2019).

2.2. Modern Ila¢ Kesfi Cahsmalarinda Dogal Uriinlerin Rolii

Biyomedikal aragtirmanin bir hedefi olan yeni farmasoétik iiriinlerin kesfi, bilimsel,
ekonomik ve sosyal olarak oldukga biiyiik bir 6neme sahiptir. Yeni farmasoétik tirtinlerin
tanimlandig1r bir proses olan ilag kesfi, validasyon, test ve pazarlama g¢aligmalarinin
gerceklestirildigi ilag gelistirme ile birlikte farmasdtik bilimin en 6nemli faaliyetlerinden
birini olusturmaktadir. 2018 yilinda gergeklestirilen bir ¢alisma, 2010 ile 2016 yillar
arasinda Amerikan Ulusal Saglik Enstitiisii (NIH) ne saglanan biitcenin kabaca %20’sinin
210 adet yeni ila¢ molekiiliiniin kesfi ve gelistirilmesi ¢aligmalarina ayrildigini géstermistir

(Galkina Cleary vd., 2018).

Modern ila¢ kesfi caligmalarinda informatik ve hesaplamali biyoloji alanindaki
gelismeler ile ilag kesif hattindaki iiretkenlik artinlmigtir. Ancak ilag kesfi alanindaki

teknolojik ilerlemelere ragmen, bu caligmalarin biiylik Olclide kiiciik molekiillere
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dayandirilmasi sebebiyle, yeni terapétik ilaglarin onaylanmasi son yillarda dnemli dlglide
yavaslamistir. Ornegin, 1996 ile 2007 yillar1 arasinda, Amerika Birlesik Devletleri (ABD)
Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan ilag olarak onaylanan yeni molekiiler yapilarin
sayist 50 yil Oncesiyle ayni seviyeye erismis olup, yilda 53'ten 17'ye diismiistiir (Munos,

2009).

Kimyasal uzaydaki essiz olasiliklarin sayisinin su an bilinen evrendeki yildizlarin
sayisindan fazla oldugu diisiiniilse de bugiine kadar genis Olciide arastirilmis olan kiigiik
molekiil ila¢ adaylarindan daha karmasik yapilarin kesfedilmesi i¢in mevcut yontemler
siirli kalmaktadir. Klinik 6nceligi bulunan hastaliklarin etiyolojilerinin karmagsik olmasi
sebebiyle potansiyel ilag adaylariyla eslestirilmesinin zorlugu da bu diisiisiin bir diger
sebebi olarak goriilmektedir. Bu problemlerin dogal ve basit ¢oziimii ise kiiclik molekiiller
disinda yeni potansiyel ila¢ siniflarina odaklanmaktir (Romano ve Tatonetti, 2019; Tong

ve Deng, 2020).

Antik Mezopotamya’nin sofistike ila¢ sistemine kadar dayanan, binlerce yildir
hastaliklarin tedavi edilmesi i¢in kullanilan bilesiklerin kaynagini olusturan dogal iiriinlerin
bu ihtiyaca cevap verebilecegi diisiiniilmiistiir (Dias vd., 2012). Bitki metabolitleri,
mikroorganizma sekonder metabolitleri, hayvansal toksinler ve immiinolojik bilesenler
gibi dogal {iriinler, kimyasal sentezle erigilmesi miimkiin olmayan, oldukca genis yapisal
ve fonksiyonel cesitlilige sahip biyoaktif bilesenlerin kaynagidir (Romano ve Tatonetti,

2019).

Biyomedikal aragtirmalarin ila¢ kesfi c¢alismalarinda dogal iiriinlere yonelik
ilgisinin yenilenmesi, ila¢ endiistrisinde 6nemli gelismelerle sonuglanmistir. Uluslararasi
Farmakope (Ph. Int.)’nin dokuzuncu baskis1 kapsamindaki 371 farmasotik maddenin
80'den fazlas1 dogal iiriinler veya dogal iirlin tiirevleri olarak belirtilmistir (World Health
Organization, 2019). 1981 ile 2014 yillar1 arasinda onaylanan toplam 1562 yeni ilacin
%69'unun dogal kokenli veya dogal iirlin tiirevleri oldugu bildirilmistir (Newman ve
Cragg, 2016). 2019 yilinda FDA tarafindan onaylanan 48 ilacin 10’unun dogal {iriin
kaynakli oldugu rapor edilmistir (de la Torre ve Albericio, 2020).
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2.2.1. Hayvansal venomlardan ila¢ kesfi

Venom, bir hayvanda 6zel bir bezde iiretilen, lireten hayvanin beslenme veya
savunmasint kolaylagtirmak i¢in normal fizyolojik veya biyokimyasal siiregleri bozan
molekiiller igeren ve bir yara agilarak hedef hayvana verilen salgi olarak tanimlanmaktadir
(Fry vd., 2009). Venom igeren hayvanlar diinya iizerinde hemen hemen her kitada, her
iklimde ve hava, su ve toprak olmak iizere tlim alanlarda yayilis gostermektedir. Bu
hayvanlari, bu kadar gesitlilik iginde yayilis gostermesinin en temel sebebi ise; bu
mekanizmanin evrimsel olarak av-avci iligkisinden dogmus olmasi, yani av olacak olan
venomdz hayvanin avcisini hareketsiz hale getirip kagmak veya avci olarak avini 6ldiirmek
veya hareketsiz hale getirmek amaciyla gelistirdigi bir sistem olmasidir. Bu durum, venom

sistemine sahip olmanin sagladig1 ekolojik avantajin kanit1 olarak degerlendirilmektedir.

Evrimsel stirecte, venom igerigi 8 farkli filumda bagimsiz olarak en az 100 defa
evrimlesmistir (Schendel vd., 2019). Diinya iizerinde hayvan biyogesitliliginin yaklagik
%]15’ini temsil eden annelidler, solenterler (deniz anemonu, deniz anasi, hidra),
ekinodermler (deniz kestanesi ve yildizi), yumusakcalar (koni salyangozu ve ahtapot),
eklembacaklilar (6riimcek, karinca, kirkayak, ar1, yaban arisi, akrep, sivrisinek, kene) gibi
omurgasizlardan balik, kurbaga, yilan, kertenkele, kus ve memeliler gibi omurgalilara
kadar uzanan cesitlilikte 220.000’den fazla venomoz tiir oldugu tahmin edilmektedir

(Herzig vd., 2020).

Hayvansal venomlarin bilesimi her hayvanda degisiklik gostermektedir. Ancak
cogu venom Yyiizlerce hatta binlerce birbirinden farkli protein (>10 kDa), peptid (2-10
kDa), diisiik molekiiler agirlikli organik molekiiller ve inorganik tuzlardan olusmus bir
biyoaktif molekiiller birlesimidir (King, 2011). Venom igeren sayisiz hayvan oldugu ve her
birinin venom igeriginin birbirinden farkli oldugu goz Oniine alindiginda, heniiz
kesfedilmemis binlerce biyoaktif molekiilii igeren olaganiistii biiyiikliikte bir kiitliphane
bulunmaktadir (Prashanth vd., 2017). Ustelik venom iiretiminin yiiksek metabolik maliyeti,
evrimsel siire¢ boyunca yalnizca en etkili bilesenlerin secilimini saglamistir. Bu sebeple
venomlarin olusturdugu dogal biyoaktif bilesen kiitliphanesinin yiiksek oranda optimize

edildigi diisliniilebilmektedir (Morgenstern ve King, 2013).



14

Venomoz tiirlerin son derece farkli filetik kokenleri ve ayni sekilde hedef
organizmalarinin ¢esitliligi gbz Oniine alindiginda, venom toksinlerinin son derece cesitli
molekiiler hedefleri modiile etmesi beklenmektedir. Venomdz hayvanlar, avin
yakalanmasin1 veya avcilara kars1 savunmay1 kolaylastirmak amaciyla sinir, kas-iskelet
veya kardiyovaskiiler sistemlerden birini veya hepsini hedefleyen toksinler gelistirerek

kurbanlarmin dogal biyolojik karmagikligindan faydalanmistir (King, 2011).

Cogu venom avina veya avcisina parenteral olarak diken, dis, igne, kiskag,
zipkinlar yoluyla verilmektedir. Dolayisiyla venom protein ve peptidleri, degrade olmadan
ve viicuttan atilmadan, etki edecekleri bolgeye ulagsana kadar stabilitelerini korumak
zorundadir (Fry, vd., 2009; King, 2011). Bu baski, venomda proteazlar tarafindan
degradasyona direngli olan olduk¢a kararli molekiiler yapilarin bulunmasi ile
sonuglanmistir. Sonu¢ olarak venom proteinlerinin biiyiik bir ¢ogunlugu bir veya daha

fazla disiilfid kopriisiine ve 1yi tanimlanmuis tersiyer yapilara sahiptir (Mouhat vd., 2004).

Sonug olarak venom protein ve peptidlerinin etkinligi, 6zgiilliigii ve stabilitesi, bu

molekiilleri ilag kesfi i¢in degerli bir dogal iiriin kaynagi haline getirmistir.

2.2.2. Farmasotik iiriinler olarak venom bilesenlerinin basarisi

Tarihsel olarak bakildiginda, ham venomlar, memeli biyolojik sistemleri tizerindeki
giiclii etkileri nedeniyle astim, kanser, ¢cocuk felci, multipl skleroz gibi genis bir hastalik
yelpazesinin tibbi tedavisi i¢in kullanilmistir (King, 2011). Bununla birlikte, terapotiklerin
gelistirilmesine Onclililk eden venom veya venom bilesenlerinin arastirilmasi yalnizca son
on yillarda 6nemli bir ivme kazanmistir. Bu anlamda en iyi bilinen basar1 dykiilerinden biri
kaptoprildir. Nitekim kaptoprilin ticari basarisi, venomlardan ila¢ gelistirilmesi kavraminin

temelini atmistir (Pennington vd., 2018).

Kaptopril, hipertansiyon, konjestif kalp yetmezligi, diyabetik nefropati ve miyokard
sonrast enfarktiislerin tedavisinde kullanilan anjiyotensin doniistiiriici enzim (ACE)
inhibitorlerinin kurucu tiiyesi olarak kesfinden bu yana kan dolasimi fizyolojisinde
ACE’larin roliiniin aydinlatilmasint saglamis ve pek c¢ok hayat kurtarmistir. Bradikinin-

giiclendirici peptid olarak adlandirilan kaptoprilin peptidik prekiirsorii, Brezilya engerek
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yilan1 Bothrops jararca venomundan izole edilmistir (Ferreira vd., 1970; Linz vd., 1995).
Bradikinin ve anjiyotensin I’in degradasyonunu bozan yilan venom peptidleri ailesine ait
olan bu peptid, envenomasyon sonrasinda 6nemli dl¢lide hipotansiyona sebep olmaktadir.
Bu biyolojik etki, nihai olarak ACE inhibitorleri olarak adlandirilan kii¢iik molekiil
analoglarin tasarlanmasi i¢in kullanilmistir (Ondetti vd., 1977; Camargo vd., 2012).

Benzer sekilde epifibatid ve tirofiban, koagiilasyonu ve piht1 olusumunu 6nlemek
amaciyla gilkoprotein IIb/Illa (GPIIb/Illa) integrin reseptorleri iizerinde etkili peptidik
yilan zehiri Onciilerinden gelistirilmistir. Epifibatid, cilice ¢ingirakli yilan olarak da
adlandirilan Sistrurus miliarus barbour’dan ekstrakte edilen daha biiyiik barbourin
peptidinin islevini taklit eden kimyasal olarak sentezlenmis siklik bir heptapeptittir
(Scarborough vd., 1993). Tirofiban ise ¢l engeregi olarak bilinen Echis carinatus
venomunda bulunan 49 a.a. uzunlugundaki echistatin peptidi baz alinarak sentezlenmis
kiigiik bir molekiildiir (Gan vd., 1988). Klinikte akut koroner hastalig1 olanlarda ve koroner

operasyon geciren hastalarda kullanilmaktadir (King vd., 2016).

Avrupa’da oldukga popiiler olan medikal siiliikk tedavisi sirasinda hasta kaninin
pihtilagsmadiginin  fark edilmesi iizerine gergeklestirilen biyokimyasal analizler ile
hayvanin tiikiiriigiinden izole edilen hirudin peptidi (Markwardt, 1955), kan pihtilasma
enzimi trombinin son derece giiclii bir inhibitoriidiir. Yapisi tamamen aydinlatildiktan
sonra, hirudin peptidi iizerinde gergeklestirilen iki kiiciik modifikiasyonla lepirudin peptidi,
rekombinant olarak iiretilmis ve enjeksiyonluk ilag olarak pazara sunulmustur (Petros,
2008). Uretici firma tarafindan iiretimi durdurulduktan sonra, hirudin peptidi baz alinarak
tasarlanan diger bir hirudin sentetik analogu bivalirudin, 2000 yilinda FDA tarafindan
perkiitan koroner anjiyoplasti geciren hastalarda antikoagiilan olarak kullanilmak {izere

onaylanmistir (Warkentin vd., 2008).

Norolojik hedefler iizerinde etkili olan venom bilesenleri de basariyla farmasotik
pazara girmistir. Biylili koni de denilen bir deniz salyangozu olan Conus magus
venomundan izole edilen w-konotoksin MVIIA peptidinin sentetik analogu zikonotid
(SNX-111), N-tipi voltaj kapili kalsiyum kanallarinin (Cav2.2) oldukga spesifik alt tip-

secici bir inhibitoriidiir. 25 a.a. uzunlugundaki bu peptid, omurilikte pro-nosiseptif
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ndrotransmitter salimini inhibe ederek agrinin iletimini engelleyerek aktivitesini

gostermektedir (McGivern, 2007).

Diinya tizerindeki nadir venomoz kertenkelelerden biri olan Gila canavari da
denilen Heloderma suspectum venomundan ise exendinler ad1 verilen bir grup peptid izole
edilmistir (Eng vd., 1992). Bu peptidlerden exendin-4, glukagon-benzeri peptid 1 (GLP-1)
ile gosterdigi yiiksek yapisal benzerlik ve proteaz direnci sebebiyle tip 2 diyabetin tedavisi
icin gelistirilmistir. Peptid, GLP-1 reseptorlerine baglanarak insiilin salimini uyararak
aktivite gostermektedir. Sentetik analogu exenatid 2005 yilinda FDA onayr almis ve
farmasotik pazara girmistir. Bunu takiben, stabilitesi ve salim Ozellikleri degistirilmis
tiirevleri de farkli firmalar tarafindan gelistirilerek onay almistir (Furman, 2012; Elkinson

ve Keating, 2013; Pennington, vd., 2018).

Ilag kesfi igin venomlarin sahip oldugu potansiyele ragmen, venom icerigindeki
kimyasal c¢esitlilik ¢ok biiyiik ol¢iide kesfedilmeyi beklemektedir. Biyoaktif peptid kesfini
ve venom bilesiminin karakterizasyonunu kolaylastirarak venom tabanli ila¢ kesfi
caligmalarini, analiz teknolojilerindeki devam eden ilerlemelerin hizlandiracagi

diisiiniilmektedir (Vetter vd., 2011).

2.3. Bal Aris1

Var oluslari Mezozoik cagdaki Kretase donemine kadar uzanan ve giiniimiizde
yaklagik 20.000 tiirii bulunan arilar, kapali tohumlu bitkilerin doéllenmesini saglayan
boceklerin en énemli grubu olarak degerlendirilmektedir. insan diyetinin {icte birinin
hayvan kaynakli tozlasmaya dayanan meyveler, sebzeler ve tohumlardan olugmasi

sebebiyle ayrica biiyiik bir ekonomik éneme sahiptir (Klein vd., 2007).

Gilinlimiizde var olan arilar, hayvanlar aleminin Arthropoda subesi, Hymenoptera
takimina ait olup 7 aileye ayrilmaktadir. Hem morfolojik hem de molekiiler verilere gore
acikga monofiletik bir grup oldugu belirlenmistir (Michener, 2007). 5.700’den fazla
tanimlanmais tiir ile arilarin en biiyiik ailesini Apidae familyas: olusturmaktadir. Bal arilar

ise sadece bu familyanin altinda yer alan Apis cinsine aittir (Danforth vd., 2013).
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Cizelge 2.1. Klinik kullanim i¢in onaylanmis venom peptidleri veya tiirevleri

Bothrops

) Kaptopril Capoten® ACE inhibitorii Hipertansiyon FDA, 1980
jararaca
Fibrinojenin GPIIb/I1Ia
Sistrurus
o . reseptoriine Akut koroner
miliarus Epifibatid Integrilin® o FDA, 2001
baglanmasini inhibe sendrom
barbour
eder
GPIIb/IIa reseptoriine
Echis Akut koroner
Tirofiban Aggrastat® baglanan fibrinojen FDA, 1999
carinatus o sendrom
antagonisti
Venoz
Hirudo Direk trombin trombozin
Lepirudin Refludan® il ) FDA, 1998
medicinalis inhibitori engellenmesi,
Antikoagitilan
Venoz
Hirudo A ) Geri doniisiimlii direk trombozin
Bivalirudin ~ Angiomax® S ) FDA, 2000
medicinalis trombin inhibitdrii engellenmesi,
Antikoagiilan
Venoz
Hirudo Geri doniistimsiiz trombozin
Desirudin Iprivask® o ) FDA, 2003
medicinalis trombin inhibitdrii engellenmesi,
Antikoagitilan
Zikonotid Voltaj kapil kalsiyum
Conus magus Prialt® Kronik agr1 FDA, 2004
(SNX-111) kanal1 (Cav2.2) blokeri
Heloderma
Exenatid Byetta® GLP-1 reseptor agonisti Tip 2 diyabet FDA, 2005
suspectum
Exenatid,
Heloderma o ) )
salimi1 Bydureon® GLP-1 reseptor agonisti Tip 2 diyabet FDA, 2014
suspectum
uzatilmig
Heloderma o ) Lyxumia® ve o ) )
Lixisenatid ) GLP-1 reseptor agonisti Tip 2 diyabet FDA, 2016
suspectum Adlyxin®

Apis cinsine ait 10 adet bal aris1 tiirli mevcuttur. Cekirdek DNA’s1 ve mitokondriyal
DNA (mtDNA) belirteclerine dayanilarak gerceklestirilen filogenetik analizlere gore bal
arilari; kavitelere yuva yapan arilar (4. mellifera, A. cerana, A. koschevnikovi, A. nulensis),

dev arilar (4. dorsata, A. laboriosa, A. binghami, A. nigrocincta) ve ciice arilar (4. florea,
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A. andreniformis) olmak lizere birbirinden belirgin 6l¢iide farklilik gosteren 3 ana gruba
ayrilmaktadir (Arias ve Sheppard, 2005; Raffiudin ve Crozier, 2007). A. mellifera
disindaki diger tiirlerin hepsinin yayilis1 Asya ile sinirhidir. Ekonomik, tarimsal ve ¢evresel
oneme sahip bir tiir olan ve Avrupa bal aris1 veya bat1 bal aris1 olarak bilinen 4. mellifera,
aricilik faaliyetleri ile su an biitiin diinyaya yayilmis olsa da dogal yayilis1 Avrupa, Asya ve

Orta Dogu’yu kapsayacak genisgliktedir (Han vd., 2012; Danforth, vd., 2013).

2.3.1.Bal arilarinin cografi dagihs1 ve irklasma

Apis mellifera tiiriiniin, kuzeyde giiney Iskandinavya’dan giineyde Umit Burnu’na,
batida Dakar'dan Urallar’a, Meshed'e ve doguda Umman kiyilarina kadar uzanan, ¢ok
genis bir cografyada yayilis gostermektedir (Ruttner vd., 1978). Bu kadar genis bir
cografyaya yayilmis olan tiirlin cografi izolasyonlardan ve ekolojik adaptasyonlardan
koken alan pek ¢ok farkli “tipi” bulundugu, ancak bunlarin birbiriyle tiim dogurganlikla
melezlenebildigi yani tek bir tiire ait oldugu deneysel olarak gosterilmistir (Ruttner, vd.,
1978). 20. ylizyilin basinda bu tiplerin ¢esitliligini anlatmak iizere trinomial bir sistem
tanimlamigtir (Buttel-Reepen, 1906). Biyolojide kabul goren nomenklatiire uygun olarak;
ilk iki ismin sirastyla cins ve tiir ismi (4pis mellifera), liclincli ismin ise cografi irk veya
varyeteyi belirlemek icin kullanilmast (Apis mellifera ligustica) Onerilmistir. Baslarda
“cografi 1rk” tanim1 sadece renk ve biiyiikliik ile yapildigindan olduk¢a belirsiz olmasina
karsin, biyometrik Ol¢iim kavraminin ve yeni morfolojik karakterlerin irk tanimlamasi
amaciyla kullanilmaya baslamasindan sonra bu sorun asilmistir (Goetze, 1940; Alpatov,
1948). Bu ¢aligmalarda kullanilan az sayida karakter, Avrupa irklarini tanimlamakta yeterli
olsa da Apis mellifera’nin dogal yayilis1 géz Oniline alindiginda yetersiz kalmis, 1978
yilinda yeni karakterler tanimlanarak Afrika, Avrupa ve Orta Dogu’daki irklar 3 ana kol

tanimlanarak birbirinden ayrilmistir (Ruttner, vd., 1978).
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Sekil 2.2. Apis mellifera irklariin ve evrimsel kollarmin Avrupa’daki yaklasik olarak dagilimi (De
la Rt vd., 2009).

Bunlar Afrika wklarini (A. m. lamarckii, A. m. yemenitica, A. m. litorea, A. m.
scutellata, A. m . monticola, A. m . adansonii, A. m . unicolor, A. m. capensis) iceren A
kolu; kuzey Avrupa (4. m . mellifera), Ispanya ve Portekiz (4. m. iberica) ve kuzey Afrika
(4. m . intermissa, A. m . sahariensis, A. m . major) rklarmi iceren M kolu; dogu Avupa,
kuzey Akdeniz ve Orta Dogu’daki irklar1 kapsayan C kolu olarak tanimlanmistir (Sekil
2.2.). Takip eden ¢aligmalarla C kolu, C ve O olmak iizere iki kola ayrilmistir. Italya (4. m.
ligustica), Avusturya ve Yugoslavya (4. m. carnica), kuzey Yunanistan ve Bulgaristan (4.
m. macedonica), giney Yunanistan (4. m. cecropia) ve Sicilya (4. m. sicula)
bolgelerindeki irklar C kolunu olusturmakta; Kafkaslar (4. m. caucasica), Ermenistan (4.
m. armeniaca), Iran, Irak, Suriye ve Tiirkiye (4. m. meda), Tiirkiye (A. m. anatoliaca),
Suriye (4. m. syriaca), Kibris (4. m. cypria) ve Girit (4. m. adami) bolgelerinde bulunan
irklar O kolunda bulunmakta ve tiir i¢in bazal grubu olusturmaktadir (Ruttner, 1988; 1992;
Arias ve Sheppard, 1996). Ekolojik, fizyolojik ve davranigsal 6zellik analizlerine ek olarak
takip eden morfometrik ve genetik ¢aligmalar sonucunda ise giiniimiizde A.mellifera’nin 4
ana kola ayrilmis olan 29 alt tiirii veya irkinin bulundugunu gostermektedir (Ruttner, 1988;

Engel, 1999; Franck vd., 2001; Sheppard ve Meixner, 2003; Miguel vd., 2011).
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Anadolu cografyasinda ise birbirinden farkli irklarin ytiksek morfolojik farklilik
gostererek evrimlestigi ve bolgenin bu irklarin genetik merkezi oldugu ileri siiriilmiis
(Ruttner, 1988); daha sonra bu gorlis genetik (allozim varyasyonlari, mtDNA ve tim
genom dizilemesi ile SNP analizi) ve morfometrik ¢aligmalarla desteklenmistir (Kandemir
ve Kence, 1995; Kandemir vd., 2000; Kandemir vd., 2006; Han vd., 2012; Wallberg vd.,
2014). Tirkiye’yi icine alan bu bolgede dogu Karadeniz kiyisi boyunca 4. m. caucasia,
Trakya bolgesinde 4. m. carnica, gineydoguda A. m. meda, giiney simirinda A. m. syriaca
olmak {izere geri kalan tiim bolgelerde A. m. anatoliaca 1rklan gesitli ekotipleri ile yayilis
gostermektedir (Sekil 2.3.) (Ruttner, 1988; Smith vd., 1997; Guler, 2010; Tozkar vd.,
2015).
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Sekil 2.3. Anadolu’da yayilis gosteren bal aris1 irklarinin dagilimi (Ruttner, 1988).

2.3.1.1. Apis mellifera anatoliaca

Anadolu bal aris1 olarak da isimlendirilen Apis mellifera anatoliaca, Tiirkiye nin
kuzeydogu ve giineydogusu disinda kalan Orta Anadolu bolgesinde yayilis gostermektedir.
Orta Anadolu bolgesinde Eskisehir’den Sivas’a, Cankiri’dan Nigde ve Nevsehir’e kadar
olan bolge igerisinde dagilim gdsteren Anadolu arisi, Orta Anadolu’nun yani sira Ege,
Akdeniz boyunca ve Karadeniz bolgesinin biiylik bir boliimiinde de bulunmaktadir (Koca
ve Kandemir, 2013; Fuchs vd., 2015). Bunun yani sira, Anadolu arisinin yayilis gosterdigi

cografyadaki varyasyonlar sebebiyle bal verimi, morfolojik, fizyolojik ve davranig
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ozellikleri agisindan birbirinden farkli ekotipleri (Mugla ve Orta Anadolu ekotipleri)
bulunmaktadir (Sirali, 2017).

Tiirkiye’de son 20-30 yillik bir aricilik uygulamasi olarak, Akdeniz ve Ege
bolgelerinde kislatilan koloniler, yaz ve sonbahar aylarinda Orta ve Dogu Anadolu’ya
tasinarak gezici aricilik yapilmaktadir (Ozkirrm, 2018). Bu uygulamalarin Tiirkiye
cografyasinda yayilis gdsteren irklar arasindaki gen akisini tesvik edebilecegi ve Anadolu
bal aris1 gen havuzunun homojenlesmesine sebep olabilecegi diistiniilmektedir (Kandemir
vd., 2000). Ticari kaygilarla gergeklestirilen bazi aricilik uygulamalarinin da genetik
kirlenmeye sebep olabilecegi diisiiniilmekte, iilkemiz balaris1 irk ve ekotip gesitliliginin
korunmasi gerekliliginin hem giiniimiiz hem gelecek i¢in 6énemi vurgulanmaktadir (Kence,

2006).

2.3.2. Bal arilarinda koloni savunmasi

Bal aris1 (Apis mellifera) Ososyal, gercek sosyal yasam siiren, bir bocektir.
Topluluklarinin merkezinde; kralige (iireme 6zelligi gosteren tek disi), damizliklar (geng
is¢i arilarin bakimini yaptigi), toplayict is¢i arilar tarafindan toplanan nektardan iiretilen
bal, polen depolari ve ayrica ilk siirii koloni yuvasina tagindiginda yapilan balmumu
taraklar1 olmak tiizere koloninin tiim kaynaklarini i¢eren yuva bulunmaktadir. Bu nedenle,
bu yuvay1 ve ondan ¢ikan ana yemleme yollarini savunmak tiir i¢in ¢ok dnemlidir. Ayni
zamanda, koloninin tiim is giiclinii tiiketmeden, binlerce arinin, potansiyel bir tehdit
karsisinda etkin bir cevap verebilmek icin eylemlerini koordine etmesi gerekmektedir

(Nouvian vd., 2016).

Bal aris1 kolonileri, her bireyin farkli yaslarda farkli gorevleri iistlendigi, gecici
sosyal smiflar seklinde organize olmaktadir. Muhafizlar (guard bee) ve askerler (soldier,
stinger) olmak iizere yuvay1 savunan iki ar1 popiilasyonu vardir. Diger 6sosyal boceklerin
aksine ilging olarak bal arilarinda savunma gorevini yapan bu iki ar1 popiilasyonunu diger
arilardan morfolojik olarak ayirmak miimkiin degildir. Yuva savunmasi davranisi arilarda
ozellikle yiyecek arayisi (foraging) olmak iizere diger gorevlerle cakigsmakta, bu sebeple

savunma igini gerceklestiren bireyler sik sik degismektedir (Nouvian, vd., 2016).
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Savunma genellikle kovan i¢i gorevlerden yiyecek arama gorevine gegis
asamasinda olan, 2-3 haftalik arilar ile gerceklestirilmekte ve sayilari is¢i popiilasyonunun
sadece %10-15’ini olusturmaktadir. Muhafiz arilar, bir uyar1 olmadig1 zaman, 6n ayaklari
havada ve antenleri ileri gosterecek sekilde karakteristik bir durus sergilerken,
uyarildiklarinda alt ¢eneleri acik ve kanatlari acik bir sekilde herhangi bir yabancinin
iizerine u¢gmaya hazir bir sekilde kovan girisinde beklerler. Muhafiz arilar, kovana gelen
arilarin kendi kovanlarina mi ait oldugunu kontrol etmek ve koloniyi bir predator varligina
kars1 uyarmaktir. Koloni girisindeki muhafiz arilarin sayisi, o sirada kovanin verdigi
savunma cevabinin siddetine gore degisir. Ancak bu arilarin ¢ok az bir kismi sokma
cevabina katilir. Dolayistyla bu arilarin gorevi genel olarak tehdidin algilanmasi ve
kovanin uyarilmasidir. Asker arilar olarak isimlendirilen diger popiilasyon ise, genellikle
kovani tehdit eden unsuru rahatsiz etmekte gorevlidir. Kanatlarindaki aginma digerleriyle
kiyaslandiginda ¢ok az oldugundan, bu arilarin daha ¢ok kovan iginde vakit gecirdigi
diistiniilmektedir. Ancak herhangi bir tehdit s6z konusu oldugunda hizlica kovan girisinde
lokalize olmaktadirlar. Bununla birlikte sokmaya yatkinlik genetik faktorler ve yas ile

belirlenmektedir (Nouvian, vd., 2016).

Kovan, kovana ait olmayan diger bal arilarina, oportiinisttik karincalara, Varroa
destructor, balmumu giivesi, kovan bdcegi gibi parazitik boceklere ve predatorleri olan
esek arilarina, kus, fare, rakun, ayr ve insan gibi daha biiylik predatorlere karsi
korunmaktadir. Boécek diigmanlarinin sert kiitikula tabakasi sebebiyle genellikle sokarak
degil farkli tiirde gelistirdikleri davranislarla kovani savunmaktadirlar. Diger biiyiik
predatorlere karst kovan savunmasinda muhafiz arilar ilk savunma hattini
olusturmaktadirlar. Kovan yakinindaki olasi tehditleri fark etmek i¢in ugarlar ve genellikle
koyu renkler, hizli hareketler, memeli kokular1 ve piiriizlii dokular tarafindan tetiklenirler.
Mubhafiz arilar, biiyiik predatorlere karsi savunmada tek baslarina yeterli olmadiklarindan
predatorle karsilastiklarinda bir kistm muhafiz ar1 direk tehdit iizerine ucarken, diger kismi
ignesini ¢ikarip, abdomenini kaldirip, alarm feromonlarim1 yaymak iizere kovan iginde
kanat ¢irpmaya baglar ve kolonideki diger arilari savunmaya ¢agirir. Savunma gorevine
katilan diger is¢i arilar etraftaki potansiyel tehditi aramaya baslarlar. Hareketten ve diger
arilarin hedef iizerinde biraktiklar1 feromondan direk olarak uyarilarak harekete gegerler.
Cogunun verdigi ilk tepki sokmak olmayip, etrafinda ucup rahatsiz edici bir ses ¢ikaracak

sekilde kanat cirparak predatdrii tehdit etmektir (Nouvian, vd., 2016).
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Memeli dokusu elastik oldugu i¢in, sokma esnasinda, sokma aparati (venom
kesesini igerir) (Sekil 2.4.) ve iliskili kas grubu igne lizerindeki dikenli lansetler ve
abdomenin diger kismiyla olan zayif baglantis1 sebebiyle yara iizerinde kalirken arinin
kendisi ayrilir. Bu, yaraya enjekte edilen venom miktarini artirarak tek bir sokmanin ¢ok
sayida enjeksiyona es deger olmasimi saglamaktadir. Sakatlanan armmin Oliimiiyle
sonuglanan bu fenomene ototomi denir ve lireme yetenegi olmayan tek bir is¢i ar1 kaybinin
tiirlin lireme basaris1 agisindan etkisiz oldugu Ososyal bocekler arasinda goriilmektedir.
Bununla birlikte, yaygin inanigin aksine, sokma aparatini kaybeden ar1 hemen degil 18-114
saat sonra Olmekte ve bu siire icinde kovan savunmasina takip ederek ve rahatsizlik

vererek katkida bulunmaktadir.

Oblong plaka
Triangular plaka

Quadrae plaka

Sekil 2.4. Bal arisinin sokma aparati. A) Venom aparatinin olustugu 3 fonksiyonel boliim; venom
ile iligkili kisim, motor kismi, delici kisim, sirastyla 1,2,3 olarak sekil iizerinde gosterilmistir. B)
Igne ucundaki dikenler, sokma aparatini deriye sabitler ve geri ¢ikmasina izin vermez. (Pucca vd.,
2019)

Ortalama olarak bir armin sokmasi ile 140 — 150 pug venom enjekte edilmektedir. Insan
icin bal ar1s1 venomunun medyan lethal dozu (LDso) 2,8 — 3,5 mg venom/kg oldugu i¢in
alerjisi olmayan ortalama agirlikta bir insanin 1.000 — 1.500 ar1 tarafindan ayni anda
sokulmasi ile %50 6lme sansinin oldugu sdylenebilmektedir (Pucca, vd., 2019). Ancak
yine de sokmanin siddeti yas, viicut agirligi, sokma sayisi ve kurbanin fizyolojik

karakteristiklerine bagli olarak degisebilmektedir (Toledo vd., 2018).
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2.3.3. Bal aris1 venomu

Bal arisinin abdominal kavitesinde bulunan venom bezinde iiretilen, predatorlerine
kars1t bir savunma araci olarak kullanilan ar1 venomu veya apitoksin, 4,5 — 5,5 pH
degerinde, kokusuz, seffaf bir sividir. Pek c¢ok biyolojik aktivitesi rapor edilmis
bilesenlerin kompleks bir karigimidir. Bilesiminde amino asitler (amino-biitirik asit, a-
amino asitler), peptidler (melittin, apamin, adolapin, mast hiicresi degraniile edici peptid,
secapin, procamin, proteaz inhibitdr peptid, tertiapin, ve diger kiiciik peptidler), proteinler,
enzimler (fosfolipaz A2, hyaluronidaz, fosfomonoesteraz, lizofosfolipaz, a-glukozidaz),
sekerler (glukoz, friikktoz), fizyolojik olarak aktif aminler (histamin, dopamin,
noradrenalin), ugucu bilesenler, fosfolipidler ve feromonlar bulunan bu kompleks kargimin

%380’1 sudan olusmaktadir (Moreno ve Giralt, 2015; Sobral vd., 2016).

2014 yilina kadar 30 adet venom bileseni tanimlanmis ve bunlardan 16’s1 kiitle
spektrometresi ile dogrulanmis olsa da LC-FT-IR kiitle spektrometresi analizi ile
gerceklestirilen g¢alismada 83’1 daha Once ar1 venomunda hi¢ tanimlanmamis 102 adet
protein ve peptidin varlig1 gosterilmistir (Van Vaerenbergh vd., 2014). Ar1 venomunda en

cok bulunan bilesenler ve bunlarin bulunma yiizdeleri Cizelge 2.2.”de verilmistir.

Ar1 venomunda en ¢ok bulunan iki bilesen melittin ve fosfolipaz A2 (PLA2)’dir.
Kuru venom agirliginin %40 — 60’11 olusturan melittin peptidi, ar1 venomu igeriginde en
cok bulunan bilesendir. Ayn1 zamanda bugiine kadar melittinin pek ¢ok biyolojik aktivitesi
belirtilmis, 6nemli klinik ve terapotik etkileri gosterilmistir. Ancak diger yandan ar
venomu icerigindeki en toksik bilesen olarak da degerlendirilmektedir (Raghuraman ve

Chattopadhyay, 2007).

Ar1 venom igeriginde en ¢ok bulunan ikinci bilesen, kuru agirligin yaklasik %10 —
12’sini olusturan PLA2 enzimidir. Bu enzim, alerjik hastalarin %57 — 97’sinde alerjik
duyarlilik yaratan venom bilesimindeki en alerjen faktordiir. Ar1 venomundaki diger
bilesenlerin bulunma yiizdesi ¢ok diisiik olmasina ragmen 6nemli biyolojik aktiviteleri

bulunmaktadir.
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Cizelge 2.2. Ar1 venomunda en ¢ok bulunan bilesenler ve venomda agirlik¢a bulunma yiizdeleri

(Aufschnaiter vd., 2020).

Kuru venomda agirlik¢a

Molekiil sinifi Apitoksin bileseni
bulunma yiizdesi (%)
Melittin 40 - 60
Apamin 1-3
MCD peptid 1-3
Adolapin 0,1-1
Kiigiik protein ve peptidler Tertiapin !
Cardiopep 0,7
Procamine A, B 1-2
Secapine 0,5-2
Minimine 2-3
Pamine 1-3
Fosfolipaz A2 10-12
Fosfolipaz B 1
Asit fosfomonoesteraz 1
Enzimler
Hyaluronidaz 1-3
Lizofosfolipaz 1
a-Glukozidaz 0,6
Histamin 0,5-2
Aminler Dopamin 0,13-1
Noradrenalin 0,1-0,7
Sekerler Glukoz, fruktoz 2-4
Mineraller Fosfat, kalsiyum, magnezyum 3-4

Bunlardan 18 a.a. uzunlugundaki apamin, Ca*? ile aktive edilmis K kanallarini

bloke eden norotoksik bir peptittir (Mourre vd., 1997). 22 a.a. uzunlugundaki mast hiicresi

degraniile edici (MCD) peptid kuru agirligin %1 — 3’ilinii olusturmakta ve gii¢lii anti-

enflamatuar etkiler gostermektedir (Banks vd., 1990). Secapin peptidinin anti-fibrinolitik,

anti-elastolitik ve anti-mikrobiyal 6zellikleri bulunmaktadir (Lee vd., 2016). Adolapin,

anti-enflamatuar ve analjezik etkileri bulunan bir polipeptittir (Shkenderov ve Koburova,

1982). Venom igerigindeki hyaluronidaz ise ekstraseliiler matriks bilesimindeki hyaluronik
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asiti degrade ederek diger bilesenlerin kan dolagimina niifuz etmesini saglamakta, bdylece

bir “yayilma faktorii” gorevi iistlenmektedir. (Markovi¢-Housley vd., 2000).

2.3.4. Bal aris1 venomunun terapotik ozellikleri

Ar1 venomu terapisi veya apiterapi, hastaliklarin tedavisi i¢in viicuda ar1 venomu
uygulamasi olarak geleneksel Dogu tibbinda M.O. 1000 — 3000°den bu yana kronik agri,
artrit ve romatizma gibi enflamatuar hastaliklar ve bazi deri hastaliklarinin tedavisi
amactyla kullanilmaktadir (Son vd., 2007; Zhang vd., 2018). Nitekim siklikla arilar
tarafindan sokulan aricilarin, ¢ok nadiren artrit veya eklem kas hastaliklarindan muzdarip

olmalar1 da ar1 venom terapisini destekleyen bir bulgu olmustur (Bellik, 2015).

Tamamlayic1 ve alternatif tip yaklasimi olarak, dogrudan ar1 sokma aparatinin kasa
uygulanmasi, ekstrakte edilen venomun viicuda enjeksiyonu veya ar1 venomu akupunkturu
seklinde uygulanmaktadir. Akupunktur yonteminde ar1 venomu, canli ar1 veya
enjeksiyonla akupunktur noktalarina uygulanmaktadir. Bu yontemin hem akupunktur
noktalarinin mekanik uyarimi hem de venom igerigindeki biyolojik olarak aktif

molekiillerin etkisi sebebiyle daha etkili oldugu diistintilmektedir (Zhang, vd., 2018).

Giderek artan sayida kanit, ar1 venom terapisinin anti-enflamatuar, anti-apoptotik,
anti-fibroz, anti-artroskleroz etkilere sahip oldugunu gostermis ve mekanizmalar1 detaylica
incelenmistir (Son, vd., 2007; Sobral, vd., 2016; Zhang, vd., 2018). Son yillarda,
amiyotrofik lateral skleroz (ALS), multipl skleroz (MS) ve Parkinson hastaligi gibi
norodejeneratif hastaliklarin ve dolagim bozukluklarinin tedavisinde etkili olabilecegini
oneren caligmalar yaymlanmigtir (Zhang, vd., 2018). Bunun yaninda anti-fungal, anti-
mikrobiyal, anti-viral (Bellik, 2015; Wehbe vd., 2019), radyoprotektif (Gajski ve Garaj-
Vrhovac, 2009) etkileri de gosterilmistir. Art venomunun diger terapdtik Ozelliklerine
oldugu gibi anti-kanser Ozellikleri de son yillarda ilgi odagi olmus ve yaygin olarak

calisilmistir (Orsoli¢, 2012).
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2.3.4.1. Bal aris1 venomu ve melittinin anti-kanser ozellikleri

Bugiine kadar elde edilen ¢ok sayida bulgu ar1 venomunun, hepatoseliiler karsinom
(Hu vd., 2006), servikal karsinom (Ip vd., 2008b; Kim vd., 2020), melanoma (Liu vd.,
2002; Tu vd., 2008), prostat (Park vd., 2011), akciger (Jang vd., 2003; Choi vd., 2014;
Kollipara vd., 2014), kolon (Zheng vd., 2015), meme (Orsoli¢ vd., 2003; Ip vd., 2008a),
ovaryum (Jo vd., 2012), mesane kanseri (Jo, vd., 2012) ve 16semi (Moon vd., 2006) dahil
olmak {izere pek ¢ok farkli insan kanser hiicre hatti iizerinde ilgi ¢ekici anti-kanser etkileri
oldugunu gostermektedir. Yapilan ¢alismalar ar1 venomunun anti-kanser etkisinin apoptoz,
nekroz, sitotoksisite ve proliferasyonun inhibisyonu gibi mekanizmalar araciligi ile
oldugunu gostermistir. In vitro caligmalarin yani sira in vivo ¢aligmalar ile de solid
tiimorlerin biiylimesi ve metastazinin inhibe edildigi gosterilmistir (Liu, vd., 2002; OrSoli¢,
vd., 2003; Huh vd., 2010). Genel olarak, ar1 venomu kanser tedavisi i¢in umut verici bir
kaynak olarak goriilmektedir. Bununla birlikte ar1 venomunun anti-kanser etkinligi biiyiik
ihtimalle melittinin sinerjik etkisinden kaynaklandigindan, bu anti-kanser peptid ham ar1

venomu yerine daha iyi bir segcenek olarak goriilmektedir (Orsoli¢, 2012).

Melittin, 26 a.a. uzunlugunda, suda ¢o6ziinebilen, lineer, katyonik ve amfifilik bir
peptittir. N-terminal bolgesi 4 pozitif yiik icerdiginden hidrofobik, C-terminal bdlgesi 2
pozitif yiik igerdiginden hidrofilik olup fizyolojik pH’da toplamda 6 pozitif yiik ile
yiiklidiir. Kapali kimyasal formiilii Ci31H228N33032 olan melittinin molekiiler agirligi
2847,5 Da’dur (Habermann, 1972). Yapilan g¢alismalar melittinin tiim prokaryotik ve
Okaryotik hiicre zarlarini se¢ici olmayan bir sekilde fiziksel ve kimyasal olarak hasara
ugratacak sekilde etki gdsteren bir sitolitik peptid oldugunu gostermistir. Negatif yiikli
hiicre membrani yiizeyine baglanarak, fosfolipid tabakada por olusumuna ve sonucta hiicre
lizisine sebep olmaktadir. Kanser hiicrelerinin membran potansiyelinin normal hiicrelere
kiyasla daha yiiksek olmasi ve por olusumuna karsi diren¢ olusturma olasiliginin diisiik
olmas1 sebebiyle, melittin, anti-kanser uygulamalar icin ilgi ¢ekici bir alternatif olarak
goriilmistiir (Schweizer, 2009). Bunun yaninda melittinin sadece hiicre zar1 hasarina sebep
olmadigi, endositoz yoluyla sitoplazmaya alindig1 ve cesitli hiicre ici hedefleri etkiledigi

bildirilmistir (Kohno vd., 2014).
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Cok sayida ¢aligma, artmus hiicre i¢i Ca*? konsantrasyonu, oliim reseptorleri (DR)
ekspresyonunda artig, mitokondri-aracili apoptoz yolagimin ve IRE-a (inozitol-gerektiren
kinaz- a)-aracili katlanmamis protein cevab1 (UPR) yolaginin aktivasyonu, NF-kB ve Akt
sinyal yolaklarmmin inaktivasyonunun melittin ile indiiklenen apoptoza eslik eden
mekanizmalar oldugunu gostermistir (Chu vd., 2007; Moon vd., 2008; Wang vd., 2009;
Fan vd., 2014; Kong vd., 2016). Aynm1 zamanda melittinin Racl, ERK, JNK down-
reglilasyonu, MMP-9 ekspresyonu inhibisyonu, PI3K/Akt/mTOR yolagi inhibisyonu gibi
cesitli mekanizmalarla invazyon ve metastaz lizerinde potansiyel olarak etkili oldugu
gosterilmistir (Liu vd., 2008; Jeong vd., 2012; Jeong vd., 2014). Bunun yaninda melittinin
timorlerde VEGF ekspresyonunu inhibe ederek potansiyel bir anti-anjiyojenik etkiye
sebep oldugu gosterilmistir (Huh vd., 2012; Shin vd., 2013; Zhang vd., 2016). Tim
bunlarin yaninda melittinin kanser hiicrelerinin biiylimesini, hiicre dongiisti ilerleyisini
farkl evrelerde durdurarak engelledigi de literatiirde rapor edilmistir (Zhang vd., 2014; Wu
vd., 2015; Tipgomut vd., 2018).

Birden ¢ok in vitro ve in vivo ¢alisma melittinin proliferasyon, apoptoz, metastaz,
anjiyogenez ve hiicre dongiisii gibi kanser hiicrelerinin hiicresel fonksiyonlar1 iizerinde
cesitli etkileri oldugunu gostermistir. Kanser tipine bagli olarak bu siireclerin
diizenlenmesinde ¢esitli sinyal yolaklari, genler ve molekiiller aktive olmus veya modiile
edilmigtir. Sonu¢ olarak, melittinin anti-kanser etkisini ¢esitli kanser hiicresi 6liim
mekanizmalar1 araciligiyla gostermesi sebebiyle terapdtik bir peptid olarak faydali

olabilecegi diisliniilmektedir (Liu vd., 2016).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Tez calismasi kapsaminda kullanilan materyal ve yontemler bu boliim kapsaminda

ayrintili olarak agiklanmustir.

3.1. Ham Venom Eldesi

Tez caligmasi siiresince kullanilan ham venom, daha 6nce genetik yapis1 Wallberg
vd. (2014) tarafindan detayli olarak c¢alisilmis olan ve Orta Anadolu Arisini (4.m.
anatoliaca) Belirleme, Koruma ve Yayginlastirma Projesi (TAGEM/12/AR-GE/15)
kapsaminda ANG Vakfi ve Macahel A.S. isbirligi ile belirlenmis ve izole edilmis olan Apis
mellifera anatoliaca ki bal arilarindan elde edilmistir. Ham venom, ANG Vakfi Orta
Anadolu Ana Ar Uretim Tesisi Ariligi, Ankara’da (40°14'11.5"N 32°41'10.3"E izole
olarak bulunan Apis mellifera anatoliaca bal arillarinin saf damizlik erkek kolonilerinden
ve ANG Vakfi Orta Anadolu Arilig1, Ankara’da (40°18'06.1"N 32°24'35.3"E) bulunan bal
yapan kolonilerden elektriksel stimiilasyon yoluyla sagilarak elde edilmistir. Sagimdan
sonra elde edilen ham venom Eskisehir Osmangazi Universitesi Venom Arastirma
Laboratuvari’na tagindiktan sonra, icerigindeki protein ve peptidler elde edilmis ve ileri

caligmalar i¢in depolanmustir.

3.1.1. Arilardan ham venom eldesi

Ham venom eldesi, arilarin aktif olarak ugus yaptig1 temmuz ve agustos aylarinda
gerceklestirilmistir. Arilardan ham venom eldesinde Benton vd. (1963) tarafindan onerilen
elektriksel stimiilasyonla sagma yontemi, lizerinde ufak modifikasyonlar yapilarak takip
edilmis ve tez ¢alismasi1 kapsaminda bir venom toplama aparati tasarlanmistir. Sagim
sirasinda standart bir ar1 kovanmin Olgiilerine gore tasarlanan venom toplama aparati,
kovan ucus tahtasina yerlestirilmistir. Venom toplama tablasi ilizerine alternatif olarak
yerlestirilmis olan paslanmaz ¢elik tellerden, devre 2 saniyelik araliklarla 2 saniye boyunca
durdurulacak sekilde (2sn/2sn), 1 saat siireyle 12 V akim gecirilmistir. Bu sirada tellerin
iizerine konan arilar ile devre tamamlanmis, kisa bir siire elektrik ile uyarilmis ve tellerin

altinda bulunan cam hazne iizerine bir miktar venom birakmstir. islem sonunda, venom
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toplama aparatinin cam haznesi ¢ikarilmis ve ilizerinde beyaz kristaller halinde kurumus
olan venom, yiizeyden bir jilet yardimi ile kazinarak mikrosantrifiij tiip i¢inde toplanmustir.
Tiipler -20°C'de saklanana kadar laboratuvara buz iizerinde transfer edilmistir. Sagilacak
her bir kovan i¢in cihaz %70 etil alkol ve saf su ile temizlendikten sonra bu islemler tekrar
edilmistir. Venom bezindeki venomun yenilenebilmesi i¢in her kovan minimum 48 saat

araliklarla isleme alinmigtir (Owen, 1978).

3.1.2. Peptid karisimi eldesi, miktar tayini ve saklanmasi

Calismalarda kullanilmak iizere stoklardan alinan ham bal aris1 venom ornekleri,
distile su i¢inde ¢oziildiikten sonra 15 dakika siiresince 4 °C'de 14000 rpm'de santrifiij
edilmistir (Hettich, Micro 200R). Santrifiij sonrasinda peptid bilesenleri igeren silipernatant
alinarak vakum konsantratdrde kurutulmus (Labconco, Centri Vap Concentrator) ve ileriki

caligmalarda kullanilincaya kadar -20°C'de saklanmistir (Caliskan vd., 2006).

HPLC aymrim ¢aligmalarinda cihaza yiiklenecek miktarlar hassas terazide
(SHIMADZU AU X 220) ham venom stogundan tartim yolu ile elde edilmistir. Ancak
HPLC ile ayrim sonrasi terazi ile belirlenemeyecek kadar kiiclik miktarlarda olan peptid
miktarinin belirlenmesinde ultraviole absorbsiyon metodu kullanilacak olup, proteinlerin
280 nm 'de 1 mm'lik dalga yoluna sahip kuartz yol icerisinde 1 absorbans iinitesinin 1
mg/cm™e esit oldugu kabul edilerek spektrofotometrik olarak (Nanodrop 2000, Thermo
Scientific) veya HPLC kromatograminda elde edilen pik alanlar1 hesaplanarak, caligmalar

icin gerekli peptid miktarlarin dlgiimleri gergeklestirilmistir.
3.2. Peptid Karisimmnin Kromatografik Yontemlerle Fraksiyonlarina Ayrilmasi
Elde edilen peptid karisimi iceriginde bulunan peptidler, Yiiksek Performansli Sivi

Kromatografisi (HPLC) ile, kullanilan ayristirma mekanizmasina bagl olarak, fraksiyonlar

halinde elde edilmistir.



31

3.2.1. Ters-faz HPLC

Ham venomdan elde edilen peptid karisimi, birincil ayrim i¢in, 0-60%B ters faz
gradient metodu kullanilarak, hareketli fazin akis hiz1 1ml/dk olacak sekilde ve 60 dakika
siiresince 230 nm'de absorbans izlenerek fraksiyonlarma ayrilmistir. Bunun icin ESOGU
Venom Arastirma Laboratuvari’nda bulunan SPD-M20A DAD (Shimadzu) HPLC cihazi
ve 250 mm uzunlugunda 5 pm partikiil biiyiikligii ve 4.6 mm ¢apinda analitik bir C18
kolon kullanilmistir (GL Sciences).

Ters faz ayrimlarda; hareketli faz dogrusal gradient olarak uygulanmisg, hareketli
faz olarak A ve B ile tanimlanan iki farkli ¢ozelti kullanilmistir. Tampon A ¢ozeltisi;
%0.12 (v/v) derisimli trifloroasetik asitin (TFA) sudaki c¢ozeltisi, Tampon B ¢ozeltisi;

%0.10 (v/v) derisimli trifloroasetik asitin asetonitril igindeki ¢ozeltisi olarak kullanilmistir.

HPLC kolonuna her ayirma islemi dncesinde 1-1.5 mg kuru peptid karigimi hassas
terazide tartilip Tampon A i¢inde ¢oziilerek yiiklenmistir. HPLC ile kromatografik ayirma
islemi sonrasi alitkonma siirelerine (retention time, Rt) gore elde edilen peptid fraksiyonlar,
her bir fraksiyon ayr tiiplerde olmak iizere, kolondan geri toplanmistir. Ham venomun her
bir kromatografik ayrimi sonrast vakum konsantratorde kurutulan fraksiyonlar, protein

miktar tayinine kadar -20°C’de saklanmistir (Caliskan vd., 2012).

3.2.2. Iyon-degisim Kromatografisi

Ters-faz kromatografik mekanizma ile elde edilen fraksiyonun ileri saflastiriimasi
amaciyla iyon-degisim kromatografisi gergeklestirilmistir. Bu amagla ilk olarak 10-50% B
gradient ayrim metoduyla 40 dakika boyunca 1,5ml/dk akis hiziyla katyon degisim
kromatografisi yapilmistir. Etkin fraksiyondan alinan 0,5mg, 7.5 x 75mm boyutlarindaki
TSKgel SP-5PW (Tosoh Bioscience) kolonuna yiiklenmis ve 280 nm’de absorbans
izlenerek kromatografik ayirma islemi gergeklestirilmistir. Iyon (katyon) degisim
kromatografide, ¢oziicii A olarak 1 M asetik asit, ¢coziiclii B olarak 2 M amonyum asetat

kullanilmistir (Caliskan, vd., 2012).
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Iyon degisim kromatografisinden kaynaklanan tuzlarin uzaklastiriimast igin, etken
peptid 0-0-60%B gradient ayrim metoduyla yeniden ters faz sivi kromatografisi ile
saflagtirilmistir. Bunun i¢in C18 ters-faz analitik kolon kullanilmis ve hareketli fazin akis
hiz1 dakikada 1 ml olacak sekilde 70 dakika siiresince 230 ve 280 nm'de absorbans
izlenerek ayrim gerceklestirilmistir. ilk 10 dakika sadece Tampon A ¢ozeltisi kullanilarak,
iyon-degisim kromatografisinden kalan amonyum asetat tuzunun peptitten ayrimi

gerceklestirilmistir (Caliskan, vd., 2012).

3.3. Peptid Karisimi ve Major Fraksiyonlarin Elektroforetik Profilinin Belirlenmesi

Proteinlerin tek boyutlu jel elektroforezi, kompleks protein/ peptid karisimlarinin
safligiin arastirilmasi, bilesiminde bulunan protein ve peptidlerin molekiil agirliklarinin
ve alt {lnitelerinin belirlenmesi amaciyla kullanilan analitik bir yontemdir. Genellikle
elektroforetik yontemler, ham bir protein karigimindan belirli bir proteinin saflagtirilmasi
amaciyla konvansiyonel kolon kromatografisi veya HPLC ydntemlerinin ardindan

uygulanmaktadir.

Tez ¢aligmasi kapsaminda, denatiire edici sodyum dodesil siilfat poliakrialamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE), ham venomdan elde edilen peptid karigimimnin bilesiminin
belirlenmesi ve HPLC ile elde edilen major fraksiyonlarin safligimin kontrol edilmesi

amaciyla asagida detaylar1 agiklandig sekilde gergeklestirilmistir.

3.3.1. Denatiire edici poliakrilamid jel elektroforezi

SDS-PAGE yontemi, ilk defa Laemmli tarafindan Onerilmis olan sistem olup
(Laemmli, 1970), basit, esnek ve saglam bir teknik olarak giiniimiizde de protein/peptid

karigimlarinin ayrilmasi amaciyla en birincil arag olarak kullanilmaktadir.

Poliakrilamid jel, cam levhalar arasinda, bir ayirma jeli ile iizerine yerlestirilmis bir
yikleme jeli olmak iizere iki ayr1 jel olarak hazirlanmistir. Ayirma jeli, %12
akrilamid/bisakrilamid karisimi, %0,1 SDS, 0,375 M Tris (pH: 8.8), %0,1 APS ve %0,04
TEMED ile hazirlanmis ve cam levhalar arasinda polimerizasyonu saglanmistir. Ardindan,

yiikleme jeli, %5 akrilamid/bisakrilamid karisimi, %0,1 SDS, 0,127 M Tris (pH: 6.8),
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%0,1 APS ve %0,1 TEMED ile hazirlanmistir. Cam levhalar arasindaki ayirma jeli tizerine
dokiilerek polimerizasyonu saglanmustir. Ornekler yiiklenmeden 6nce jel, 0,025M Tris,
0,25 M glisin ve %2 SDS ile hazirlanmis olan 1X yiiriitme tamponu i¢ine alinmustir.
Ornekler jele yiiklenmeden 6nce, 100mM Tris, %4 SDS, %0,04 bromofenol mavisi, %20
gliserol ve 200 mM DTT igeren 2X 6rnek yiikleme tamponu (pH: 6,8) ile hazirlandiktan
sonra 3 dakika siireyle kaynayan suda inkiibe edilmistir. Orneklerle birlikte protein marker
(Protein Marker, Broad Range, 2-212 kDa, NEB P7702) da iireticisinin onerdigi sekilde
jele yiiklenmistir. Ornekler yiikleme jelinden ayirma jeline gegene kadar 80 V ile, ayirma

jeline gectikten sonra 120V ile oda sicakliginda yiiriitiilmiistiir.

Molekiil agirlign 20 kDa’dan daha kiigiik olan protein ve peptidlerin, tris-glisin
sistemi olarak da adlandirilan geleneksel Laemmli sistemi ile ayrilmast miimkiin
olmamaktadir. Bu boyutlardaki protein ve peptidlerin ayrimi sirasinda, SDS ve kiigiik
proteinlerin jel lizerinde ayn1 hizla go¢ etmesi sebebiyle ¢oziiniirliik ¢ok diismektedir. SDS
ve peptidlerin birbirinden ayrilmasi ve sonug¢ olarak ¢oziliniirliigiin artirilmasi amaciyla
Tris-trisin elektroforez sistemi ile, modifiye edilmis tampon cozeltiler kullanilmaktadir.
Trisin-SDS-PAGE 1-100 kDa biiyiikliigiindeki proteinleri ayirmak icin kullanilmakta olup,
genellikle 20 kDa’dan daha kiiciik proteinlerin, ¢oziiniirligii yiiksek olarak ayrilmasi i¢in

tercih edilen bir elektroforez sistemidir.

Tez caligmasi sirasinda, diisikk molekiiler agirlikli peptidleri iceren fraksiyonlarin
elektroforetik analizi amaciyla klasik Laemmli tris-glisin sisteminin yeterli olmadigi
durumlarda, ¢6ziiniirliigiin artirilmasi amaciyla tris-glisin sistemi kullanilmistir (Schagger,
2006). Ayirma jeli, %10 akrilamid/bisakrilamid karigimi, %0,1 SDS, 1 M Tris (pH: 8,45),
%0,05 APS ve %0,05 TEMED ile hazirlanmis ve cam levhalar arasinda polimerizasyonu
saglanmistir. Ardindan, yiikleme jeli, %4 akrilamid/bisakrilamid karisimi, %0,1 SDS, 1 M
Tris (pH: 8,45), %0,075 APS ve %0,075 TEMED ile hazirlanmstir. Ornekler, %3 SDS,
%1,25 beta-merkaptoetanol, %7,5 gliserol, %0,0125 Coomassie Blue G-250, 150 mM
Tris-HCI (pH: 7,0) iceren 6rnek yilikleme tamponu i¢inde hazirlanmis ve 37°C’de 15
dakika inkiibe edilmistir. 0,1 M Tris-HCI (pH: 8,9) igeren anot tamponu ve 0,1 M Tris, 0,1
M Trisin, %0,1 SDS (pH: 8,25) igeren katot tamponu, dikey jel iinitesinde ilgili bolgelere

doldurulmustur. Daha sonra, katot tamponu i¢indeki jele ornekler yiiklenerek, yiikleme
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jelinden ayirma jeline gecene kadar 50 V ile, ayirma jeline gegtikten sonra 200 V ile oda

sicakliginda yiirtitiilmiigtiir.

3.3.2. Elektroforez sonrasi jelin goriintiilenmesi

Elektroforez isleminin ardindan protein/peptid bantlarinin goriintiilenmesi amaciyla
Coomassie Brilliant Blue R-250 ile jelin boyanmasi islemi gerceklestirilmistir. Bu
yontemde, elektroforez sonrasinda cam plakalar arasindan c¢ikarilan jel sirasiyla; %25
isopropanol, %10 asetik asit, %0.05 Coomassie Brilliant Blue igeren Cozelti A, %25
isopropanol, %10 asetik asit, %0.02 Coomassie Brilliant Blue iceren Cozelti B, %10
isopropanol, %10 asetik asit, %0.002 Coomassie Brilliant Blue iceren Cozelti C iginde
15’er dakika siireyle, oda sicakliginda, orbital calkalayicida inkiibe edilerek boyanmustir.
Boyama sonrasinda jel %5 methanol, %7,5 glacial asetik asit iceren Destain Tamponu
icine alinarak arka plan boyanmasi temizleninceye kadar oda sicakliginda orbital
calkalayicida inkiibe edilmistir. Bu islemlerin ardindan jel %7 glacial asetik asit igeren 2X

Clear Tamponu i¢ine alinarak goriintiilenene kadar saklanmaistir.

3.4. Hiicre Kiiltiirii

3.4.1. insan meme hiicre hatlarinn Kiiltiiri

Tez calismasinda kullanilan hiicre hatlari; insan meme adenokarsinom hiicre
hatlarindan Gstrojen reseptorii pozitif (ER+) olan MCF-7 (ATCC® HTB-22), ti¢lii negatif
olan (ER-, PR-, HER2-) MDA-MB-231 (ATCC® HTB-26) ve saglikli insan meme epitel
hiicre hattt MCF-10A (ATCC® CRL-10317) olup, Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu
(ATCC)’den temin edilmistir. MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre hatlari, yapilacak
uygulamaya gore fenol kirmizisi iceren veya icermeyen, 1 g/l glukoz, 4 mmol/l L-
glutamin, %10 fetal sigir serumu (FBS) ve %1 Penicillin/Streptomycin antibiyotik ¢ozeltisi
iceren DMEM besi yerinde biiyiitiilmiistiir. MCF-10A hiicreleri ise 4 mmol/l L-glutamin,
5% at serumu, 10 pg/ml insiilin, 5 pg/ml hidrokortizon, 20 ng/ml epidermal biiyiime
faktorii (EGF) ve 100 ng/ml kolera toksini iceren DMEM/Nut mix F-12 besi yerinde
bliylitiilmistlir. Tim hiicreler 37°C, %100 nem, %5 CO: kosullarindaki inkiibatorlerde
kiiltiire edilmistir (Fraser vd., 2005).
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Hiicreler kiiltiire alinmis ve gerekli yogunluga ulastiktan sonra hiicre hatlar1 %0,25
(w/v) Tripsin-0.53 mM EDTA ¢ozeltisi ile yiizeyden kaldirilarak ATCC tarafindan

Onerilen oranlarda alt kiiltlire alinmigtir.

3.4.2. Hiicre sayisinin belirlenmesi

Hiicre sayisinin belirlenmesi i¢in derinligi 0,Imm, yiizey alani 0,0025mm? olan
Thoma lami ile mikroskopta hiicre sayimi yontemi kullanilmigtir (Marienfeld-Superior,
Almanya). Kullanmadan 6nce alkolle temizlenmis cam Thoma lami ve lamelinin hafifce
nemlendirilerek uygun bir sekilde birbirine yapigmasi saglanmistir. Flask yiizeyinden
kaldirilarak santrifiij tiipii i¢inde toplanmis hiicre siispansiyonu i¢inden, ¢dkmesine izin
verilmeden 100-200ul alinarak steril bir mikrosantrifiij tiipii icine alimmistir. Orneklenen
hiicre siispansiyonu iizerine 1:1 oranda %0,4 Trypan Blue Cozeltisi (Sigma-Aldrich) ilave
edilerek karistirilmigtir. Yaklasik 1 dakika stireyle oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra
100ul ornek alinarak, Thoma lami ile lameli arasina yavasga pipetlenmistir. Kapiler
hareket ile boyanmis hiicre siispansiyonu alanin tamamin kapladiktan sonra lam, inverted

mikroskop ile 10X biiylitme altinda goriintiilenmistir.

Sekil 3.1.’de gosterilen sayma alani igindeki hiicreler sayilmistir. Olii oldugu igin
Trypan Blue boyasina gegirgen olan hiicreler mavi renk ile boyanmistir ve canli hiicre
sayimina dahil edilmemistir. Thoma lam1 iizerinde bulunan iki adet sayma alani da ayr
ayr1 sayllmig ve ¢ikan sonu¢ ortalamasinin alinmasi amactyla ikiye boliinmiistiir. Sayim
alaninin hacmi 0,1 mm? yani 0,1 pl oldugundan Iml igindeki hiicre sayisinin bulunmasi
amactyla sayim sonucu bulunan sayi 10* ile ve Trypan Blue ile yapilan boyama sonucu

diliisyon faktorii 2 ile carpilmistir.

x10*x2 (3.1)

Canli hiicre sayisi Y [Saylm 1+Sayim 2
ml 7
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Sekil 3.1. Thoma lam iizerindeki sayma alan1

3.4.3. Hiicre bilyiime egrisinin ¢izilmesi

Kullanilan hiicre hatlar1 ile ¢alisilirken, mevcut ¢alisma kosullarindaki biiytime
trendinin ve uygulanacak testler i¢in kullanilacak optimal hiicre konsantrasyonunun
belirlenmesi amaciyla her bir hiicre hatti icin biliylime egrisi ¢izilmistir. Optimal
konsantrasyonun belirlenmesi i¢in mevcut kosullarda en kisa popiilasyon ikilenme
siiresinin se¢ilmesi amaglanmistir. MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1 igin; 0,5, 0,75,
1, 1,25, 1,5, 2x10* hiicre/kuyu ve MCF-10A hiicre hatt1 i¢in 0,5, 1, 1,5 ve 2x10*
hiicre/kuyu olmak iizere farkli yogunluklarda hiicreler 96 kuyulu kiiltiir plakasina 6’sar
tekrarli olmak iizere ekilmistir. Her hiicre hatti i¢in 0, 24, 48, 72, 96 saat zaman
noktalarinda &rneklenmek iizere 5 paralel plaka hazirlanmistir. Orneklenen zaman
noktalarinda hiicre yogunlugunun belirlenmesi amaciyla 3.4.2.°de anlatilan proliferasyon

testi (SRB testi) kullanilmstir.

Spesifik biliylime hizi (k) ml’deki hiicre sayisinin zamana karsi ¢izilen grafiginin
egiminden tanimlanmaktadir. Hiicre popiilasyonunun bir hiicre dongiislinii tamamlayarak
sayica iki katina ¢iktig1 siireyi tanimlayan ikilenme zamani (Td) Denklem 3.2.°ye gore

GraphPad Prism 8 yazilimi ile hesaplanmustir.
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_In(2)

Td (3.2.)

3.4.4. Hiicre hatlarimin saklanmasi

Caligma boyunca alt kiiltiir sayis1 25’1 agmamugtir. Hiicre devamliligini saglamak
lizere ikinci alt kiiltiir sirasinda hiicreler kryo vialler igine yaklagik 1x10° hiicre olacak
sekilde alinmistir. Kanser hiicre hatlar1 %35, saglikli hiicre hatt1 %7,5 (v/v) DMSO/ biiyiime
ortam1 olacak sekilde hazirlanmis ve dis haznesinde izopropanol iceren dondurma kabi
icine alinarak -80°C’de bir gece birakilmistir. Ertesi giin tiipler siv1 azot (~-200°C) igine

alinarak saklanmustir.

Stoklanmis hiicreler tekrar kiiltiire alinirken, dondurulmus hiicre viali alkollenerek
steril kabin icine alinmistir. Stok besi yeri icindeki DMSO’nun hizlica uzaklastirilmasi ve
hiicrelerin 1s1 soku yagamamasi amaciyla vial igerigi, hacminin 5 kat1 kadar soguk medium
iceren santrifiij tiipli i¢ine alinarak santriflij edilmistir. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra

hiicre pelleti 37°C besi yeri i¢inde kiiltiir flaskina alinarak inkiibatore kaldirilmistir.

3.4.5. Saflastirilmis peptidin hiicrelere uygulanmasi

HPLC ile saflastirilmis ve vakum konsantrator ile kurutulmus peptid fraksiyonlar,
hiicrelere uygulamadan once steril distile su i¢inde son konsantrasyonu 1 mg/ml olacak
sekilde ¢Oziilmiistiir. Daha sonra uygun hacimlerde mikrosantrifiij tiiplerine boliinerek
kullanilana kadar -20°C’de saklanmistir. Her bir tiip sadece bir defa ¢oziilmiis ve hemen
kullanilmistir, peptid stabilite ve yapisal bozulmasi {izerinde heniiz nasil bir etki birakacagi

bilinmediginden ikinci bir dondurma-¢dzme islemi yapilmamistir.
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3.5. Hiicre Canhligx ve Proliferasyonu Uzerindeki Etkinin Belirlenmesi

3.5.1. Notral kirmizisi testi

Notral kirmizist (NR) testi, genotoksik olmayan in vitro testlerden biri olarak
sitotoksisitenin degerlendirilmesi amaciyla siklikla kullanilan testlerden biridir. Bu
yontemde kisaca, supravital NR boyasi hiicrelere uygulandiginda canli hiicrelere baglanip,
hiicre i¢ine difiize olup, lizozomlarinda konsantre olmakta ve daha sonra asidik etanol
¢ozeltisiyle ¢oziiniir hale getirilmektedir. Olii hiicrelerde ise boya tutulmamaktadir. Sonug
olarak tutulan boya miktar1 canli hiicre sayisiyla orantili olmaktadir. NR testi; siklikla
kullanilan diger sitotoksisite testlerine gore daha ucuz, hassas ve tetrazolyum tuzlarinin
(MTT, XTT vb.) kullanildig1 testlerde oldugu gibi kararsiz kimyasal kullanimini
gerektirmeyen bir test olup, hiicre 6liimiinii tahmin eden laktat dehidrogenaz (LDH) gibi

testlere kiyasla daha basittir ve daha az ekipman gerektirmektedir.

Ham venomun alikonma zamanlarma (Rr) gore ayrilmig HPLC fraksiyonlarinin
farkli dozlarina kars1 insan meme hiicre hatlarinin her 24 saatte bir verdigi cevap ol¢iilecek
sekilde 48 saat siire iginde verdigi cevaplar belirlenmistir. Bunun i¢in en az ii¢ farklh

fraksiyon dozu (yarim log basamakli) denenmistir.

Flasklarda kiiltiire edilmekte olan hiicreler PBS ile yikanip Tripsin-EDTA ile
ylizeyden kaldirildiktan sonra 1x10* hiicre/kuyu olacak sekilde 96’lik plakalara ekilmistir.
Hiicrelerin yiizeye tutunmasi ve eksponansiyel biiyiime fazina ge¢gmesi i¢in gece boyu (16
saat) inkiibe edilmistir. Ertesi giin, her bir kuyuya, hiicrelerin kendi besi ortami iginde
istenilen konsantrasyonda test edilecek peptid fraksiyonunu igeren “uygulama ¢ozeltileri”
verilmis ve 24 saat inkiibe edilmistir. Uygulama cozeltileri her 24 saatte bir tazelenerek
inkiibasyonuna devam edilmistir. Uygulamanin verildigi zaman noktas1 0. saat olarak
kabul edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda &lgiim almacak her plakanin kuyularinda
bulunan besi ortami uzaklastirnlmigtir. Hiicre tabakasi {izerine, stok ¢ozeltisinden (4
mg/ml) besi ortami ile seyreltilerek hazirlanmis 100 pl NR c¢ozeltisi (40 pg/ml)
uygulanarak 2 saat siireyle CO; inkiibatorde inkiibasyona birakilmistir. Ardindan kuyular
3’er kere PBS ile yikanmis ve 150°ser pl “Destain Cozeltisi” (%50 etanol, %49 deiyonize
su, %1 glasiyal asetik asit) ile 10 dakika siireyle orbital ¢alkalayicida oda sicakliginda
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inkiibe edilmistir. Mikroplaka okuyucu spektrofotometre (BioTek, Epoch 2) ile her bir
kuyunun 540 nm’deki optik dansitesi belirlenmistir. Denklem 3.3.’e gbre doz-cevap
egrileri cizilerek, en yliksek tolere edilen doz (ETD) belirlenmistir. Deney en az 3 farklh

zamanda tekrar edilmistir (Repetto vd., 2008).

Canlilik (%) =100 x —2520(Ornek) 33
A )= X ODc,( (kontrol) (33,

3.5.2. Siilforodamin B testi

Hiicre proliferasyonunun belirlenmesi i¢in Siilforodamin B (SRB) testi
kullanilmistir. Bu test ilk defa biiyiik olgekli anti-kanser ila¢ tarama g¢aligmalarinda ilag
kaynakli sitotoksisite ve hiicre proliferasyonunu 6lgmek amaciyla gelistirilmistir (Skehan
vd., 1990). SRB testi hiicre yogunlugunu hiicresel protein icerigi ile orantili olarak Slgen
bir testtir. Temel olarak; SRB boyasinin, trikloroasetikasit (TCA) ile fikse edilmis hiicre
proteinlerinin bazik rezidiilerine elektrostatik ve pH bagimli bir sekilde baglanmasina ve
bazik kosullarda hiicrelerden ekstrakte edilip 6l¢iim i¢in ¢oziinmesine dayanmaktadir. SRB
testinin sonunda kolorimetrik &l¢lim alinmaktadir. %1-200 yogunluktaki hiicreler igin
hiicre sayist ve hiicresel protein miktarinin dogrusal oldugu SRB testi sonuglariyla

gozlenmistir (Skehan, vd., 1990).

Her bir ham venom fraksiyonu i¢in NR testi sonucuna gore belirlenen ETD’nin
altinda kalmak tizere en az 3 farkli doz belirlenmis ve SRB testi ile proliferasyon tizerinde

etkili olan dozlar belirlenmistir.

Farkli dozlardaki peptid fraksiyonlari ile 0, 24 ve 48 saat inkiibe edilen hiicreler
besi ortam1 uzaklastirildiktan sonra %10 TCA ile 1 saat siireyle 4°C’de fikse edilmistir.
Daha sonra plakalar soguk deiyonize su ile 3 kere yikanarak havada kurutulmustur. Her bir
kuyuya 100 pl %1 asetik asit sulu ¢ozeltisi (v/v) ile hazirlanmis % 0,4 (w/v) SRB ¢ozeltisi
eklenerek 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Baglanmayan SRB %1 asetik asit
ile 3 kez yikanarak uzaklastirilmig, bunu takiben plakalar havada kurutulmustur. 200 pl 10
mM Tris-baz (pH: 10,5) her kuyuya eklenerek, 10 dakika boyunca oda sicakliginda orbital

calkalayicida calkalanmis, boylece baglanmis boya ekstrakte edilerek homojenize edilmis
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ve 510 nm’de absorbans degeri mikroplaka okuyucu spektrofotometrede Olgiilmiistiir

(Vichai ve Kirtikara, 2006).

In vitro sitotoksisiteyi tanimlamak i¢in ¢ogunlukla ICso degeri kullanilmaktadir.
ICso, ilag uygulanmayan kontrol grubuna kiyasla %50 daha az hiicreye sebep olan
konsantrasyon olarak tanimlanmaktadir. Bunun yerine; Ulusal Kanser Enstitiisii (NCI) ilag
tarama programinda, %50 biiylime inhibisyonuna sebep olan doz olarak Glso
tanimlanmistir. Glso baslangictaki (To) hiicre sayisiyla dogrulanmakta ve Denklem 3.4.’de
verildigi gibi hesaplanmaktadir (Shoemaker, 2006).

(T — To)
100x | o=y =50 (3.4.)

T: Belirli bir konsantrasyonda ila¢ uygulandiktan sonra T zamaninda o6lgiilen OD, To:
Uygulamaya baglandiginda -0 zaman noktasinda- 6l¢iilen OD, C: Kontrol grubunun OD
degeri.

Glso test maddesinin biiyiime inhibe edici giiciinii ortaya koyan bir deger iken, total
biliylime inhibisyonu degeri (TGI), test maddesinin sitostatik etkisini ortaya koymakta ve

asagidaki gibi (Denklem 3.5.) hesaplanmaktadir.

100 x (- T) =0 (3.5.)

(€ -Ty)

Denklem 3.6.’da hesaplama yontemi verilen lethal doz (LCso) degeri ise baslangictaki

hiicre popiilasyonunun %50’sini 6ldiiren doz olarak sitotoksik etkiyi vurgulamaktadir.

100 x l—(T; To)

l =-50, T<T, (3.6.)
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Bu yontemle, sitotoksik etkisi belirlenen venom fraksiyonlar1 i¢in belirlenen
ETD’den diisiik olmak iizere araliklar daraltilarak yeni konsantrasyonlar test edilmis (en az
3 nokta) ve Glso, TGI ve LCso degerleri SRB testi sonucunda olusturulan doz-cevap

egrisinden ekstrapolasyon ile hesaplanmstir.

Saglikli meme epitel hiicre hatlarmin kiiltiir ortam1 ¢ok pahali ve bu hiicrelerin
kiiltiiri ¢ok uzun zaman aldig1 i¢in bu testler Oncelikle kanser hiicre hatlar1 ile
gerceklestirilmigtir. Daha sonra bulunan etkili doz araligi saglikli meme epitel hiicre hatti
lizerinde denenmistir. ileriki basamaklarda Glso degerinin altinda, saglikli hiicreye zarar
vermeyen/en az zarar veren ancak kanser hiicre hatlarini maksimum etkileyen dozun

kullanilmasi planlanmustir.

3.6. Hemolitik Aktivitenin Belirlenmesi

Ar1 venomu da dahil olmak tizere pek ¢cok hayvansal venomun hemolitik aktivitesi
oldugu literatiirde sayisiz defa rapor edilmistir. Bu sebeple, biyolojik aktivitesi ileriki
asamalarda test edilecek peptid fraksiyonun hemolitik aktivitesi belirlenmis ve calisilacak
konsantrasyonlarin belirlenen hemolitik dozun altinda kalmasina dikkat edilmistir.
Hemolitik aktivitenin belirlenmesi i¢in direk hemoliz testi uygulanmistir. Goniilld, saglikli
insan dondrden alinan tam kan 5000xg hizda 5 dakika siireyle 4°C’de santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonrasi iistteki plazma fazi1 ve beyaz kan hiicrelerinin olusturdugu orta faz, alttaki
eritrosit (RBC) igeren fazdan ayrilmistir. Saf bir eritrosit siispansiyonu elde etmek
amaciyla alt faz, 20 mM Tris-HCI ve 150 mM NaCl sulu ¢dzeltisi olan TBS tamponu (pH:
7,4) ilave edilerek 15 ml’ye tamamlanmigtir. 5000xg hizda 5 dakika siireyle 4°C’de
santrifiij edilerek siipernatant uzaklastirilmistir. TBS tamponu ile yikama islemi bir kez
daha tekrar edilmistir. Daha sonra 1 ml RBC, 9 ml TBS tamponu ile sulandirilarak
%10’luk bir ¢ozelti hazirlanmistir. Bu ¢6zelti 40 kat daha sulandirilarak 9%0,25°1ik bir stok
RBC ¢ozeltisi olusturulmustur. 120 pul RBC stok ¢ozeltisi, 15 pul TBS tamponu (pH: 7,4) ve
15 ul drnek ¢ozeltisi ile karistirilarak 37°C°de 30 dakika siireyle inkiibe edilmistir. Ornek
cozeltileri test edilecek peptid fraksiyonun 10, 25, 50, 75 ve 100 pg/ml konsantrasyondaki
sulu ¢ozeltileri olarak hazirlanmistir. Ardindan tiipler 1500xg hizda 5 dakika siireyle
4°C’de santrifiij edilerek silipernatant yeni bir tiipe aktarilmistir. 30 pl siipernatant 100 pl
TBS tamponu (pH: 7,4) ile sulandirildiktan sonra 414 nm dalga boyundaki optik dansitesi
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spektrofotometre ile Olciilmiistiir. Negatif kontrol olarak TBS tamponu (%0 hemoliz),
pozitif kontrol olarak %1 Triton X-100 ¢ozeltisi (%100 hemoliz) kullanilmistir. Deney, 3
tekrarlt olarak gerceklestirilmistir. Eritrositlerin %50’sini lizise ugratan doz olarak
tanimlanan hemolitik doz 50 (HCso), OD414 degerlerine karsilik test edilen peptid
fraksiyon dozlar1 ile olusturulan lineer olmayan eksponansiyel egriden ekstrapolasyon

yoluyla hesaplanmistir (Al-Badri vd., 2008).

3.7. Hiicre Hareketliligi Uzerindeki Etkinin Belirlenmesi

Hiicre migrasyonu; her bir hiicrenin, hiicre tabakalar1 ve kiimelerinin bir noktadan
diger noktaya hareketi olarak tanimlanmaktadir. Kanser patolojisinin merkezinde yer alan
stireclerden biridir. Hiicre invazyonu; hiicrelerin ekstraseliiler matrikse (ECM) penetre
olmasin1 saglayan 3-boyutlu migrasyonunu tanimlar ve kanser hiicre metastazi prosesi ile
tipik olarak iliskilidir. Bu is paketinde etkin peptidin (ilgili doz ve siirede) kanser hiicre
hatlar1 metastatik hiicre davranislart lizerindeki islevsel etkisi; lateral motilite testi ve

invazyon testi ile belirlenecektir.

3.7.1. Lateral motilite testi

Yara iyilesmesi testi ¢cok uzun yillardir lateral hiicre hareketinin gosterilmesi igin
kullanilmaktadir. Bu yontemde; in vitro kiiltiir ortaminda konfluent olarak biiyiimiis hiicre
tabakasinda steril pipet ucu ile boydan boya bir yarik olusturulup, ylizeyden kalkan
hiicreler ortamdan uzaklastirildiktan sonra hiicre tabakasinin “yarali” “hiicresiz” alana
dogru hareketi zamana kars1 incelenmektedir (Sekil 3.2.). Yaranin ylizde kapanma orani
degerlendirilmektedir. Ancak bu yOntem manuel olarak yapildigi icin yara boyutu,
biiyiikligii ve sekli laboratuvarlar arasinda, hatta aymi deney setinde farkli plakalar
arasinda bile farkliliklar olmaktadir. Dolayisiyla, kontrol grubu ile deney gruplarinin esit
kosullarda oldugundan emin olunamamaktadir. Ayn1 zamanda hiicre tabakasini yaralama
islemi alttaki ECM tabakasina hasar vermekte ve hasara ugrayan hiicrelerden lateral

hareketlilik iizerinde etkisi olabilecek birtakim faktorlerin salinmasiyla sonu¢lanmaktadir.
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Yara lyilesme Testi
pipet ucu

-
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Sekil 3.2. Manuel olarak gerceklestirilen yara iyilesme testinin sematik gosterimi. (Kramer vd.,
2013).

Bu sebeple, tez calismasinda, “yara” olusturmak yerine “hiicresiz alan” olugturmak
tizere hiicre kiiltiir plakasi kuyularmin igine yerlestirilen silikon insertler kullanilmigtir
(Tbidi) (Sekil 3.3). Kullanilan silikon insertte; 0,22 cm? yiizey alanina ve 70 ul hacme sahip
2 adet kuyu, 500 pm + 100 pum genislikte bir ara bélmeyle ayrilmistir. Silikon insertler
steril bir pens yardimiyla 24’liikk kiiltiir plakalarina alinarak {izerine hafifce bastirilarak

kuyu i¢ine yerlestirilmistir.

Sekil 3.3. Yara iyilesme testi i¢in kullanilan silikon kiiltiir insertler ile hiicresiz alan olusturulmasi.

MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicreleri insertin her bir kuyusunda konfluent bir tabaka
olusturmak tizere 4 x 10* hiicre/kuyu olacak sekilde ekilmis ve kompakt bir hiicre
tabakasinin olusmasit i¢in 16 — 24 saat inkiibe edilmistir. Ardindan silikon insertler steril
bir pens yardimiyla ¢ikarilarak kuyular 2 defa PBS ile yikanmigtir. Etkin peptid 1, 1,5, 2
png/ml dozlarda %1 FBS iceren biiyiime ortami iginde kuyulara uygulanmis ve uygulama
her 24 saate tazelenmistir. Kuyularin 0 zamaninda (To) goriintiilemesi yapildiktan sonra
inkiibasyona birakilmistir. 24 ve 48 saat inkiibasyondan sonra kuyular PBS ile yikandiktan

sonra %1 FBS iceren medium i¢ine alinarak inverted mikroskopta goriintiilenmistir (T24,
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Tsg). Peptid varligi ve yoklugunda, hiicresiz zona go¢ eden hiicreler sebebiyle hiicresiz
zonun kapanma orani ImagelJ yazilimi aracilifiyla 6l¢iilerek migrasyon hizi hesaplanmistir

(Nyegaard vd., 2016).

3.7.2. Transwell migrasyon testi

Transwell migrasyon testi hiicrelerin kimyasal bir cezbediciye karsi kemotaktik
cevabinin degerlendirildigi bir yontemdir. Bu yOdntemin prensibi, hiicrenin ¢apindan daha
kiiglik ancak aktif bir harekete izin verecek kadar biiyiik bir por capina sahip membran
bolme ile ayrilmis iki hazne arasinda hiicrelerin vertikal hareketinin Ol¢ililmesine
dayanmaktadir. Tez ¢alismasinda, 24 kuyulu hiicre kiiltiir plakalarina 6,5 mm ¢apinda ve 8
um por genisligine sahip yari gecirgen polikarbonat membran insertler (Sarstedt)
yerlestirilmigtir. Hiicreler 5 x 10* hiicre/insert yogunlugunda ve %1 FBS igeren biiyiime
ortami i¢inde hazirlanmig farkli dozlarda etkin peptid varliginda iist hazneye ekilmistir. Alt
hazneye ise cezbedici olarak daha yiiksek konsantrasyonda (%10) FBS ve iist hazne ile
aynit dozda etkin peptid igeren biiyiime ortami uygulanmistir (Sekil 3.4.). Daha sonra
hiicreler 16 saat siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda membrann iizerinde
kalan gbo¢ etmeyen hiicreler pamuk uglu swab ile uzaklagtirllmigtir. Membranin alt
yiizeyinde olan go¢ eden hiicreler ise PBS icinde %3,7 formaldehit ¢ozeltisi ile 2 dakika
stireyle fikse edilmistir. Ardindan soguk %100 methanol ile 15 dakika siireyle hiicre
gecirgenligi artirilarak %25 methanol i¢cinde %0,5 kristal viyole (w/v) ile 15 dakika siireyle
boyanmistir. Ardindan PBS ile yikanarak inverted mikroskop altinda 10X biiyiitme altinda
goriintiilenmistir. Her bir insertten 10 adet rastgele alan secilerek fotograflanmis, bu
alanlardaki go¢ eden hiicreler ImageJ yazilimi araciligiyla sayilmis ve ortalamasi alinarak
bir tekrar1 temsil etmistir. Deney sonuglar ilgili kontrol gruplarina gére normalize edilmis

ve 3 farkli zamanda tekrar edilmistir.
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Sekil 3.4. Transwell migrasyon testinin sematik gdsterimi. (Kramer, vd., 2013).

3.7.3. Transwell invazyon testi

Bu yontem, bir 6nceki bdliimde anlatilan transwell migrasyon testi ile teknik olarak
ayni prensip ile uygulanmaktadir. Farkli olarak, hiicreler iist hazneye ekilmeden once,
poréz membran filtrenin {izeri ince bir tabaka ekstraseliiler matriks (ECM) bilesenleri ile
kaplanmaktadir. Bu sayede ECM membran porlarini tikayarak invaziv olmayan hiicrelerin
por boyunca migrasyonuna engel olmaktadir. invasif hiicreler ise matriksi degrade ederek
ECM tabakasi boyunca hareket edebilmekte ve porlari asarak filtrenin alt tabanina
tutunabilmektedir (Sekil 3.5.) (Albini ve Benelli, 2007). Tez ¢aligmasinda, 24 kuyulu hiicre
kiiltiir plakalarina 6,5 mm c¢apinda ve 8 pum por genisligine sahip yar1 gecirgen
polikarbonat membran insertler (Sarstedt), hiicre ekiminden 6nce, 1,25 mg/ml biiylime
faktorii azaltilmis Matrigel™ bazal membran matriksi (Corning) ile 50 pl hacimde
kaplanmustir. Her deneyden 6nce Matrigel™ taze olarak stok ¢ozeltisinden soguk serumsuz
biiyiime ortami ile sulandirilarak hazirlanmistir. Insert membran {izerine uygulanan
Matrigel™ matriksin jellesmesi amaciyla 2 saat siireyle 37 °C’de CO> inkiibatorde inkiibe
edilmigtir. Siire sonunda hiicreler 5 x 10* hiicre/insert yogunlugunda tist hazneye ekilmistir.
Transwell migrasyon testinde oldugu gibi %1 — 10 FBS gradienti kullanilarak, etkin peptid
varligt ve yoklugunda, 24 saat siireyle inkiibe edilerek deneyler gerceklestirilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda membranimn iizerinde kalan gd¢ etmeyen hiicreler ve bazal
matriks pamuk uclu swab ile uzaklagtirnlmigtir. Membranin alt yiizeyinde olan go¢ eden
hiicreler ise PBS ic¢inde %3,7 formaldehit ¢ozeltisi ile 2 dakika siireyle fikse edilmistir.
Ardindan soguk %100 methanol ile 15 dakika siireyle hiicre geg¢irgenligi artirilarak %25
methanol i¢inde %0,5 kristal viyole (w/v) ile 15 dakika siireyle boyanmistir. Ardindan PBS

ile yikanarak inverted mikroskop altinda 10X biiyiitme altinda goriintiilenmistir. Her bir
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insertten 10 adet rastgele alan secilerek fotograflanmis, bu alanlardaki gé¢ eden hiicreler
Imagel] yazilimi aracilifiyla sayilmig ve ortalamasi alinarak bir tekrari temsil etmistir.
Deney sonuglari ilgili kontrol gruplarina gére normalize edilmis ve 3 farkli zamanda tekrar

edilmistir.

Transwell invazyon

Buyume ortami

| 4 (dustik serum) .
| -
I ql o
| ! Polikarbonat 1
’ l . membean
l P ~1 nsert
| | S N - ECM kaph membran
Li® _eee e

s
-

Biiytime ortamu (yiksek serum)

Sekil 3.5. Transwell invazyon testinin sematik gosterimi. (Kramer, vd., 2013).

3.8. Akis Sitometrisi ile Fonksiyonel Aktivitenin Belirlenmesi

Akis sitometrisi, tamponlanmis bir tuz ¢ozeltisi i¢inde bulunan akis halindeki
partikiillerin, bir veya birden fazla lazer tarafindan tek tek ve hizli bir bicimde analiz
edilmesini saglayan bir tekniktir. Bu teknikte, her bir partikiil goriintir 151k sagilimi ve bir
veya birden fazla floresan parametresine gore analiz edilmektedir. Goriiniir 151k sagilimu,
ileri (forward scatter, FSC) ve 90° yan (side scatter, SSC) olmak iizere iki farkli yonde
olciilmektedir. ileri sacilim, partikiiliin rolatif biiyiikliigiinii belirtirken, yan sagilim
partikiiliin internal kompleksligi veya graniilaritesi ile ilgili bilgi vermektedir. Bunun
yaninda Ornekler, floresan 1s1ma yapacak sekilde transfekte edilerek, floresan boyalarla
boyanarak veya floresan konjuge edilmis antikorlarla boyanarak floresan Ol¢lim igin

hazirlanabilmektedir.
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3.8.1. Niiklear DNA miktarinin belirlenmesi (Hiicre dongiisii analizi)

Hiicre proliferasyonu kontroliiniin bozulmas1 kanser patolojisinin altinda yatan
sebeplerden biri oldugu i¢in hiicre proliferasyonunun incelenmesi ve popiilasyondaki
hiicrelerin hiicre dongiisii fazlar1 dagilimmmin (G1, S ve G2/M) belirlenmesi kanser
caligmalarinda Onem arz etmektedir. Hiicrenin proliferasyon karart DNA sentezi
baslamadan ve ilerlemeden hemen 6nce G1 fazinda verildigi icin DNA sentezinin tespiti
hiicre kiiltiirii deneylerinde biiyiime regiilasyonunun tanimlanmasini saglamaktadir. DNA
sentezi ise, DNA miktar1 olarak floresan bir DNA interkalasyon boyasi olan propidyum
iyodiir (PI) ile akis sitometresi cihazi araciligiyla tespit edilebilmektedir (Schonthal, 2004;
Cecchini vd., 2012).

Tez calismasi kapsaminda, etkin peptidin ¢alisilan hiicre hatlarinda G1, S ve G2
hiicre dongiisii evrelerinin dagilimina etkisinin arastirilmasi amaciyla hiicrelerin DNA
icerigi akis sitometrisi cihazi ile analiz edilmistir. Bunun i¢in 6 kuyulu hiicre kiiltiir
plakalarina 3x10° hiicre/kuyu olacak sekilde ekilen hiicreler 24 saat sonra serum igermeyen
besi ortamina alinarak 24 saat inkiibe edilmistir. Siire sonunda etkin peptidin ilgili dozlar
hiicrelere uygulanmistir. 24 saat siireyle etkin peptid varliginda ve yoklugunda inkiibe
edilen hiicreler, inkiibasyon siiresi sonunda tripsinize edilerek birer santrifiij tiipiine
aktarilmigtir. Bunun yaninda, biiylime ortaminda bulunan ylizeyden kalkmis mitotik,
apoptotik ve 6lii hiicrelerin tiimii de ilgili tiiplerin icinde tripsinize edilmis hiicrelerle
birlikte toplanmustir. Hiicre dongiisii analizi i¢in Cycletest™ Plus DNA Kit (BD)
kullanilmis olup tireticinin 6nerdigi protokol uygulanmistir. Kisaca hiicre siispansiyonlari,
10 dakika 125 xg oda sicakliginda santrifiij edilerek pellet olarak ¢oktiiriildiikten sonra 1
ml tampon i¢inde resiispanse edilmistir. Hiicre silispansiyonu tekrar santrifiij edilmis ve
tampon ile yikama islemi tekrar edilmistir. Ornekler 500 pl tampon ¢ozeltisi icinde
12x75mm’lik FACS tiipleri i¢inde resilispanse edilerek sirasiyla, 250 ul “Solution A”, 200
ul “Solution B” ilave edilerek 15’er dakika siireyle oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Son
olarak 200 pl “Solution C” ilave edilerek karanlikta buz iizerinde 15 dakika inkiibe
edilmigtir. Akis sitometrisi cihazi (BD, Accuri C6) ile akis hiz1 14 pl/dakika olmak iizere,
her 6rnekten 10.000 — 20.000 adet tek hiicre (single cell event) verisi toplanmistir. Veriler
toplanirken ileri sagilim (FSC-H) esik degeri 80.000 olarak uygulanmistir. Cihaz

tizerindeki 488 nm lazer ile uyarilan boyanmig niikleuslar tarafindan 564 nm ile 606 nm



48

arasinda sacilan 1s1k, 585/40 bandpass filtre (FL2 detektor) ile tespit edilmistir. Veriler,

cihazin yazilimi1 (BD, Accuri C6 Software) ile analiz edilmistir.

3.8.2. Hiicre o0liim modunun analizi

Hiicre ¢ogalmasi ve hiicre oliimii arasindaki dengeyi saglayan, programli hiicre
olimii olarak da adlandirilan apoptoz, normal fizyolojik isleyiste homeostazin
devamliliginda anahtar bir mekanizma olarak rol almaktadir. Apoptoz regiilasyonunun
bozulmasi ise kanser de dahil olmak iizere pek ¢ok hastaligin patogenezi ve ilerlemesinde
etkili olmaktadir. Bu sebeple yeni terapétik yaklasimlar, hiicre 6lim mekanizmasinin
anlagilmasi ve hedeflenmesini amaclamaktadir. Apoptotik hiicrelerde sirayla gerceklesen
bir dizi morfolojik degisim arasinda, hiicre membrani iizerindeki lipidlerin yeniden
diizenlenmesi yer almaktadir. Normal fizyolojik kosullarda, dis katmaninda kolin
fosfolipidleri (fosfatidilkolin, sfingomiyelin), sitoplazmik katmaninda aminofosfolipidlerin
(fosfatidilserin, fosfatidiletanolamin) yer almasi sonucu hiicre membraninda bir lipid
asimetrisi bulunmaktadir. Apoptoz sirasinda ise fosfatidilserinler (PS) hiicre membraninin
dis katmanina transloke olmaktadir. Hiicre disinda bulunan fosfatidilserinler ile FITC
(Fluorescein isothiocyanate) gibi bir florokrom ile isaretlenmis 36 kDa biiyiikliiglinde
antikoagiilan bir protein olan Annexin V (AV)’in divalent kalsiyum iyonlar1 varliginda geri
doniistimlii bir sekilde baglanmasi sonucu apoptoza giren hiicreler kesin bir sekilde
belirlenebilmektedir. Apoptozun daha ileri basamaklarinda veya nekrozda ise hiicre
membran biitliinliigli bozulmaktadir. Bu hiicreleri erken apoptotik evrede olan hiicrelerden
ayirmak lizere propidyum iyodiir (PI) gibi vital bir boya ile hiicre popiilasyonu es zamanl

olarak boyanmaktadir (Vermes vd., 2000; Wlodkowic vd., 2009; Rieger vd., 2011).

Tez caligmasi kapsaminda, etkin peptidin ¢alisilan hiicre hatlarinda apoptotik bir
etkisi olup olmadigina ve varsa apoptotik evreler arasindaki dagilimina etkisinin
aragtirtlmas1 amaciyla hiicreler AV/FITC-PI ile boyanarak akis sitometrisi cihazi ile analiz
edilmistir. Bunun i¢in 6 kuyulu hiicre kiiltiir plakalarina 3x10° hiicre/kuyu olacak sekilde
ekilen hiicrelere, 24 saat sonra etkin peptidin ilgili dozlar1 uygulanmistir. 24 saat siireyle
etkin peptid varliginda ve yoklugunda inkiibe edilen hiicreler, inkiibasyon siiresi sonunda
tripsinize edilerek birer santrifiij tiipiine aktarilmigtir. Bunun yaninda, biiyiime ortaminda

bulunan ylizeyden kalkmis mitotik, apoptotik ve Olii hiicrelerin tiimii de ilgili tiiplerin
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icinde tripsinize edilmis hiicrelerle birlikte toplanmistir. Hiicre 6liim modunun analizi i¢in
FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit II (BD) kullanilmis olup iireticinin onerdigi
protokol uygulanmistir. Kisaca hiicre siispansiyonlari, 10 dakika 125 xg oda sicakliginda
santrifiij edilerek pellet olarak c¢oktiiriildiikten sonra 2 defa soguk PBS (4°C) ile
yikanmustir. Ardindan “AV Binding Buffer, 1X” iginde 1x10° hiicre/ml olacak sekilde
resiispanse edilmistir. 12x75mm FACS tiipii igine 1x10° hiicre alinarak 5 ul FITC AV, 5 ul
PI ¢ozeltisi ilave edilmistir. Oda sicakliginda 15 dakika siireyle karanlikta inkiibe edilen
orneklerin tlizerine 400 pl “AV Binding Buffer, 1X” ilave edilerek akis sitometrisinde
analiz edilmistir. Akis sitometrisi cihazi ile akis hizi 66 pl/dakika olmak iizere, her
ornekten 10.000 — 20.000 adet tek hiicre (single cell event) verisi toplanmistir. Veriler
toplanirken ileri sagilim (FSC-H) esik degeri 80.000 olarak uygulanmistir. Cihaz
tizerindeki 488 nm lazer ile uyarilan AV/FITC-PS kompleksinden 530 nm’de sagilan 151k,
533/30 bandpass filtre (FL1 detektor) ile ve PI ile boyanmis niikleuslar tarafindan 564 nm
ile 606 nm arasinda sagilan 151k, 585/40 bandpass filtre (FL2 detektor) ile tespit edilmistir.
Veriler, cihazin yazilimi (BD, Accuri C6 Software) ile analiz edilmistir. Analiz sonucunda
geleneksel ikili kapilama yontemi kullanilarak AV-/PI- negatif hiicreler canli, AV+/PI-
hiicreler erken apoptotik, AV+/PI+ hiicreler ge¢ apoptotik veya nekrotik hiicreler olarak

yorumlanmustir.

3.9. Fonksiyonel Aktivitenin Transkripsiyon Seviyesinde Analizi

Tez calismasinin bu asamasinda, etken peptidin bu asamaya kadar belirlenmis olan
fonksiyonel aktivitesinin, ayni siireglerle iligkili molekiiler seviyede islevinin
aydinlatilmasi icin destekleyici veriler elde edilmesi amaglanmistir. Bu amagcla, bir epitel
hiicrenin invazif Ozellikler kazandig1 epitelyal-mezenkimal gecis (EMT), invazyon ve
metastaz, ekstrinsik ve instrinsik apoptoz, hiicre dongiisii ve inflamasyon siiregleriyle
iligkili yolaklarda anahtar role sahip oldugu diisiiniilen transkripsiyon faktorleri ve/veya

proteinlere ait genler secilmis ve ekspresyon seviyeleri analiz edilmistir.

3.9.1. Hiicre kiiltiiriinden total RNA ekstraksiyonu

Bunun i¢in 25 ¢cm?’lik hiicre kiiltiir flasklarina 8x10° hiicre/flask olacak sekilde

ekilen hiicrelere, 24 saat sonra etkin peptidin ilgili dozlar1 uygulanmistir. 24 saat siireyle
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etkin peptid varliginda ve yoklugunda inkiibe edilen hiicreler, inkiibasyon siiresi sonunda
tripsinize edilerek birer santrifiij tiipiine aktarilmistir. Santrifiij sonrasi pellet olarak
toplanan hiicrelerden total RNA ekstraksiyonu amaciyla “easy-spin™ [DNA free] Total
RNA Extraction Kit” (Intron Biotechnology) kullanilmistir. Calisma 6ncesi ¢alisma alani
RNaz’lardan arindirilmis ve RNaz icermeyen sarf malzemeler kullanilmigtir. Ekstraksiyon
icin treticinin Onerdigi protokol takip edilmistir. Protokol sonunda kit icerigindeki
“Elution Buffer” icinde toplanan ornekler buz iizerine alinarak NanoDrop™ (Thermo
Scientific) spektrofotometre ile elde edilen RNA miktar1 ve 260/280 ve 260/230 saflik

oranlar1 Slciilmiistiir. Ornekler -80 °C’de saklanmustir.

3.9.2. cDNA Kkiitiiphanesinin sentezi

RNA ekstaksiyonu sonunda elde edilen total RNA ekstraktlari, dondurulmadan
once hemen ilk dizi- komplementer DNA (cDNA) sentezi gerceklestirilmistir. Bu amagla
“RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit” (Thermo Scientific) kullanilmistir. Bunun
icin, 1 pg total RNA 0Ornegi ve 5 pM “Random Hexamer Primer” buz iizerinde
karigtirilarak son hacim niikleaz icermeyen su ile 12 pl’ye ayarlanmistir. Reaksiyon tiipleri
65 °C’de 5 dakika siireyle inkiibe edilmis, ardindan tekrar buz iizerine alinmistir. 50mM
Tris-HCL, 50 mM KCI, 4 mM MgCl; ve 10 mM DTT igeren reaksiyon tamponu, 20 U
“RiboLock” RNaz inhibitérii, 1 mM dNTP karisimi ve 200 U RevertAid M-MuLV RT
reaksiyon tiiplerine eklenerek final hacim 20 ul’ye tamamlanmistir. Reaksiyon tiipleri,
primerlerin baglanmas1 i¢in Oncelikle 25 °C’de 5 dakika siireyle, ardindan ters
transkripsiyonun gerceklesmesi i¢in 42 °C’de 1 saat siireyle, ters transkriptaz aktivitesinin
durdurulmasi amaciyla 70 °C’de 5 dakika inkiibe edilmistir. Ters transkripsiyon ile total
RNA’dan elde edilen cDNA kiitiiphaneleri direk kullanilmis veya kullanilana kadar -20

°C’de saklanmustir.

3.9.3. Primer oligoniikleotidlerin tasarim

Kantitatif PCR’da kullanilmak iizere, transkripsiyon seviyesinin arastirilmasina
karar verilen 15 adet gen i¢in primer ¢ifti tasarlanmistir. Bunun i¢in “National Center for
Biotechnology Information (NCBI)” niikleotid veri tabanindan ilgili genlerin insan mRNA

dizileri se¢ilmis ve NR ile baslayan erisim numaralar1 belirlenmistir. Daha sonra NCBI
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tarafindan gelistirilen bir arag olan “Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)” ve agik
kaynak kodlu bir yazilim olan Primer3 (Untergasser vd., 2012)’ii ayn1 anda kullanarak
hedef diziye spesifik primer tasarlamak amaciyla kullanilan Primer-BLAST, primer
dizilerin tasarimi i¢in kullanilmistir. Hedef dizisine spesifik, maksimum amplikon
uzunlugu 200 bp, optimum primer uzunlugu 22 niikleotid, optimum primer erime sicaklig1
(Tm) 60 °C, optimum GC igerigi %55, 3* ucunda GC yigimlart bulunan primer ¢iftleri, en
az bir intron bolge ile ayrilacak ve farkli iki ekzon bolgeye baglanacak sekilde
tasarlanmigtir. Diziler secildikten sonra Primer3 kullanilarak primerlerin kendi i¢inde ve
diger primer ciftiyle komplementerlesme skorlar1 kontrol edilmistir. Cizelge 3.1.’de verilen
tasarima gore sentezlenen primer ciftleri (Oligomer Biyoteknoloji) liyofilize olarak temin
edilmis ve niikleaz igermeyen su i¢inde ¢oziilerek 100 pM konsantrasyonda stok ¢ozeltileri

hazirlanmistir. Stok primer ¢ozeltileri -20 °C’de saklanmuistir.

3.9.4. Kantitatif PCR (qPCR)

Kantitatif PCR, DNA baglanma boyas1 teknolojisi ile AriaMx real-time PCR
sistemi (Agilent) kullanilarak ger¢eklestirilmistir. Reaksiyonlar, referans ve hedef genler
icin simultane olarak gerceklestirilmistir. Beta aktin (ACTB) ve gliseraldehit-3-fosfat
dehidrogenaz (GAPDH) olmak iizere iki farkli referans gen kullanilmistir. Esik degerinin
(“threshold”) ve bu degeri gegtigi dongii (“cycle threshold”, Ct) sayisinin belirlenmesi i¢in
AriaMx Software 1.7. kullanilmigtir. 96 kuyulu PCR plakasi i¢inde, niikleaz icermeyen su
ile 1:10 oranda seyreltilmis 1 pl cDNA, 400 nM ileri ve geri primer ve PowerUp™
SYBR™ Green Master Mix (Applied Biosystems) kullanilarak, her bir primer seti igin
final 10 pl hacimde reaksiyon karigimlar: hazirlanmistir. Her bir deney setinde kalip cDNA
yerine niikleaz icermeyen su i¢eren bir negatif kontrol kullanilmistir. gPCR; master mix
icinde bulunan UDG (Urasil-deglikozilaz) enziminin aktivasyonu i¢in 50°C 2 dakika,
Dual-Lock™ DNA polimeraz enzimi aktivasyonu i¢in 95°C 2 dakika, 15 saniye 95°C
denatiirasyon ve 1 dakika 60°C baglanma/uzama aktivitesi i¢in inkiibe edilerek toplam 40

dongii olarak gergeklestirilmistir.
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Baz GC Tm
Hedef Gen Kisaltma Primer Baz Dizisi (5’ - 3°)
Sayisi (%) (9
leri TAACCAACGACAAAGCCCGC 20 55 59
Vimentin VIM
Geri AAGACGTGCCAGAGACGCAT 20 55 59
Snail family fleri TCTAGGCCCTGGCTGCTACAA 21 57 62
transcriptional SNAI1
repressor 1 Geri GACATTCGGGAGAAGGTCCGA 21 57 62
Matrix fleri TCTGGAGGTTCGACGTGAAGG 21 57 62
_ MMP9
metallopeptidase 9 Geri AGCGGTCCTGGCAGAAATAGG 21 57 62
Vasenlar endothelial fleri TCAAGCCATCCTGTGTGCCC 20 60 61
VEGFA
growth factor A Geri GCCTTGGTGAGGTTTGATCCG 21 57 62
Nuclear 1B fleri CTTCTTGACCACCCCAACG 19 58 59
' NFKBI
kappa B subunit 1 Geri GCAGCAAACATGGCAGGCTA 20 55 59
Fas cell surface fleri TTCTGCCATAAGCCCTGTCCTC 2 55 62
FAS
death receptor Geri GCAGTCTGGTTCATCCCCATTG 22 55 62
AKT leri GCAGGATGTGGACCAACGTG 20 60 61
serine/threonine AKTI1
Kinase 1 Geri AGTCTGGATGGCGGTTGTCC 20 60 61
TNF receptor fleri CGGCAGAAGCTGAAAGGTCT 20 55 59
superfamily member DRS5
10b Geri GCCTCAGCTTTAGCCACCTT 20 55 59
B-cell leri ATCGCCCTGTGGATGACTGAGT 22 55 62
leukemia/lymphoma- BCL2
2-alpha protein Geri  GCCAGGAGAAATCAAACAGAGGC 23 52 62
BCL2 fleri TTACCGCCATCAGCAGGAACAG 2 55 62
BAK1
antagonist/killer 1 Geri  GGAACTCTGAGTCATAGCGTCG 2 55 62
Cyclin dependent ~ CDKN1A  lleri TCTCAGGGTCGAAAACGGCG 20 60 61
kinase inhibitor 1A (021 Geri TGTGGGCGGATTAGGGCTTC 20 60 61
E2F transcription . fleri GCTCTCCGAGGACACTGACA 20 60 61
factor 1 Geri GCAGGGTCTGCAATGCTACG 20 60 61
Tumor mecrosis fleri TCTCGAACCCCGAGTGACAA 20 55 59
TNFA
factor Geri TATCTCTCAGCTCCACGCCA 20 55 59
Beta actin ACTB flei GCTCACCATGGATGATGATATCGC 24 50 63
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Geri  ATAGGAATCCTTCTGACCCATGCC 24 50 63

Glyceraldehyde-3- fleri ACTCCTCCACCTTTGACGCT 20 55 59
phosphate GAPDH

dehydrogenase Geri TCCACCACCCTGTTGCTGTAG 21 57 62

qPCR ardindan, spesifik olmayan amplifikasyon kontrolii i¢in, olusan
amplikonlarin ayrilma egrisi (“dissociation curve”) analizi; 95°C 15 saniye, 60°C 1 dakika,
95°C 15 saniye siireyle inkiibe edilerek, 60°C’den 95°C’ye 1sinma hiz1 saniyede 0,15°C
olacak sekilde gerceklestirilmistir.

mRNA ekspresyon seviyelerindeki degisimin analizi rdlatif kantifikasyon
yontemiyle gergeklestirilmistir. Gen ekspresyon seviyelerindeki kiiciik fizyolojik
degisimlerin arastirilmasi i¢in ¢ok uygun bir ara¢ olan bu ydntemle, 6rnekler arasinda
kararl olarak eksprese olan bir genin mRNA seviyelerindeki degisiklikler belirlenmekte ve
bagka bir genin mRNA seviyelerine rdlatif olarak ifade edilmektedir. Rolatif kantifikasyon
ile herhangi bir kalibrasyon egrisine veya bilinen konsantrasyonlardaki standartlara ihtiyag
duyulmaksizin, dizisi bilinen herhangi bir transkript referans olarak kullanilabilmektedir
(Bustin, 2002). Genellikle, hiicreler arasinda kararli olarak eksprese olan (“housekeeping”)
genler referans gen olarak se¢ilmektedir (Morse vd., 2005). Ekspresyon seviyesinin
belirlenmesi i¢in genlerin Cr degerleri arasindaki fark belirlenmekte ve bu yontem “ACt
yontemi” olarak isimlendirilmektedir. Yontemin bir ileri basamaginda, uygulama
verilmeyen kontrol, baslangi¢ zaman noktas1 veya saglikli bireyler gibi ikinci bir rolatif
parametre eklenerek, yontemin karmasikligi ve dogrulugu bir miktar daha artirilabilmekte
ve “AACrt yontemi” olarak isimlendirilmektedir (Livak ve Schmittgen, 2001). Tez
caligmas1 kapsaminda rolatif kantifikasyon analizi i¢in kullanilan denklemler asagida

verilmistir (Denklem 3.7., 3.8., 3.9.)

ACt = Ct (hedef gen)-Ct (referans gen) (3.7)

AACt= ACt (deneysel ornek)- ACt (kontrol 6rnek) (3.8)

y= 278t (3.9.)
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Ayni zamanda deneysel hatanin kontrol edilerek optimal rolatif ekspresyon
sonuglarina ulagilabilmesi amaciyla uygun normalizasyon stratejilerinin takip edilmesi
gerekmektedir. Deneysel varyasyonlar, RNA ekstraksiyonu, ekstrakte edilen RNA’nin
saklanmasi, islenmesi, PCR kurulumu ve PCR kosullar1 sirasinda olusabilmektedir. Bu
sebeple rolatif karsilastirmalarin ekstrakte edilen RNA miktari, analiz edilen doku miktari
veya hiicre sayist bakimindan sabit tutularak yapilmasi gerekmektedir (Skern vd., 2005).
Bu sebeple esit baslangi¢c kosullarindan emin olunmasi amaciyla rdlatif ekspresyon verisi

ekstrakte edilen RNA miktarina gore ayarlanmistir.

3.10. Fonksiyonel Aktivitenin Translasyon Seviyesinde Analizi

Kantitatif PCR analizi sonucunda ifadesi kontrol grubuna gore artmig veya azalmis
olan genlerin rol aldig1 molekiiler yolaklarda (hiicre dongiisii, intrinsik/ekstrinsik apoptoz,
epitelyal mezenkimal ge¢is (EMT), inflamasyon) efektor olarak yer alan proteinlerin ifade
edilme oranlar arastinnlmistir. Boylece peptidin etki ettigi yolaklarin kestiriminin
dogrulugu artirllmasi planlanmigtir. Bu sebeple c¢alismanin bu basamaginda protein
seviyesinde kontrol, qPCR analizi sonucunda peptidin etki ettigi kestirimi yapilan
yolaklarda anahtar nitelik tasiyan 1 adet house-keeping protein (B-aktin) ve 9 adet efektor

protein olmak iizere 10 adet protein ile gergeklestirilmistir.

3.10.1. Hiicre kiiltiiriinden total protein izolasyonu

Hiicreler 25 c¢m?’lik hiicre kiiltiir flasklarina 8x10° hiicre/flask olacak sekilde
ekilmis, 24 saat sonra etkin peptidin ilgili dozlar1 uygulanmistir. 24 saat siireyle etkin
peptid varliginda ve yoklugunda inkiibe edilen hiicrelerin, inkiibasyon siiresi sonunda besi
ortamlar1 aspire edilmistir. Hiicre tabakasi 2 kez soguk PBS (4 °C) ile yikanmustir.
Flasklara 50 mM Tris-HCI, pH: 7,4, 150 mM NacCl, %0,25 deoksikolik asit, %1 NP-40,
ImM EDTA igeren RIPA lizis tamponu (Merck, Millipore) ve 500 uM AEBSF, 150 nM
aprotinin, 1 pM E-64 proteaz inhibitér, 0,5 mM EDTA, 1 pM leupeptin iceren proteaz
inhibitor kokteyli (Calbiochem, Millipore) karisimi (4 °C) ilave edilerek buz {izerine
alinmistir. Hiicre kaziyici ile ylizeyden kaldirilan hiicreler mikrosantrifiij tiiplerinin i¢inde

toplanmistir. Hiicre ekstraktlari buz lizerinde ara ara vortekslenerek 15 dakika siireyle
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inkiibe edildikten sonra 13000 rpm 4°C’de 15 dakika santriflij edilmistir. Protein igeren
siipernatantlar yeni mikrosantrifiij tiiplerinde toplanmistir. Protein miktar1 Slglimii icin
Qubit florometre cihazinda (Thermo Scientific) “Qubit™ Protein Assay Kit”
kullanilmistir.  Protein konsantrasyonlari, iireticinin talimatlarima goére kitin igeriginde
bulunan standartlar kullanilarak 6lciilmiistiir. Ornekler, kullamlana kadar -80 °C’de

saklanmustir.

3.10.2. Western blot

Ornekler -80 °C’den ¢ikarilip buz iizerinde 4 °C’de ¢dziinmesi saglanmustir. Her bir
ornekten 40 pg protein, “10X Bolt™ Sample Reducing Agent” (Thermo Scientific) (500
mM DTT) ve “4X Bolt™ LDS” Sample Buffer (Thermo Scientific) (lithium dodecyl
sulfate- LDS, pH: 8,5, SERVA Blue G-250, phenol red, glycerol) i¢inde hazirlanarak 70
°C’de 10 dakika inkiibe edilmistir. Ardindan hizlica buz iizerine alinmustir. Indirgenmis
protein ekstraktlarinin elektroforezi i¢in drnekler “Bolt™ 4 -12%, Bis-Tris, 1.0 mm Mini
Protein Gel” (Thermo Scientific) (pH: 7) kuyularina yiiklenmis ve “Bolt™ MES SDS
Running Buffer” (Thermo Scientific) yiirlitme tamponu hem anot hem katot haznelerine
doldurulmustur. 200 V voltaj altinda 20 — 25 dakika siireyle elektroforez islemi
gerceklestirilmistir. Elekroforez bittikten sonra, proteinler poliviniliden diflorid (PVDF)
membran iizerine 30 dakika boyunca sabit 10V voltaj akim uygulanarak elektro-transfer
edilmistir (iBlot® Dry Transfer Cell, Thermo Scientific). Transferden sonra membran
%0,1 Tween-20 iceren 1X TBS (Tris-buffered saline) tamponu (TBST, pH: 7,4) iginde 10
dakika yikanmis ve bloklama tamponu (TBST icinde %5 BSA) i¢inde, orbital galkalayici
iizerinde, oda sicakliginda 1 saat inkiibe edilmistir. Ardindan, membranlar 1:1000
diliisyonda bloklama tamponu i¢inde bulunan primer antikorlar ile gece boyu 4°C’de
orbital calkalayici iizerinde inkiibe edilmistir. Daha sonra membran 1:2000 diliisyonda
HRP (horse radish peroksidaz) ile konjuge anti-rabbit sekonder antikor ile oda sicakliginda
1 saat inkiibe edilmistir. Son olarak membran TBST ile yikanarak artirilmig
kemiliiminesans (ECL) kiti ile boyanmistir (Pierce™ ECL Western Blotting Substrate,
Thermo Scientific). Western blot bantlarinin intensiteleri C-DiGit (Li-Cor Biosciences)
blot tarayici ve dansitometresi kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Calisma kapsaminda kullanilan

antikorlarin listesi Cizelge 3.2.’de verilmistir (Cell Signaling Technologies).
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Cizelge 3.2. Tez g¢alismas1 kapsaminda kullanilan primer antikorlar, biiyiikliikleri ve rol aldig
iligkili yolaklar.

Hedef protein Kisaltma Biiyiikliik (kDa) Gorev aldig1 yolak
Epitelyal cadherin E-cadherin 110 EMT
Vaskiiler endotelyal )
VEGFR2 210, 230 Invazyon & metastaz
biiylime faktorii 2
Kaspaz-9 C9 10, 57 Apoptoz (ekstrinsik)
Fas ligandi FASLG 40 Apoptoz (ekstrinsik)
Sitokrom ¢ CytC 14 Apoptoz (intrinsik)
TNF-iligkili apoptoz
] ) TRAIL 28-30 Apoptoz (intrinsik)
indiikleyen ligand
Siklin A2 CCNA2 55 Hiicre dongiisii
Siklin E1 CCNE1 51 Hiicre dongiisii
Siklooksijenaz-2 Cox-2 74 Inflamasyon

Blot membranlar1 ilk olarak hedef protein i¢in boyanmistir. Hedef protein
goriintlilemesi ve analizi gergeklestirildikten sonra ayni membranlarda stripleme islemi

gerceklestirilerek “housekeeping” proteinler i¢in boyama ve analiz gerceklestirilmistir.
3.11. Peptidin Biyokimyasal Yap1 Tayini

Calismanin bu asamasinda secilen peptidin aminoasit diziliminin belirlenmesi,
kiitle spektrometresi ile molekiil agirliginin belirlenmesi ¢aligmalari, hizmet alim1 yoluyla
gerceklestirilmistir. Kullanilan yontemler asagida aciklanmaistir.

3.11.1. Edman degredasyonu ile peptid birincil yapisinin belirlenmesi

Peptidlerin, Edman reaksiyonu kullanan protein dizilim belirleyici cihazina

yiiklenmesi ile amino asit dizilimleri belirlenmistir.
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3.11.2. Kiitle spektrometresi ile molekiil agirhginin belirlenmesi

HPLC'den almman fraksiyonlar %1 Asetik asit igeren 50/50 asetonitril/su
cozeltisinde yaklagik olarak 0,5 — 1 pg protein igerecek sekilde seyreltildikten sonra 5 pl
olarak kiitle spektrometresine uygulanmistir. NanoESI kaynagi 1,60 kV ve kapiler sicaklik
130 °C olarak ayarlanmustir. Enstriiman kontrolii, verilerin alinmasi ve analizi iiretici firma
tarafindan saglanan Xcalibur yazilmi (siirim 1.4) ile gergeklestirilmistir. Kiitle
spektrometresi verileri Tune Plus program modiilii ile saglanan gergek zamanlh

goriintiileme ile pozitif iyon modunda toplanmistir (Diego-Garcia vd., 2007).

3.11.3. Peptidin Biyoinformatik Olarak Kestiriminin Yapilmasi

Elde edilen aminoasit dizilimi, fonksiyon benzerliinin arastirilmasi igin diger
arilardan izole edilen toksin peptidlerin amino asit dizilimleri ile karsilastirilmistir. Bu
karsilagtirma icin  giincel  bir  protein  veri tabant (www.ebi.ac.uk,
http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez,

http://www.expasy.ch/sprot/) secilerek gerceklestirilmistir.

3.12. Verilerin istatistiksel Analizi

Her bir analiz, aksi belirtilmedigi durumlarda en az {i¢ farkli teknik ve biyolojik
tekrar yapilarak gerceklestirilmis ve veriler ortalama + S.H. (standart hata) olarak
sunulmustur. Elde edilen veriler GraphPad Prism 8 yazilimi kullanilarak analiz edilmistir.
Veri setlerinin gosterdigi dagilim analiz edilmis; dagilima gore ilgili istatistiksel test
yontemi secilmis ve deney gruplar1 arasindaki farklarin anlam diizeyleri arastirilmigtir.
Gruplar aras1 farklar p> 0,05 iken ns, p< 0,05 iken *, p< 0,01 iken **, p<0,001 iken ***,
p< 0,0001 iken **** olarak ifade edilmistir. Tiim analizler %95 giiven aralifinda

gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Arilardan Ham Venom Elde Edilmesi

Tez calismasi kapsaminda kullanilacak ham venom oOrnekleri Apis mellifera
anatoliaca k1 ar1 kolonilerine ait kovanlarin, kovan basinda elektriksel stimiilasyonla
sagimi yoluyla elde edilmistir. Tez c¢aligmasi kapsaminda tasarlanan venom toplama
aparat1 ve diyagrami Sekil 4.1.’de verilmistir. Aparatin venom toplama tablasi, kovanin
ucus tahtasina yerlestirildikten sonra 12 V’luk elektrik akimi 2 sn’lik araliklar ve 2 sn’lik
siirelerle 1 saat boyunca calistirillarak sagim islemleri gerceklestirilmistir (Sekil 4.2.).

Sagimdan sonra venom toplama tablasinin cam levhasi iizerinde toz kristaller halinde

birikmis olan venom, bir jilet yardimiyla kazinarak mikrosantrifiij tiip i¢ine toplanmistir
(Sekil 4.2).

Siayal peaarasinn

w

: &

Sekil 4.1. Tez calismas1 kapsaminda tasarlanan ve yaptirilan venom toplama aparati ve sematik
gosterimi.

~ad

Tez calismasi kapsaminda ham venom eldesi i¢in 2017 temmuz-agustos ve 2019
eyliil olmak tizere 2 farkli donemde, sirasiyla damizlik erkek ar1 kolonileri ve bal yapan
koloniler ile arazi ¢caligmalar1 gergeklestirilmistir. Gergeklestirilen arazi ¢alismalarinda bir

kovandan ayni giinde tekrar sagim yapmamak kaydiyla, 2017 yilinda 12 kovandan
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ornekleme yapilmis, bu 12 kovandan toplam 62 kez sagim yapilmistir. 2019 yilinda

gerceklestirilen arazi ¢caligmasinda ise, 10 kovandan toplam 18 kez sagim yapilmistir.

Sekil 4.2. Ham ar1 venomunun toplanmasi. a) Venom toplama tablasi, b) kovan girisindeki ugus
tablasina yerlestirilerek sagim gerceklestirilir. ¢) Venom toplama tablasinin cam haznesi iizerinde
beyaz kristaller olarak toplanan ham venom, d) bir jilet yardimiyla yiizeyden kazmarak toplanir, e)
sonucta beyaz bir toz elde edilir.

Elde edilen ham venom ornekleri Eskisehir Osmangazi Universitesi Venom
Arastirma Laboratuvari’na getirildikten sonra ham venom i¢indeki peptid karigimi elde

edilmis ve protein miktar tayini gergeklestirilmistir. Peptid karisimi eldesi sonucunda 2019
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yilinda gerceklestirilen arazi ¢alismasi sonucu elde edilen protein miktarlart 6rnek olmasi

icin Cizelge 4.1.’de detaylica verilmistir.

Cizelge 4.1. ANG Vakfi Orta Anadolu Arligi’'nda bulunan bal yapan toplam 10 koloninin
sagilmasindan elde edilen venom protein miktarlari

Ornek Etiketi ~ Toplanma Tarihi ~ Koloni Bilgisi Miktar (mg)

2019-1 09/2019 Koloni 1 10,231
2019-2 09/2019 Koloni 5 5,4403
2019-3 09/2019 Koloni 7 2,2836
2019-4 09/2019 Koloni 11 8,8333
2019-5 09/2019 Koloni 3 6,2932
2019-6 09/2019 Koloni 4 2,4949
2019-7 09/2019 Koloni 6 1,9746
2019-8 09/2019 Koloni 9 1,0284
2019-9 09/2019 Koloni 70 2,5658
2019-10 09/2019 Koloni 14 1,3734
2019-11 09/2019 Koloni 1 0,7583
2019-12 09/2019 Koloni 5 0,4341
2019-13 09/2019 Koloni 7 2,2433
2019-14 09/2019 Koloni 11 0,6859
2019-15 09/2019 Koloni 3 1,0133
2019-16 09/2019 Koloni 4 1,0005
2019-17 09/2019 Koloni 6 0,4216
2019-18 09/2019 Koloni 9 0,9390

Toplam 50,015

Cizelge 4.1. incelendiginde her koloninin venom veriminin farkli oldugu
goriilmiistiir. Bunun yaninda ayni koloninin 48 saat araliklarla gergeklestirilen iki farkl
sagim veriminin de farkli oldugu, ¢alisilan ¢ogu koloninin sagim veriminin ikinci sagimda

diistiigli gdzlenmistir.
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Elektrostimiilasyon yontemi ile arilardan venom sagimu literatiirde ilk defa rapor
edildigi glinden bu yana, arilar bu yontemle sagildiktan sonra canli kaldiklari, ignelerini
kaybetmedikleri ve normal isleyislerine devam edebildikleri i¢in en giivenli venom sagim
yontemi olarak degerlendirilmektedir (Markovic ve Mollnar, 1954; de Graaf vd., 2021).
Arilarin sokma, sokmaya tesebbiis etme veya sadece kovanin uyarilmasi sonucu bir miktar
da olsa venom kaybettikleri bilinmekte ve bu kaybedilen venomun yenilenerek yerine
konmasi gerekmektedir. Owen (1978)’in ar1 venomu yenilenmesi ile ilgili literatiirde ilk
ornegi olarak gerceklestirdigi calismada, farkli yaslardaki is¢i arilar elektrostimiilasyon ile
tek tek sagilarak, sagimdan sonra degisen siirelerde venom bezlerinde bulunan histamin
miktar1 {izerinden venom yenilenmesi takip edilmistir. Calisma sonucunda arilarin venom
yenilenmesi gerceklestirdigi, deneysel kosullarda venomun maksimum oranda tekrar
sentezlenmesi igin gerekli siirenin 2 giin oldugu ve venom yenilenmesinin is¢i arinin
yasina bagl olarak degisiklik gosterdigi (15 giinliik is¢ilerde maksimum iken, 40 giinliik
iscilerde hi¢ gerceklesmedigi) rapor edilmistir. Ayni zamanda venom yenilenmesinin
hi¢bir zaman kontrol gruplar1 seviyesine gelmedigi, yani tamamen gerceklesmedigi de
belirtilmistir. Ancak yine ayni ¢alismada, bu sonuglarin arilarin venom yenilenmesi igin
kafeslerde su, polen ve bal ile iyi bir sekilde beslenerek bakildigi deneysel kosullarda
alindig1, dogal kosullarda venom yenilenmesi icin gerekli olan bu kaynaklarmn sinirh
olmasi1 veya farkli sebepler ile arilarin stres altinda olmasi sebebiyle miktar, kalite ve hiz
bakimindan ayni sonuglarin alinamayabilecegi vurgulanmistir. Elektriksel stimiilasyon ile
arilardan venom sagiminin venom bezi histolojisi ve protein igerigi iizerindeki etkilerinin
arastirildigi daha kapsamli bir diger ¢calismada 7, 14, 21, 28, 35 ve 40 giinliik isci arilar
elektrik sokundan 0, 24, 48 ve 96 saat sonra dérneklenmistir (Abreu vd., 2000). Bu ¢alisma
sonucunda elektriksel stimiilasyonla sagimi takip eden 96 saat sonra venom bezinde
kontrol gruplarina kiyasla histolojik olarak herhangi bir degisikligin gozlenmedigi ve ayn
zamanda isci arilarin yasindan bagimsiz olarak 96 saat icinde venom protein igeriginin
kontrol seviyelerine ulasmadigi, ¢ok diisiik seviyelerde kaldigi rapor edilmistir. Tez
caligmas1 kapsaminda art arda sagilan bazi kolonilerde venom protein miktarindaki azalig
(Cizelge 4.1.) yukarida 6zetlenen calismalarin ¢iktilariyla desteklendigi iizere literatiir ile
uyumlu goriilmektedir. Kolonilerin venom verimi sagimin yapildigi mevsime, sagimin
gerceklestirildigi saate, kolonideki is¢i ar1 popiilasyonunun dagilimma, kovanda
gelismekte olan yavru miktarma gore degisiklik gosterebildigi i¢in farkli kovanlar

arasindaki protein miktar1 farkliligi anlamlidir. Bunun yaninda literatiirde farkli venom
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sagim cihazlar1 ve ¢alisma gruplarinin rapor ettigi 15, 14 ve 3 giin veya ayda 3 — 4 defa
olmak {izere optimum venom sagim araliklarinin belirtildigi ¢caligmalar mevcuttur (Sanad
ve Mohanny, 2013; Bogdanov, 2016). Yukarida anlatilan diger ¢calismalarin ¢iktilari ile bu
bilgiler bir arada degerlendirildiginde venom veriminin degisiklik gdstermemesi igin
optimal olarak belirtilen bu siirelerin gelismekte olan yavrulardan olusan yeni is¢i arilarin
poplilasyona katilmast sonucu elde edilebilecegi diislinlilmiistiir. Ancak bu konunun
detayli olarak aydinlatilmasi tez calismasi kapsaminda olmayip, farkli bir ¢aligmanin

konusu olarak degerlendirilmistir.

4.2. Arllardan Elde Edilen Ham Venomun Kromatografik Profilinin Belirlenmesi

Tez ¢alismasi kapsaminda elde edilen ham venom 6rnekleri, yontemi ilgili boliimde
detayl1 olarak anlatildig1 sekilde toplam 94 adet farkli ters faz HPLC (RP-HPLC) yontemi
ile bilesenlerine ayrilmistir. Her bir kromatografik ylirliyliste ayn1 kromatografik profil
elde edilmistir. Ham venom profilinin gosterilmesi amaciyla rastgele segilen ID 410 nolu
RP-HPLC yiiriiyilisiine ait kromatogram Sekil 4.3.’de verilmistir. Kromatogramda farkli
alikonma zamanlar1 ile (Rt) birbirinden ayrilan her bir pik bir fraksiyona karsilik
gelmektedir ve her bir fraksiyonun 230 nm’de kaydedilen absorbans degerinin yogunlugu

bu fraksiyonun venomda bulunma miktar1 ile orantilidir.

Kromatografik ayrimlar sirasinda “kolona en az 1 mg ham venom yiiklendiginde
230 nm’deki absorbans1 200 mAU iizerinde kalan” fraksiyonlar major fraksiyonlar olarak
belirlenmistir. Buna gore A.m.anatoliaca ham venomu RP-HPLC ile ayristirildiktan sonra
elde edilen kromatografik profile gore, Sekil 4.3.’de 1’den 11°e kadar isaretlenmis olan 11
adet major fraksiyon belirlenmistir. Sec¢ilen major fraksiyonlarin Apis mellifera
anatoliaca’y1r referans gosterecek sekilde “Ana” olarak isimlendirilmesine karar
verilmistir. Bununla birlikte; kromatogram incelendiginde birbirinden farkli en az 25

fraksiyon bulundugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.3. Apis mellifera anatoliaca ham venomunun 0 — 60 %B metoduyla ayristirilmig RP-HPLC
kromatogrami. Major fraksiyon olarak segilen “Ana” fraksiyonlar kromatogram iizerinde 1’den
11°e kadar numaralandirilarak gosterilmistir.

Major fraksiyonlar 230 nm’deki absorbansin 10 mAU iizerine ¢iktig1 andan andan
itibaren bir tiip icinde toplanmaya baslanmis, maksimum absorbansin alindigi dakikayla

ifade edilen alikonma siiresi ile etiketlenmis ve absorbansin 10 mAU altina diistiigii an
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itibari ile fraksiyonun toplanmasi birakilarak HPLC kolonundan geri toplanmistir. Boylece
her bir fraksiyon peptid karigimi icinden ayrilmistir. Toplanan fraksiyonlarin vakum
konsantratorde ¢oziiciisii uzaklagtirilarak kurutulmustur. Toplanan fraksiyonlardaki protein
miktari, ayrim i¢in kolona yiiklenen peptid karigimi miktar1 gz oniinde bulundurularak,
fraksiyona ait pikin HPLC kromatogramindan elde edilen pik alani hesaplanarak

gerceklestirilmistir.

Literatiirde Apis mellifera ham venomunun RP-HPLC ile bilesenlerine ayrildig:
caligmalar incelendiginde, arilarin 1rki, kullanilan hareketli faz gradienti, kullanilan
kolonlarin 6zellikleri, kolona yiiklenen venom miktari, ayrim siiresi ve akis hiz1 farkli olsa
da hareketli faz olarak %0,1 TFA sulu ¢ozeltisi ve %0,1 TFA asetonitril ¢ozeltisi ve C18
kolonlar kullanilarak gergeklestirilen ayrimlarin kromatogram profillerinde alikonma
stirelerine gore sirastyla apamin, fosfolipaz A2 ve melittine karsilik gelen belirgin 3 adet
pikin varlig1 gézlenmektedir (Kokot ve Matysiak, 2009; Mahmoodzadeh vd., 2015; Sobral,
vd., 2016; Teoh vd., 2017; Frangieh vd., 2019). Tez calismasi kapsaminda elde edilen
kromatogramda da sadece kromatogram profiline bakilarak bu belirgin 3 pikin 1, 9 ve 11
olarak belirtilen fraksiyonlara karsilik gelebilecegi diisiinlilmiis olup literatiir bilgisiyle
uyumlu sonuglar elde edilmistir (Sekil 4.3.). Bunun yaninda, tez ¢alismasi kapsaminda
kullanilan ile neredeyse tamamen ayn1 yontem (0 — 60 %B dogrusal gradient ile 60 dakika
stiresince 1ml/dk. akis hiz1 ve C18 kolon) ile ayristirilmig olan Apis mellifera ham venom
RP-HPLC kromatogram profilleri, tez g¢alismast kapsaminda elde edilen ile
karsilagtirildiginda 6zellikle 15. dakikadan sonra elde edilen piklerin alikonma siireleri ve
rolatif absorbanslart bakimindan olduk¢a yiiksek benzerlik gostermektedir (Sekil 4.3.)
(Mahmoodzadeh, vd., 2015; Zarrinnahad vd., 2018).

Toplamda gergeklestirilen 94 adet RP-HPLC ayrimindan elde edilen verilere gore,
bir sonraki boliimde sebepleri aciklandigi {izere tez c¢alismasi kapsaminda
degerlendirilecek her bir major fraksiyonun venomda bulunma ylizdesi hesaplanmis ve
Sekil 4.4.°de ortalama degerler ortalamanin standart hatasi ile birlikte verilmistir. Buna
gore Ana 11 fraksiyonu %58,1 ve Ana 9 %10,6 ile venomda bulunma yiizdesi en yiiksek
iki fraksiyon olarak belirlenmistir. Bunlart %2,73, %1,42, %1,34, 9%0,90, %0,81ile
sirastyla Ana 5, Ana 7, Ana 10, Ana 6 ve Ana 8 takip etmektedir. Tez caligsmasi
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kapsaminda degerlendirilecek bu 7 fraksiyon ise toplamda ham venomun %75’ini

olusturmaktadir.
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Sekil 4.4. Tez galigmasinin bundan sonraki asamalarinda calismaya devam edilecek major
fraksiyonlari venomda bulunma ytizdesi.

4.3. Ham Venom ve Major Fraksiyonlarin Elektroforetik Profilinin Belirlenmesi

Apis mellifera anatoliaca ham venomunun elektroforetik profili Tris-Glisin SDS-

PAGE yontemi ile belirlenmistir (Sekil 4.5.).

SDS-PAGE ile ayristirilan ham venom profiline bakildiginda 158 — 66,4 kDa
arasinda en az 6, 66,4 — 27 kDa arasinda ise 2’si belirgin olmak iizere 3 farkl farkli protein
bilesen oldugu goriilmektedir (Sekil 4.5.). A.m.lamarcki ve A.m.carnica ham venomlarinin
SDS-PAGE profilleri karsilastirilarak benzerliklerinin arastirildig: bir ¢calismaya gore 66,4
kDa’dan biiylik olan proteinlerin, her iki irkta da ortak olarak bulundugu belirlenen ve

muhtemelen tiim Apis mellifera irklarinda bulunan asit fosfataz ve asit fosfomonoesteraz
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enzimlerine ait olabilecegi diisliniilmektedir (Zalat vd., 2002). 4.m.ligustica ham venomu
ile gergeklestirilen bir diger proteomik c¢aligmaya gore ise tespit edilen venom
toksinlerinden dipeptidilpeptidaz ve karboksilesteraz bu 158 — 66,4 kDa araligindaki
bolgede bulunmaktadir (Li vd., 2013). 66,4 — 27 kDa araliginda gozlenen iki bantin ise
icerdigi karbonhidrat gruplarina gore molekiil agirligt 35 — 53 kDa arasinda degisen
hyaluronidaz ve asit fosfataz enzimlerine ait olabilecegi diisiiniilmektedir (Zalat, vd., 2002;
Li, vd., 2013; Moreno ve Giralt, 2015; Zolfagharian vd., 2015; Teoh, vd., 2017). 27 — 6,5
kDa arasinda goriilen yogun bantlarin molekiil agirlig: literatiirde 14 — 20 kDa aralifinda
belirtilmis olan fosfolipaz A2 enzimi ve 8 — 10 kDa araligindaki proteaz inhibitorii ve
icarapin peptidi veya prekiirsoriine ait olabilecegi diisiiniilmektedir (Zalat, vd., 2002; Li,
vd., 2013; Teoh, vd., 2017; Zidan vd., 2018). Sekil 4.5. incelendiginde ham venomun
biiyiik bir kismini1 6,5 kDa’dan kiigiik protein bilesenlerin olusturdugu goriilmektedir. Bu
bolgede ¢ok yiiksek oranda melittin (2,8 kDa), apamin (5,5 kDa) ve mast hiicresi degraniile
edici peptidin (6 kDa) bulundugu diisiiniilmektedir.

Preten

Marker MO pg
Broad Rasge Ham
(2-212 kD) Vezom

D

A e

Sekil 4.5. Apis mellifera anatoliaca ham venomu SDS-PAGE profili.
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Proteomik analiz tekniklerinin gelismesi ile birlikte yakin zamanda yapilan bir
caligma ile bal arisi ham venomunun igeriginde 102 adet protein ve peptid bilesen
bulundugu belirlenmistir (Van Vaerenbergh, vd., 2014). SDS-PAGE analizinin
¢cozlnilirliigli bu yontemlerle kiyaslanamayacak kadar diisiik oldugundan elektroforetik
profilde ham venom icinde ancak belirli bir yiizdenin iizerinde bulunan peptid ve
proteinlerin analizi gergeklestirilebilmektedir (Carpena vd., 2020). Sonug olarak, bal aris1
venomunun major toksik etkilerinden sorumlu oldugu diisiiniilen kii¢iik molekiiler agirlikli
peptidlerin bal aris1t venomu i¢indeki bulunma miktarmin bir kalite belirteci oldugu goz
onlinde bulundurularak, elde edilen verilerin literatiirdeki Apis mellifera ham venomu
protein jel elektroforez analizleri ile uyumluluk gosterdigi belirlenmistir. (Gajski ve Garaj-

Vrhovac, 2013; Danneels vd., 2015; Sobral, vd., 2016; Abrantes vd., 2017).

Ters faz-HPLC ile elde edilen major fraksiyonlarin safliginin kontrolii ve molekiil
agirhiklarinin - yaklasik  olarak  belirlenmesi  i¢in  de  SDS-PAGE  analizleri
gerceklestirilmistir. Bunun icin ilk olarak klasik Tris-Glisin SDS-PAGE yontemi
kullanilmistir. Ancak bu yontemle ham venomun ayristirilmasinda sonug alinmasina karsin
ham venom fraksiyonlar1 i¢in sonu¢ almamamis, tiim fraksiyonlardaki proteinler
elektroforez sirasinda jelden ¢ikmis veya bant elde edilememistir (Veri gosterilmemistir.).
Bu da fraksiyonlar1 olusturan proteinlerin oldukca kii¢iik molekiiler agirliklt oldugu
konusunda bir 6ngorii saglamistir. Diger yandan ham venom analizi i¢in jele 100 pg
madde yliklenebilirken, fraksiyonlar ¢alisilirken bu miktar ¢ok diisiik oldugundan (5 pg),
jel ve boyama yonteminin ¢oziiniirliigiiniin goriiniir bantlarin elde edilmesi icin yeterli
kalmamis olabilecegi diistintilmiistiir. Kiigiik molekiiler agirlikli protein/peptidleri iceren
ham venom fraksiyonlarinin elektroforetik analizi i¢in daha kiiclik molekiil agirlikli
proteinlerin analizinde kullanilan Tris-Trisin SDS-PAGE yonteminin kullanilmasina karar

verilmistir.

Ham venomun detayli elektroforetik profilinin ¢ikarilmasi amaciyla 60 dakikalik
kromatografik ayrim sirasinda 4’er dakika araliklarla toplanan fraksiyonlar da (F1 — F15)
denatiire edici Tris-Trisin SDS-PAGE ile analiz edilmistir (Sekil 4.6).
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Protein

Marker, Protein

Ultra Marker,

Low Ultra
kDa Range FI F2 F3 F4 FS F6 F7 Low

Range F8 F9 FI0 FI1 FI12 FI3 Fl4 FIS

26.60

17.00 17.00

14.20 14.20

6.50 6.50

3.49 349

1.06

Sekil 4.6. Apis mellifera anatoliaca ham venomundan elde edilen peptid karisiminin kromatografik
ayrimu siiresince her 4 dakikada bir toplanan fraksiyonlarin (F1 — F15) denatiire edici Tris-Trisin
SDS-PAGE goriintiileri. a) Kromatografik ayrimin ilk 28 dakikasina ait 7 fraksiyon (F1 — F7), b)
kromatografik ayrimin son 32 dakikasina ait 8 fraksiyon (F8 — F15). Her bir kuyuya 5 ug
fraksiyon yiiklenmistir.

Elektroforez goriintiisii (Sekil 4.6.) incelendiginde ilk dort fraksiyona ait herhangi
bir protein bandinin bulunmadig: goriilmektedir. Kromatogramin ilk 16 dakikasina denk
gelen bu dort fraksiyonun aymi zamanda Ana 1, 2, 3, 4 olarak belirlenen major
fraksiyonlar1 icerdigi goz Oniinde bulunduruldugunda (Bkz. Sekil 4.3.) Ana 1, 2, 3, 4
olarak isimlendirilen major fraksiyonlarin protein/ peptid olmadigi iizerindeki kaniy1
giiclendirmistir. Bu sebeple, tez ¢alismasinin devam eden asamalarinda bu fraksiyonlar
calismadan c¢ikarilmigtir. F5 fraksiyonuna ait kuyuda goriilen tek bant, alikonma zamani
20. dakika olan Ana 5 major fraksiyonuna ait olup, bu fraksiyonun tek bir proteinden
olusuyor olabilecegi diisiintilmiistiir. F6 fraksiyonuna ait kuyuda da daha yiiksek molekiiler
agirlikli yogunlugu fazla bir bant ile onun altinda daha silik gériinen ikinci bir bant oldugu
belirlenmis ve bunlar Ana 6 ve Ana 7 major fraksiyonlar1 olarak yorumlanmistir. F7
fraksiyonuna ait kuyuda goriilen birden fazla banda bakilarak 24 ile 28 dakikalar arasinda
Ana 8 disinda baska bir fraksiyon goriilmediginden, Ana 8’in birkag farkli peptitten olusan
bir fraksiyon veya alt iiniteleri olan bir protein olabilecegi diisiiniilmiistir. 28 ile 32
dakikalar arasimna ait F8 fraksiyonu kuyusu incelendiginde belirgin olarak 3 bant
goriilmekte ancak kromatogramda bu dakikalar arasinda belirlenen bir major fraksiyon
bulunmamaktadir. Bu bantlarin biiyiik olasilikla kromatogramda 200 mAU altinda kalan
diger fraksiyon veya fraksiyonlara ait olabilecegi sonucuna varilmistir. F9 fraksiyonuna ait

olan kuyuda 3 bant goriilmekte ve kromatograma gore bu sadece Ana 9’a aittir. Ana 9
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fraksiyonunu olusturan birden fazla peptid veya alt iiniteleri olan bir protein olabilecegi
diisiiniilmistiir. F10 fraksiyonuna ait kuyuda bant olmamasi1 kromatogram ile de uyumlu
olarak degerlendirilmistir. F11 fraksiyonunu temsil eden 40-44 dakikalar arasi1 tamamen
Ana 10 ve 11°den olusmaktadir. Elektroforez goriintiisiinde burada tek bir bant goriilmesi
ve bu iki major fraksiyonun kromatogramda da birbirine ¢ok yakin bulunmasi sebebiyle bu
iki major fraksiyonun belki de birbirinin izoformlar1 olan ayni peptid/ proteine ait
olabilecegi diisliniilmiistiir. F12’de goriilen bandin Ana 11 fraksiyonunun devami oldugu,
F13 ve Fl14’de goriilen silik bantlarin da kromatogramdaki major olmayan diger
fraksiyonlara ait oldugu goriilmektedir. 56.dakikadan sonra her iki analizde de goriildiigii

gibi protein bulunmamaktadir.

Yapilan analiz sonrasinda elde edilen profilin daha ileri yorumlanabilmesi amaciyla
denatiire edici jelde bant goriilen fraksiyonlar (F1, 2, 3, 4 ve 15 ¢ikarilmistir) ile non-

denatiire edici Tris-trisin SDS-PAGE analizi yapilmistir (Sekil 4.7.).

Protein

Marker,

Ultra

Low

FS Fé6 F7 F8 F9 FlI0 F11 F12 FI3 FI14 Range
: — kDa
26.60
17.00
14.20
6.50
349
1.06

Sekil 4.7. Apis mellifera anatoliaca ham venomundan elde edilen peptid karisiminin kromatografik
ayrimu siiresince her 4 dakikada bir toplanan protein iceren fraksiyonlarin (F5 — F14) non-denatiire
edici Tris-Trisin SDS-PAGE goriintiileri. Her bir kuyuya 5 pg fraksiyon yiliklenmistir.
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Sekil 4.7. ve Sekil 4.6. karsilastirmali olarak incelendiginde F7, F8 ve F9
fraksiyonlarinin iki jel arasinda farklilik gosterdigi belirlenmistir. Ana 8’e ait oldugu
diisiiniilen F7 fraksiyonuna ait kuyu incelendiginde (Sekil 4.7.) denatiire olmamis hali
26,60 kDa’dan biiyiik bir bilesenin oldugu, bu bilesenin denatiire oldugunda ise 14,20 ile
3,49 kDa arasinda en az iki alt {initeden olustugu belirlenmistir. Benzer sekilde 14,20 kDa
ile 3,49 kDa arasinda belirgin iki bant gozlenen F8 fraksiyonunun denatiire olmayan
halinin 26,60 kDa’dan biiyiik bir bilesene ait oldugu goriilmektedir. Ana 9 fraksiyonuna
karsilik gelen F9 fraksiyonuna ait kuyular incelendiginde ise denatiire edici jelde fazladan
yiiksek molekiiler agirlikli en az 1 bant goriilmesi, bu fraksiyonu olusturan peptidlerden en
az bir tanesinin disiilfit baglar ile birbirine baglanmis alt birimleri oldugunu ve bu alt

birimlerin indirgeyici ajan varliginda oligomerize olabilecegini diislindiirmektedir (Matsui

vd., 2019).

Bundan sonraki hiicre kiiltiir calismalarinda miktar1 fazla oldugu icin ilk
kullanilacak fraksiyonlar olan Ana 9, 10 ve 11 bu defa 3 kat fazla miktarda olmak {izere

denatiire edici Tris-trisin SDS PAGE ile tekrar analiz edilmistir (Sekil 4.8.).
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Sekil 4.8. Major fraksiyon Ana 9, 10 ve 11’in denatiire edici Tricine-SDS PAGE goriintiileri. Her
bir kuyuya 15 pg fraksiyon yiiklenmistir.

Denatiire edici jel Sekil 4.8. incelendiginde her bir fraksiyonun dnceki bulgular ile

ayni sonug verdigi ancak daha belirgin bantlar elde edildigi goriilmustiir.
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4.4. Calisma Kapsaminda Kullanilan Hiicre Hatlarinin Biiyiime Egrisinin Cizilmesi

Hiicre hatlar1 kullanilarak gergeklestirilen in vitro hiice kiiltiirii ¢aligmalarinda,
hiicre hatlar1 oldukga iyi karakterize edilmis ve biiylime kosullar1 detaylica belirlenmis olsa
da stoklanma kosullari, kullanilan besi ortami ve katkilarinin formiilasyonu, markasi,
inkiibasyon kosullart gibi pek cok c¢evresel etkene gore biiylime karakteristiginin
degisebildigi bilinmektedir. Caligmanin ilerleyisi ve sonuglari {izerinde dogrudan etkisi
olacag: i¢in, tez calismasit kapsaminda kullanilacak MDA-MB-231, MCF-7, MCF-10A
hiicre hatlarinin ¢aligma kosullarina 6zgii bliylime karakteristiklerinin belirlenmesi
amaglanarak her birine ait biiyiime egrisi grafikleri ¢izilmistir. Bunun disinda hiicre hatlar
alt kiiltlire aliirken kullanilan baglangic hiicre yogunlugunun da hem hiicre
poplilasyonunun biiyiime karakteristigi hem de hiicreler iizerinde yapilacak uygulamanin,
kullanilacak ilacin etkisini degistirebildigi bilinmektedir. Belirli bir genin gegici olarak
susturulmasinin  anti-proliferatif etkisinin ¢alisildig1 bir c¢alismada hiicre baslangig
yogunluguna bagli olarak anti-proliferatif etkinin goriildiigii ve gerceklestirilecek
calismaya gore optimal hiicre baslangic yogunlugunun belirlenmesi gerektigi rapor
edilmistir (Selli vd., 2016). Bu sebeple, her bir hiicre hatt1 i¢in biiylime egrisi grafikleri,
literatiirde belirtilen ve hiicre bankasinin Onerdigi hiicre yogunluklar1 gbéz Oniinde
bulundurularak farkli baglangi¢ hiicre yogunluklari i¢in olusturulmustur. Bu sekilde hiicre
poptilasyonlarinin ikilenme siireleri (dT) hesaplanmis ve optimum hiicre yogunlugunun

tespit edilmesi amaclanmistir.

Biiyiime egrileri en uzun deney siiresi goz oniinde bulundurularak olusturulmustur.
Olusturulan biiytime egrilerinde, siirekli hiicre hatlar1 i¢in popiilasyonun yeni kiiltiir kabina
aligma siiresi olarak tanimlanan lineer lag fazinin en kisa oldugu, dolayisiyla popiilasyon
bliylime hizinin (k) en yiiksek ve ikilenme siiresinin en kisa oldugu hiicre yogunluklar

optimum olarak degerlendirilmistir.

MDA-MB-231 hiicre hatti i¢in olusturulan biiyiime egrisi (Sekil 4.9.) ve hesaplanan
degerler (Cizelge 4.2.) incelendiginde optimum hiicre yogunlugunun 1 x10* hiicre/kuyu
veya diger bir ifadeyle 3125 x10* hiicre/cm? oldugu goriilmektedir. Optimum hiicre

yogunlugundaki popiilasyon ikilenme siiresi ise 29 saat olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.9. MDA-MB-231 hiicre hattina ait biiylime egrisi grafigi.

Cizelge 4.2. MDA-MB-231 hiicre hattinin farkli baslangi¢ hiicre yogunluklarinda popiilasyon
ikilenme siireleri.

MDA-MB-231

Hiicre sayisi/ kuyu = 0,5x 10*  0,75x10* 1x10* 125x10*  1,5x10* 2x10*

Ikilenme siiresi
(dT) (saat)
R? 0,8161 0,8028 0,899 0,8848 0,8495 0,8809

33,54 28,91 28,74 29,83 29,04 32,07

MCF-7 hiicre hatti i¢in olusturulan biliylime egrisi (Sekil 4.10.) ve hesaplanan
degerler (Cizelge 4.3.) incelendiginde optimum hiicre yogunlugunun 1 x10* hiicre/kuyu
veya diger bir ifadeyle 3125 x10* hiicre/cm? oldugu goriilmektedir. Optimum hiicre

yogunlugundaki popiilasyon ikilenme siiresi ise 32 saat olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.10. MCF-7 hiicre hattina ait biiylime egrisi grafigi.

Cizelge 4.3. MCF-7 hiicre hattinin farkli baglangi¢ hiicre yogunluklarinda popiilasyon ikilenme
stireleri.

MCEF-7

Hiicre sayisi/ kuyu = 0,5x 10*  0,75x10* 1x10* 125x10*  1,5x10* 2x10*
Ikilenme siiresi
(dT) (saat)
R? 0,6554 0,705 0,8667 0,8822 0,8501 0,7893

41,61 37,3 32,01 32,89 33,08 36,26

MCF-10A hiicre hatt1 i¢in olusturulan biliylime egrisi (Sekil 4.11.) ve hesaplanan
degerler (Cizelge 4.4.) incelendiginde optimum hiicre yogunlugunun 1 x10* hiicre/kuyu
veya diger bir ifadeyle 3,125 x10* hiicre/cm? oldugu goriilmektedir. Optimum hiicre

yogunlugundaki popiilasyon ikilenme siiresi ise 29 saat olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.11. MCF-10A hiicre hattina ait biiyiime egrisi grafigi.

Cizelge 4.4. MCF-10A hiicre hattinin farkli baslangi¢ hiicre yogunluklarinda popiilasyon ikilenme
stireleri.

MCF-10A
Hiicre sayisi/ kuyu = 0,25x 10  0,5x10* 0,75x10* 1x10*

Ikilenme siiresi
(dT) (saat)
R? 0,8688 0,9452 0,9974 0,9802

40,38 33,98 29,77 29,13

Denenen hiicre yogunluklar1 ve siireler icin, tez ¢alismasinda kullanilacak tiim
hiicre hatlar1 i¢in optimum yogunlugun ayni oldugu goriilmiistiir. MCF-7 hiicre hatti
poplilasyonunun ise MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicre hatlarina gére 4 saat daha gec

ikilendigi belirlenmistir.

Kanser hiicre hatlarinin in vitro ortamda kiiltiire alindiklarindaki baglangic hiicre
yogunluklarinin popiilasyon ikilenme siiresi lizerine etkisini arastiran bir ¢alismada da

hiicre yogunluguna bagli olarak hiicre biliylime egrisinin motifinin degistigi belirlenmistir.
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Hiicre yogunluguna bagl olarak popiilasyonun eksponansiyel biiylime fazindan 6nceki lag
fazinda gegirilen siirenin degismedigi, ancak popiilasyon ikilenme zamani ve satiirasyon
yogunlugunun etkilendigi; artan hiicre yogunluklarinda bazi hiicre hatlarinin popiilasyon
ikilenme stiresinin arttif1 ve popiilasyonun oliim fazina ¢ok daha kisa siirede girdigi
belirlenmistir (Nakhjavani ve Shirazi, 2017). Tez calismasi kapsaminda ¢izilen biiylime
egrisi grafikleri popiilasyonun satiirasyona ulastigt ve olim fazina girdigi zamanlari
Ozetleyecek siireyi kapsamiyor olsa da, optimum olarak belirlenen yogunluklarin
tizerindeki yogunluklarda literatiir bilgisiyle uyumlu olarak popiilasyon ikilenme

stirelerinin artt1ig1 goriilmektedir.

SRB testi ile biliylime egrisi grafikleri olusturulurken baslangic zaman noktasinda
aliman ol¢iimler ile proliferasyon testi sirasinda ihtiya¢ duyulabilecegi diisiiniilerek elde
edilen OD degerleri ile hiicre sayis1 arasindaki korelasyonu gosteren egriler ¢izilmis ve
korelasyon denklemleri hesaplanarak grafikler iizerinde verilmistir (Sekil 4.12., Sekil

4.13., Sekil 4.14.).

MDA-MB-231

0.5+
0,44
y=01145¢-005-x+0,06610
R? =0.9700

0,34
’5
)

0‘7—.

00 Lo

0,0~ ~r—r—v—r—rrr - - FR——— |

0 5x103 1x104 1,5x104 2x104

Hiicre sayisi

Sekil 4.12. MDA-MB-231 hiicre hattina ait hiicre sayis1 OD korelasyon grafigi ve grafige ait dogru
denklemi.
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Sekil 4.13. MCF-7 hiicre hattina ait hiicre sayisi OD korelasyon grafigi ve grafige ait dogru
denklemi.

MCF10A
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Sekil 4.14. MCF-10A hiicre hattina ait hiicre sayis1 OD korelasyon grafigi ve grafige ait dogru

denklemi.
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4.5. “Ana” Fraksiyonlarin Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi

Notral kirmizisi testiyle Ana 5 ile 11 arasindaki her bir fraksiyon i¢in sitotoksisite
tarama calismas1 gergeklestirilmistir. Ana 1 ile Ana 4 fraksiyonlar1 arasindaki fraksiyonlar
peptid/ protein igermedigi i¢in ¢alismanin ileriki basamaklarinda kullanilmamistir (Bkz.
Boliim 4.3.). Sitotoksisite ¢aligmalar1 kanser hiicre hatlar1 olan MDA-MB-231 ve MCF-7
ile gerceklestirilmis olup bu asamada en yiiksek tolere edilen doz (ETD)’un belirlenmesi

amaglanmistir.

Bir etken maddenin 100 pg/ml konsantrasyonun iizerindeki tedavi edici/ onleyici
etkisinin ¢alisilmasi anlamli olmayacagi i¢in sitotoksisite taramasi i¢in bu konsantrasyonun
altindaki konsantrasyonlar secilmistir (Baer, 2004). Fraksiyonlarin venomda bulunma
yiizdelerinin, dolayisiyla tez ¢aligmasi siiresince elde edilen miktarlarinin ¢ok diisiik olmasi
sebebiyle 100pg/ml konsantrasyon uygulanamamistir. Bunun yerine en yiiksek 50 pg/ml
kullanilarak dozlar 5 kat oranla azaltilmis ve 50, 10, 2 pg/ml fraksiyon konsantrasyonlari

kontrol gruplariyla birlikte sitotoksik etkileri i¢in test edilmistir.

Hiicreler belirlenen optimum konsantrasyonda ekildikten 24 saat sonra ham venom
fraksiyonlarinin degisen dozlarinda uygulama yapilmistir. Biiyiime egrilerine gore, tim
hiicre hatlarinin popiilasyon ikilenme siirelerinin 48 saatten kisa olmasi sebebiyle olasi
etkilerin 48 saat icinde goriilebilecegi belirlendiginden hiicre hatlari ilgili fraksiyonlarla 24
ve 48 saat slireyle inkiibe edilmistir. Uygulama baslangicinda (To) ve her zaman noktasinin
sonunda (T24, Tag) Olglim alinmistir. Her zaman noktasinda alinan veriler kendi ig¢inde
normalize edilerek (Bkz. Denklem 3.3.) canlilik oranlar1 (%) belirlenmistir. Hesaplanan
canlilik oranlarina gore konsantrasyonlara bagli olarak degisen doz-cevap egrileri dogrusal

olmayan regresyon analizi yapilarak olusturulmustur.
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Sekil 4.15. Ana 5 fraksiyonunun MDA-MB-231 hiicre hatt1 iizerindeki sitotoksik etkisi. Ana 5
fraksiyon dozuna bagl olarak a) 24 saat, b) 48 saat sonundaki cevabi gosteren egriler.

Ana$§
200+
Bl 0 pug/ml
P y/
150 2 pg/ml
A ]. I 10 pg/ml
g 100+ 50 pg/ml
o
B
50
()= T T
24 48
Siire (Saat)

Sekil 4.16. Ana 5 fraksiyonunun her bir dozunun 24 ve 48 saat sonunda MDA-MB-231 hiicre hatt1
iizerindeki % canlilik etkisini gosteren bar grafigi.

Sekil. 4.15 ve Sekil 4.16 incelendiginde Ana 5 fraksiyonunun denenen
konsantrasyon araliginda MDA-MB-231 hiicre hatt1 iizerinde canliligin diigmesine sebep
olan sitotoksik bir etkisinin bulunmadig1 goriilmektedir. 24 ve 48 saat sonunda uygulama
gruplarinin kontrol grubu ile karsilagtirilmasi ile gerceklestirilen iki-yonlit ANOVA analizi

sonucunda da gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlenmemistir.
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Sekil 4.17. Ana 5 fraksiyonunun MCF-7 hiicre hatt1 lizerindeki sitotoksik etkisi. Ana 5 fraksiyon
dozuna bagli olarak a) 24 saat, b) 48 saat sonundaki cevabi gosteren egriler.

Ana$
150 =
* ‘|' = () ug/ml
| .
_l_ 2 pg/ml
2 1004 oo s 10 pg/ml
E "V 50 pg/ml
-
S50+
0= T T
24 48
Siire (Saat)

Sekil 4.18. Ana 5 fraksiyonunun her bir dozunun 24 ve 48 saat sonunda MCF-7 hiicre hatti
iizerindeki % canlilik etkisini gosteren bar grafigi.

Sekil. 4.17 incelendiginde Ana 5 fraksiyonunun yalnizca 50 pg/ml konsantrasyonda
uygulandiginda MCF-7 hiicre hatt1 iizerinde canliligin bir miktar diigmesine sebep olan
sitotoksik bir etkisinin bulundugu gériilmektedir. iki-yénliit ANOVA analizi sonucunda 24
saat sonunda canlilik degeri %57,42’ye diisen 50 pg/ml uygulama grubunun kontrol grubu
ile karsilastirilmasi sonucunda goriilen diisiisiin anlamli oldugu (p = 0,0241), ancak 48 saat
sonunda bu iki grubun karsilastirilmasit sonucu goriilen diisiisiin istatistiksel olarak bir

anlam ifade etmedigi belirlenmistir (p = 0,0682) (Sekil 4.18.).
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Sekil 4.19. Ana 6 fraksiyonunun MDA-MB-231 hiicre hatt1 tizerindeki sitotoksik etkisi. Ana 6
fraksiyon dozuna bagl olarak a) 24 saat, b) 48 saat sonundaki cevabi gdsteren egriler.
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Sekil 4.20. Ana 6 fraksiyonunun her bir dozunun 24 ve 48 saat sonunda MDA-MB-231 hiicre hatt1
izerindeki % canlilik etkisini gosteren bar grafigi.

Sekil. 4.19 incelendiginde Ana 6 fraksiyonunun denenen konsantrasyon araliginda
MDA-MB-231 hiicre hatt1 canlilifinin 24 saat i¢inde degismedigi, 48 saat sonunda ise tiim
konsantrasyonlarda bir miktar azaldi§1 goriilmektedir. Iki-yénli ANOVA analizi
sonucunda 48 saat sonunda tiim uygulama gruplarinda yaklasik %85’e diisen canlilik
degerlerinin kontrol grubu ile karsilastirilmas: sonucunda istatistiksel olarak anlamli bir

fark olmadig1 belirlenmistir (Sekil 4.20.).
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Sekil 4.21. Ana 6 fraksiyonunun MCF-7 hiicre hatt1 {izerindeki sitotoksik etkisi. Ana 6 fraksiyon
dozuna bagl olarak a) 24 saat, b) 48 saat sonundaki cevabi gosteren egriler.
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Sekil 4.22. Ana 6 fraksiyonunun her bir dozunun 24 ve 48 saat sonunda MCF-7 hiicre hatti
izerindeki % canlilik etkisini gosteren bar grafigi.

Sekil. 4.21. incelendiginde Ana 6 fraksiyonunun denenen konsantrasyon araliinda
MCF-7 hiicre hatt1 lizerinde 24 saat i¢inde sitotoksik bir etkisinin bulundugu, ancak 48 saat
sonunda bu etkiyi kaybettigi goriilmektedir. iki-yonlii ANOVA analizi sonucunda 24 saat
sonunda 2 pg/ml, 10 pg/ml ve 50 pg/ml uygulama gruplarinda sirastyla %55,25, %69,60,
%359,35’e diisen canlilik degerlerinin kontrol grubu ile karsilastirilmasi sonucunda goriilen

diisiisiin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (p=0,0047, p=0,0258, p=0,0042)
(Sekil 4.22.).
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Sekil 4.23. Ana 7 fraksiyonunun MDA-MB-231 hiicre hatt1 {izerindeki sitotoksik etkisi. Ana 7
fraksiyon dozuna bagl olarak a) 24 saat, b) 48 saat sonundaki cevabi gdsteren egriler.
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Sekil 4.24. Ana 7 fraksiyonunun her bir dozunun 24 ve 48 saat sonunda MDA-MB-231 hiicre hatt1
izerindeki % canlilik etkisini gosteren bar grafigi.

Sekil. 4.23 ve Sekil 4.24 incelendiginde Ana 7 fraksiyonunun denenen
konsantrasyon araliginda MDA-MB-231 hiicre hatti iizerinde canliligin diigmesine sebep
olan sitotoksik bir etkisinin bulunmadig1 goriilmektedir. 24 ve 48 saat sonunda uygulama
gruplarinin kontrol grubu ile karsilagtirilmasi ile gerceklestirilen iki-yonlit ANOVA analizi

sonucunda da gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlenmemistir.
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Sekil 4.25. Ana 7 fraksiyonunun MCF-7 hiicre hatt1 {izerindeki sitotoksik etkisi. Ana 7 fraksiyon
dozuna bagli olarak a) 24 saat, b) 48 saat sonundaki cevabi gdsteren egriler.
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Sekil 4.26. Ana 7 fraksiyonunun her bir dozunun 24 ve 48 saat sonunda MCF-7 hiicre hatti

iizerindeki % canlilik etkisini gosteren bar grafigi.

Sekil. 4.25. ve Sekil 4.26. incelendiginde Ana 7 fraksiyonunun denenen

konsantrasyon araliginda MCF-7 hiicre hatt1 iizerinde canliligin diismesine sebep olan

sitotoksik bir etkisinin bulunmadigi goriilmektedir. 24 ve 48 saat sonunda uygulama

gruplarinin kontrol grubu ile karsilagtirilmasi ile gerceklestirilen iki-yonliit ANOVA analizi

sonucunda da gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlenmemistir.
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Sekil 4.27. Ana 8 fraksiyonunun MDA-MB-231 hiicre hatt1 {izerindeki sitotoksik etkisi. Ana 8
fraksiyon dozuna bagl olarak a) 24 saat, b) 48 saat sonundaki cevabi gdsteren egriler.
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Sekil 4.28. Ana 8 fraksiyonunun her bir dozunun 24 ve 48 saat sonunda MDA-MB-231 hiicre hatti
izerindeki % canlilik etkisini gosteren bar grafigi.

Sekil. 4.27. incelendiginde Ana 8 fraksiyonunun yalmizca 50 pg/ml
konsantrasyonda uygulandiginda MDA-MB-231 hiicre hatt1 iizerinde canliligin 24 saat
sonunda bir miktar diismesine sebep olan sitotoksik bir etkisinin bulundugu ancak 48 saat
sonunda bu etkinin kayboldugu gériilmektedir. Iki-yoénlii ANOVA analizi sonucunda 24
saat sonunda canlilik degeri %55,49’a diisen 50 pg/ml uygulama grubunun kontrol grubu
ile karsilastirilmast sonucunda goriilen diisiisiin istatistiksel olarak anlamli oldugu

belirlenmistir (p = 0,0301) (Sekil 4.28.).
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Sekil 4.29. Ana 8 fraksiyonunun MCF-7 hiicre hatt1 {izerindeki sitotoksik etkisi. Ana 8 fraksiyon
dozuna bagl olarak a) 24 saat, b) 48 saat sonundaki cevabi gosteren egriler.
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Sekil 4.30. Ana 8 fraksiyonunun her bir dozunun 24 ve 48 saat sonunda MCF-7 hiicre hatti
izerindeki % canlilik etkisini gosteren bar grafigi.

Sekil. 4.29. incelendiginde Ana 8 fraksiyonunun denenen konsantrasyon araliinda
MCF-7 hiicre hatt1 lizerinde 24 ve 48 saat sonunda canlilifin bir miktar diigmesine sebep
olan sitotoksik bir etkisinin bulundugu goriilmektedir. Iki-yonlii ANOVA analizi
sonucunda 48 saat sonunda canlilik degeri %64,54 e diisen 50 pg/ml uygulama grubunun
kontrol grubu ile karsilastirilmasi sonucunda goriilen diisiisiin istatistiksel olarak anlaml

oldugu (p = 0,0136) ancak 24 saat i¢inde anlamli bir fark olmadigi belirlenmistir (Sekil
4.30.).
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Sekil 4.31. Ana 9 fraksiyonunun MDA-MB-231 hiicre hatt1 iizerindeki sitotoksik etkisi. Ana 9
fraksiyon dozuna bagl olarak a) 24 saat, b) 48 saat sonundaki cevabi gosteren egriler.
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Sekil 4.32. Ana 9 fraksiyonunun her bir dozunun 24 ve 48 saat sonunda MDA-MB-231 hiicre hatti
iizerindeki % canlilik etkisini gosteren bar grafigi.

Sekil. 4.31. incelendiginde Ana 9 fraksiyonunun konsantrasyona bagimli olarak
MDA-MB-231 hiicre hatt1 iizerinde canlili§in diigsmesine sebep olan sitotoksik bir etkisinin
bulundugu gériilmektedir. Iki-yonlii ANOVA analizi sonucunda 24 ve 48 saat sonunda
canlilik degerleri sirasiyla %50,03 ve %54,12°ye diisen 50 pg/ml uygulama grubunun
kontrol grubu ile karsilastirilmas1 sonucunda goriilen diisiisiin istatistiksel olarak anlaml

oldugu belirlenmistir (sirastyla p = 0,0160 ve p = 0,0046) (Sekil 4.32.).
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Sekil 4.33. Ana 9 fraksiyonunun MCF-7 hiicre hatt1 lizerindeki sitotoksik etkisi. Ana 9 fraksiyon
dozuna bagli olarak a) 24 saat, b) 48 saat sonundaki cevabi gdsteren egriler.
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Sekil 4.34. Ana 9 fraksiyonunun her bir dozunun 24 ve 48 saat sonunda MCF-7 hiicre hatti
iizerindeki % canlilik etkisini gosteren bar grafigi.

Sekil. 4.33. incelendiginde Ana 9 fraksiyonunun konsantrasyona bagimli olarak
MCF-7 hiicre hatt1 ilizerinde canliligin diismesine sebep olan sitotoksik bir etkisinin
bulundugu gériilmektedir. iki-yonliit ANOVA analizi sonucunda 24 saat sonunda 2 pg/ml,
10 pg/ml ve 50 pg/ml Ana 9 uygulanan gruplarin canlilik degerleri sirasiyla %74,79,
%74,07, %54,89 olarak ve 48 saat sonunda sirasiyla %65,57, %57,63 ve %47,09 olarak

belirlenmis olup bu uygulama gruplarinin kontrol grubu ile karsilagtirilmasi sonucunda
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goriilen diislislin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (24 saat sirasiyla: p =

0,0014, p = 0,0011, p < 0,0001) (48 saat sirasiyla: p < 0,0001, p < 0,0001, p < 0,0001)
(Sekil 4.34.).
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Sekil 4.35. Ana 10 fraksiyonunun MDA-MB-231 hiicre hatt1 iizerindeki sitotoksik etkisi. Ana 10
fraksiyon dozuna bagl olarak a) 24 saat, b) 48 saat sonundaki cevabi gosteren egriler.
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Sekil 4.36. Ana 10 fraksiyonunun her bir dozunun 24 ve 48 saat sonunda MDA-MB-231 hiicre
hatt1 iizerindeki % canlilik etkisini gosteren bar grafigi.

Sekil. 4.35. incelendiginde Ana 10 fraksiyonunun konsantrasyona bagimli olarak
MDA-MB-231 hiicre hatt1 iizerinde canlilifin diismesine sebep olan sitotoksik bir etkisinin

bulundugu gériilmektedir. iki-yonliit ANOVA analizi sonucunda 24 saat sonunda 2 pg/ml,
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10 pg/ml ve 50 pg/ml Ana 10 uygulanan gruplarin canlilik degerleri sirasiyla %67,02,
%45,10, %23,31 olarak ve 48 saat sonunda sirasiyla %73,72, %60,84 ve %21,79 olarak
belirlenmis olup bu uygulama gruplarinin kontrol grubu ile karsilagtirilmasi sonucunda
goriilen diislislin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (24 saat sirasiyla: p =
0,0367, p = 0,0004, p < 0,0001) (48 saat sirasiyla: p = 0,0088, p = 0,0006, p < 0,0001)
(Sekil 4.36.).
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Sekil 4.37. Ana 10 fraksiyonunun MCF-7 hiicre hatt1 lizerindeki sitotoksik etkisi. Ana 10 fraksiyon
dozuna bagl olarak a) 24 saat, b) 48 saat sonundaki cevabi gosteren egriler.
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Sekil 4.38. Ana 10 fraksiyonunun her bir dozunun 24 ve 48 saat sonunda MCF-7 hiicre hatti
izerindeki % canlilik etkisini gosteren bar grafigi.
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Sekil. 4.37. incelendiginde Ana 10 fraksiyonunun konsantrasyona bagimli olarak
MCF-7 hiicre hatt1 tlizerinde canliligin diismesine sebep olan sitotoksik bir etkisinin
bulundugu gériilmektedir. Iki-ydnlii ANOVA analizi sonucunda 24 saat sonunda 2 pg/ml,
10 pg/ml ve 50 pg/ml Ana 10 uygulanan gruplarin canlilik degerleri sirasiyla %64,42,
%68,82, %64,90 olarak ve 48 saat sonunda sirasiyla %38,88, %54,07, %60,03 olarak
belirlenmis olup bu uygulama gruplarinin kontrol grubu ile karsilagtirilmasi sonucunda
goriilen diisiisiin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (24 ve 48 saatlere ait tiim

karsilagtirmalar i¢in p <0,0001) (Sekil 4.38.).
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Sekil 4.39. Ana 11 fraksiyonunun MDA-MB-231 hiicre hatt1 iizerindeki sitotoksik etkisi. Ana 11
fraksiyon dozuna bagli olarak a) 24 saat, b) 48 saat sonundaki cevabi gdsteren egriler.

Sekil. 4.39. incelendiginde Ana 11 fraksiyonunun konsantrasyona bagimli olarak
MDA-MB-231 hiicre hatt1 iizerinde canlilifin 6nemli o6l¢iide diismesine sebep olan
sitotoksik bir etkisinin bulundugu gériilmektedir. iki-yénliit ANOVA analizi sonucunda 24
saat sonunda 2 pg/ml, 10 pg/ml ve 50 pg/ml Ana 11 uygulanan gruplarin canlilik degerleri
strastyla %44,97, %21,92, %23,69 olarak ve 48 saat sonunda sirasiyla %51,11, %24,66,
%20,01 olarak belirlenmis olup bu uygulama gruplarinin kontrol grubu ile karsilagtiritlmasi
sonucunda goriilen diislislin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (24 saat
strastyla: p = 0,0019, p <0,0001, p < 0,0001) (48 saat sirasiyla: p = 0,0005, p < 0,0001, p <
0,0001) (Sekil 4.40.).
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Sekil 4.40. Ana 11 fraksiyonunun her bir dozunun 24 ve 48 saat sonunda MDA-MB-231 hiicre
hatt1 lizerindeki % canlilik etkisini gosteren bar grafigi.
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Sekil 4.41. Ana 11 fraksiyonunun MCF-7 hiicre hatt1 lizerindeki sitotoksik etkisi. Ana 11 fraksiyon
dozuna bagli olarak a) 24 saat, b) 48 saat sonundaki cevabi gosteren egriler.
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Sekil 4.42. Ana 11 fraksiyonunun her bir dozunun 24 ve 48 saat sonunda MCF-7 hiicre hatti
izerindeki % canlilik etkisini gosteren bar grafigi.

Sekil. 4.41. incelendiginde Ana 11 fraksiyonunun konsantrasyona bagimli olarak
MCF-7 hiicre hatt1 iizerinde canliligin diismesine sebep olan sitotoksik bir etkisinin
bulundugu gériilmektedir. iki-yonliit ANOVA analizi sonucunda 24 saat sonunda 2 pg/ml,
10 pg/ml ve 50 pg/ml Ana 11 uygulanan gruplarin canlilik degerleri sirasiyla %63,45,
%61,75, %19,78 olarak ve 48 saat sonunda sirasiyla %36,41, %50,24, %37,44 olarak
belirlenmis olup bu uygulama gruplarinin kontrol grubu ile karsilagtirilmasi sonucunda
goriilen diislislin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (24 saat sirasiyla: p =
0,0034, p = 0,0024, p < 0,0001) (48 saat sirasiyla: p < 0,0001, p = 0,0002, p < 0,0001)
(Sekil 4.42.).

Sekil 4.15. — Sekil 4.42. arasinda ayrintili olarak acgiklanan verilere bakildiginda
Ana 5 ve 6 fraksiyonunun MDA-MB-231 hiicre hatt1 {izerinde sitotoksik bir etkisinin
bulunmadigr goriilmektedir. Bunun yaninda MCF-7 hiicre hattinin 50 pg/ml
konsantrasyonda canliliginda anlamli bir diislis goriilmesi sebebiyle Ana 5 ve Ana 6
fraksiyonlarinin toksik etkisine daha hassas oldugu sdylenebilmektedir. Ana 7 fraksiyonu
denenen konsantrasyonlarda her iki hiicre hatt1 iizerinde de sitotoksik etki gdstermemistir.
Ana 8 fraksiyonu MDA-MB-231 hiicre hatt1 iizerinde ilk 24 saat i¢inde 50 pg/ml
konsantrasyonda canlilik iizerinde anlamli bir diisiise sebep olmus, MCF-7 hiicre hattinda

ise benzer etki 48 saat sonunda gozlenmistir. Ana 9 fraksiyonunun sadece 50 pg/ml
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konsantrasyonunun MDA-MB-231 hiicre hatt1 {izerinde anlamli bir toksik etkisi
goriilirken, MCF-7 hiicre hattinda ise denenen tiim konsantrasyonlarda, konsantrasyona
bagimli bir sekilde canliligin azaldig belirlenmistir. Bu da MCF-7 hiicre hattinin Ana 9
fraksiyonunun sitotoksik etkisine daha hassas olabilecegini diisiindiirmektedir. Bunun
aksine Ana 10 fraksiyonu MDA-MB-231 hiicre hatt1 {izerinde denenen tiim
konsantrasyonlarda, konsantrasyona bagli bir sekilde canliligi azaltmistir. MCF-7 hiicre
hattinda da ayni etki goriilse de % canlilik degerleri diger hiicre hattina kiyasla daha
fazladir. Dolayisiyla bu veriler MDA-MB-231 hiicre hattinin Ana 10 fraksiyonunun
sitotoksik etkisine diger hiicre hattina kiyasla daha hassas olabilecegini diistindiirmektedir.
Ana 11 fraksiyonunun etkisi incelendiginde, her iki hiicre hatt1 lizerinde konsantrasyona
bagli olarak canliligin azaldigi goriilmiistiir. Ancak % canlilik degerleri incelendiginde
MDA-MB-231 hiicre hattinin 10 pg/ml konsantrasyonda uygulamaya daha hassas oldugu

belirlenmistir.

Bu asamada her bir fraksiyonun kullanilan hiicreler i¢in toksik siirmnin diger bir
ifadeyle en yiiksek tolere edilen doz (ETD)’un belirlenmesi amaglanmistir. Yukarida
aciklandig1 lizere canlilikta bir miktar azalmaya sebep olan ancak canlilig1 %50 nin altina
diisiirmeyen konsantrasyonlar tolere edilebilir olarak kabul edilmistir. Bu dogrultuda her
iki hiicre hatt1 icin de %50 ve lizeri canlilik degeri ETD olarak kabul edilerek Cizelge
4.5.”deki gibi belirlenmistir.

Cizelge 4.5. Sitotoksisitesi degerlendirilen ham venom fraksiyonlarimin zamana ve hiicre hattina
bagli olarak belirlenen ETD degerleri.

ETD (pg/ml)
Fraksiyon 24 saat 48 saat
MDA-MB-231 MCF-7 MDA-MB-231 MCF-7
Ana 5 50 50 50 50
Ana 6 50 50 50 50
Ana 7 50 50 50 50
Ana 8 50 50 50 50
Ana9 50 50 50 50
Ana 10 10 10 50 50

Ana 1l 2 2 10 10
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4.6. “Ana” Fraksiyonlarin Anti-proliferatif Etkisinin Belirlenmesi

Hiicre canliligt ve hiicre proliferasyonu birbirinden ayri iki konsept olarak
degerlendirilmektedir. Bir 6nceki asamada gerceklestirilen sitotoksisite deneyleri ile hiicre
popiilasyonunda bulunan canli hiicreler belirlendiginden bu yéntemi kullanmanin amaci
varsa toksik doz smirmin belirlenmesidir. Ancak canli olan her hiicre prolifere
olmadigindan hiicre proliferasyonu iizerindeki etkinin ayrica degerlendirilmesi
gerekmektedir. Tez ¢alismasinin bu asamasinda, Ana 5 ile 11 arasindaki fraksiyonlarin
hiicre popiilasyonu {iizerinde toksik etki yaratmayan en yiikksek dozlar1 (ETD) ve bu
dozlarin 5-kat diliie edilmis alt dozlarinin anti-proliferatif etkisi SRB testi ile

arastirilmastir.

Kanser hiicre hatlar1t MDA-MB-231 ve MCF-7 optimum konsantrasyonda kiiltilire
alindiktan 24 saat sonra Ana fraksiyonlarin ilgili dozlar1 uygulanmistir (To). Bunu takip
eden 24 (T24) ve 48 (T4g) saat sonunda 510 nm dalga boyunda elde edilen OD degerlerinin
doza bagimli olarak degisimini gosteren grafikler, dogrusal olmayan regresyon analizi ile
olusturulmustur. Ayn1 zamanda etkin olan her bir fraksiyon ve her bir zaman noktas1 (T)
icin ayrica olmak iizere Glso, TGI ve LCso degerleri hesaplanmistir (Bkz. Denklem 3.4.,

3.5., 3.6.). Bu hesaplamalarin gerceklestirilebilmesi i¢in elde edilen veriler normalize

edilmemistir.
Ana 5 Ana s
a) 24 saat b) 48 sant
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Sekil 4.43. Ana 5 fraksiyonunun MDA-MB-231 hiicre hatt1 tizerindeki anti-proliferatif etkisi. Ana
5 fraksiyon konsantrasyonuna bagli olarak a) 24 saat, b) 48 saat sonundaki cevabi gosteren egriler.
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Sekil 4.44. Ana 5 fraksiyonunun MCF-7 hiicre hatt1 {izerindeki anti-proliferatif etkisi. Ana 5
fraksiyon konsantrasyonuna bagli olarak a) 24 saat, b) 48 saat sonundaki cevabi gdsteren egriler.

Sekil 4.43. ve Sekil 4.44. incelendiginde Ana 5 fraksiyonunun denenen

konsantrasyon araligi ve siirelerde iki hiicre hatt1 {izerinde de anti-proliferatif etki

gostermedigi goriilmektedir.

Ana 6 Ana 6
a) 24 saat b) 48 saat
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Sekil 4.45. Ana 6 fraksiyonunun MDA-MB-231 hiicre hatt1 {izerindeki anti-proliferatif etkisi. Ana
6 fraksiyon konsantrasyonuna bagli olarak a) 24 saat, b) 48 saat sonundaki cevabi gdsteren egriler.
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Sekil 4.46. Ana 6 fraksiyonunun MCF-7 hiicre hatt1 {izerindeki anti-proliferatif etkisi. Ana 6
fraksiyon konsantrasyonuna bagli olarak a) 24 saat, b) 48 saat sonundaki cevabi gdsteren egriler.

Sekil 4.45. ve Sekil 4.46. incelendiginde Ana 6 fraksiyonunun denenen

konsantrasyon araligi ve siirelerde iki hiicre hatt1 {izerinde de anti-proliferatif etki

gostermedigi goriilmektedir.
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Sekil 4.47. Ana 7 fraksiyonunun MDA-MB-231 hiicre hatt1 {izerindeki anti-proliferatif etkisi. Ana
7 fraksiyon konsantrasyonuna bagli olarak a) 24 saat, b) 48 saat sonundaki cevabi gdsteren egriler.
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Sekil 4.48. Ana 7 fraksiyonunun MCF-7 hiicre hatt1 {izerindeki anti-proliferatif etkisi. Ana 7
fraksiyon konsantrasyonuna bagli olarak a) 24 saat, b) 48 saat sonundaki cevabi gdsteren egriler.

Sekil 4.47. ve Sekil 4.48. incelendiginde
konsantrasyon araligi ve siirelerde iki hiicre hatti

gostermedigi goriilmektedir.

Ana 7 fraksiyonunun denenen

tizerinde de anti-proliferatif etki
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Sekil 4.49. Ana 8 fraksiyonunun MDA-MB-231 hiicre hatt1 {izerindeki anti-proliferatif etkisi. Ana
8 fraksiyon konsantrasyonuna bagl olarak a) 24 saat, b) 48 saat sonundaki cevabi gdsteren egriler.
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Sekil 4.50. Ana 8 fraksiyonunun MCF-7 hiicre hatt1 {izerindeki anti-proliferatif etkisi. Ana 8
fraksiyon konsantrasyonuna bagli olarak a) 24 saat, b) 48 saat sonundaki cevabi gdsteren egriler.

Sekil 4.49. ve Sekil 4.50. incelendiginde Ana 8 fraksiyonunun denenen

konsantrasyon araligi ve siirelerde iki hiicre hatt1 {izerinde de anti-proliferatif etki

gostermedigi goriilmektedir.
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Sekil 4.51. Ana 9 fraksiyonunun MDA-MB-231 hiicre hatt1 {izerindeki anti-proliferatif etkisi. Ana
9 fraksiyon konsantrasyonuna bagli olarak a) 24 saat, b) 48 saat sonundaki cevabi gdsteren egriler.
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Sekil 4.52. Ana 9 fraksiyonunun MCF-7 hiicre hatt1 {izerindeki anti-proliferatif etkisi. Ana 9
fraksiyon konsantrasyonuna bagli olarak a) 24 saat, b) 48 saat sonundaki cevabi gdsteren egriler.

Sekil 4.51. ve Sekil 4.52. incelendiginde Ana 9 fraksiyonunun denenen

konsantrasyon araligi ve siirelerde iki hiicre hatt1 {izerinde de anti-proliferatif etki

gostermedigi goriilmektedir.
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Sekil 4.53. Ana 10 fraksiyonunun MDA-MB-231 hiicre hatt1 iizerindeki anti-proliferatif etkisi. Ana
10 fraksiyon konsantrasyonuna bagli olarak a) 24 saat, b) 48 saat sonundaki cevabi gosteren

egriler.
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Sekil 4.54. Ana 10 fraksiyonunun MCF-7 hiicre hatt1 iizerindeki anti-proliferatif etkisi. Ana 10
fraksiyon konsantrasyonuna bagli olarak a) 24 saat, b) 48 saat sonundaki cevabi gdsteren egriler.

Sekil 4.53. ve Sekil 4.54. incelendiginde Ana 10 fraksiyonunun denenen
konsantrasyon aralig1 ve siirelerde hem MDA-MB-231 hem de MCF-7 hiicre hatti {izerinde

anti-proliferatif etki gosterdigi belirlenmistir.
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Sekil 4.55. Ana 11 fraksiyonunun MDA-MB-231 hiicre hatt1 iizerindeki anti-proliferatif etkisi. Ana

11 fraksiyon konsantrasyonuna bagli olarak a) 24 saat, b) 48 saat sonundaki cevabi gosteren
egriler.



101

a) b)

Ana 1l Ana Il
24 saat 48 saat
1.0+ 1.0+
0,84 05+
s 0,64 e (.64
:v. AV- i ] 1
= i - \
~ A4 ] \ ~ (044 |
\ |
: |
024 02+ |
ln
0.0 T T T g ] 0.0 T T Y 1
-6 -4 -2 0 2 £ -4 -2 0 2
log| Doz (ug/ml)| log| Doz (ug/ml)|

Sekil 4.56. Ana 11 fraksiyonunun MCF-7 hiicre hatt1 iizerindeki anti-proliferatif etkisi. Ana 11
fraksiyon konsantrasyonuna bagli olarak a) 24 saat, b) 48 saat sonundaki cevabi gdsteren egriler.

Sekil 4.55. ve Sekil 4.56. incelendiginde Ana 11 fraksiyonunun denenen
konsantrasyon aralig1 ve siirelerde hem MDA-MB-231 hem de MCF-7 hiicre hatti {izerinde

anti-proliferatif etki gosterdigi belirlenmistir.

Cizelge 4.6. Ana 10 fraksiyonu i¢in farkli zaman noktalarinda farkli hiicre hatlar1 i¢in hesaplanan
onciil Glso, TGI ve LCso degerleri.

24 saat 48 saat
Hiicre hatt1 Glso TGI LCso Glso TGI LCso
pg/ml pg/ml
MDA-MB-231 18,88 30,48 42,09 12,31 26,32 40,34
MCEF-7 22,18 33,76 45,35 9,74 25,80 41,87
Sekil 4.45. — Sekil 4.56. arasindaki grafiklerle Ozetlenen Onciil sonuglar

incelendiginde, sadece Ana 10 ve 11 fraksiyonlarimin anti-proliferatif etkisi
belirlenebilirken, diger fraksiyonlar i¢in denenen konsantrasyon araliklarinda bu etkiyi
belirlemek miimkiin olmamistir. Bu fraksiyonlarin ham venom i¢indeki yiizdesinin
oldukc¢a diisiik olmas1 ve denenen doz araliginda etki goriilmemesi sebebiyle ¢aligmanin
devaminda bu fraksiyonlarin ¢alismadan c¢ikarilmasina karar verilmistir. Bu dogrultuda
etkin fraksiyon olarak belirlenen sadece Ana 10 ve 11 fraksiyonlar1 igin hiicre
poplilasyonunun biiylimesini inhibe eden dozlar hesaplanarak sirasiyla Cizelge 4.6. ve

4.7.’de verilmistir.
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Bir diger yandan Sekil 4.15. ve 4.32. arasinda verilen grafikler ile bu bolim
kapsaminda sunulan grafikler karsilagtirildiginda Ana 9 fraksiyonunda yiiksek oranda Ana
5, 6, 8 fraksiyonlarinda ise daha diisiik oranlarda sitotoksik etki goriilmesine ragmen bu
fraksiyonlarda anti-proliferatif etkinin gdzlenmemesi, literatiirde siklikla birbiri yerine
yanlig olarak kullanilan bu iki fenomenin birbirinden ayr1 oldugu gergegini
desteklemektedir. Basit bir vital boya taramasi ile gergeklestirilen, popiilasyondaki
hiicrelerin yarisinin 6liimiinii degerlendiren sitotoksisite testi ile uygulanan maddenin
popiilasyon biiylimesini durduran sitostatik etkisini degerlendiren proliferasyon testinin

birbirinden ayrildig1 gdsterilmistir.

Cizelge 4.6. incelendiginde MDA-MB-231 hiicre hattinin MCF-7 hiicre hattina
gore Ana 10 peptidinin anti-proliferatif etkisine ilk 24 saat i¢ine daha hassas oldugu, ancak
uygulamanin 48 saate devam etmesi durumunda MCF-7’nin diger hiicre hattina kiyasla
daha hassas ozellik kazandig1 goriilmektedir. Bunun yaninda her iki hiicre hattinda da

uygulama siiresinin uzamasi Glso, TGI ve LCso degerlerinin diismesine sebep olmustur.

Cizelge 4.7. Ana 11 fraksiyonu i¢in farkli zaman noktalarinda farkli hiicre hatlar1 i¢in hesaplanan
onciil Glso, TGI ve LCso degerleri.

24 saat 48 saat
Hiicre hatt1 Glso TGI LCso Glso TGI LCso
pg/ml pg/ml
MDA-MB-231 5,04 7,53 10,03 2,61 5,40 8,19
MCF-7 6,60 10,16 13,71 4,48 6,83 9,17

Cizelge 4.7. incelendiginde MDA-MB-231 hiicre hattinin MCF-7 hiicre hattina
gore Ana 10 peptidinin anti-proliferatif etkisine hem 24 hem de 48 saat i¢inde daha hassas
oldugu goriilmektedir. Bunun yaninda her iki hiicre hattinda da uygulama siiresinin

uzamasi Glso, TGI ve LCso degerlerinin diismesine sebep olmustur.

Ana 10 ve 11 fraksiyonlari i¢in hesaplanan Glso degerleri karsilastirildiginda Ana
11’in digerine kiyasla daha etkili olmas1 ve ham venomda bulunma yiizdesinin ¢ok yiiksek

olmasi sebebiyle tez calismasina bu fraksiyonla devam edilmesine karar verilmistir.
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4.7. Ana 11 Fraksiyonunun Anti-proliferatif Etkisinin Belirlenmesi

Tez ¢alismasinin bu asamasinda c¢alismaya devam edilecek Ana 11 fraksiyonunun
etkisinin daha kesin bir sekilde hesaplanabilmesi i¢in denenen konsantrasyon araliklar1 2
kat dillisyonlar olacak sekilde daraltilmig ve 0,5, 1, 2, 4, 8 pg/ml Ana 11 fraksiyonu 24 ve
48 saat siireyle hiicre hatlarina uygulanmigtir. Ayn1 zamanda Ana 11 fraksiyonunun anti-
proliferatif etki ¢alismalart 5 teknik ve 5 biyolojik replika olacak sekilde artirilarak
tamamlanmigtir. Ana 11 fraksiyonunun MCF-10A {izerindeki anti-proliferatif etkisi, MCF-
10A hiicre hattinin, zaman, besi ortami katkilar1 ve kiiltiir kosullar1 bakimindan kiiltiiri
zorlu olan bir hiicre hatt1 olmasi sebebiyle doz-cevap ¢alismalariin son basamagi olarak

degerlendirilmistir.

Tiim tekrarlara ait sonuglar normalize edilerek birlestirilmis ve her bir hiicre hatt1
icin doz-cevap egrileri dogrusal olmayan regresyon analizi ile olusturulmustur. Her bir
egrininin denkleminden biiylime inhibisyon dozlar1 olan Glso, Gloo ve Glio dozlari,
GraphPad Prism yazilimi ile belirlenmistir (Cizelge 4.8.). Boylelikle, bu asamada
belirlenen dozlara gore takip eden is paketlerinde kullanilacak dozlarin belirlenmesi
amaclanmistir. Calismalara Glso dozunun altinda ve Glio dozunun iizerinde olan dozlarla

devam edilmesine karar verilmistir.

Cizelge 4.8. Ana 11 fraksiyonunun tez c¢aligmasinda kullanilan tiim hiicre hatlar1 iizerindeki anti-
proliferatif etkisini belirtilen Glo, Glso, Gloo degerleri.

24 saat 48 saat
Hiicre hatt1 Glio Glso Gloo Glio Glso Gloo
pg/ml pg/ml
MDA-MB-231 2,60 3,46 4,61 1,67 2,37 3,38
MCF-7 2,90 4,55 7,15 2,61 3,98 6,08

MCF-10A 0,97 4,95 25,34 1,14 3,01 7,95
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Sekil 4.57 Ana 11 fraksiyonunun MDA-MB-231 hiicre hatt1 iizerinde a) 24 saat ve b) 48 saat
sonundaki etkisinin norrmalize edilmis veriler ile olusturulmus doz-cevap grafigi.
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Sekil 4.58. Ana 11 fraksiyonunun MCF-7 hiicre hatt1 iizerinde a) 24 saat ve b) 48 saat sonundaki
etkisinin norrmalize edilmis veriler ile olusturulmus doz-cevap grafigi.
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Sekil 4.59. Ana 11 fraksiyonunun MCF-10A hiicre hatt1 iizerinde a) 24 saat ve b) 48 saat sonundaki
etkisinin norrmalize edilmis veriler ile olusturulmus doz-cevap grafigi.



107

Sekil 4.57., Sekil 4.58. ve Sekil 4.59. ile Cizelge 4.8. birlikte incelendiginde, artan
Ana 11 fraksiyonu konsantrasyonlar1 karsisinda MDA-MB-231, MCF-7 ve MCF-10A
hiicre hatlarinin proliferasyonunun doza ve zamana bagli olarak inhibe oldugu
goriilmektedir. Hiicre popiilasyonunun %50’sinin biiyiimesini inhibe eden Glso degerleri
birbiriyle karsilastirildiginda ise Ana 11 fraksiyonunun etkisinin her bir hiicre hatt1 i¢in
farkli oldugu goriilmektedir. Fraksiyonun etkisine en hassas olan hiicre hattinin her iki
zaman noktasi icin de MDA-MB-231 oldugu belirlenmistir. Bunu ilk 24 saat i¢in sirasiyla
MCF-7 ve MCF-10A hiicre hatlar1 takip etmektedir. Ancak 48 saat sonunda MCF-10A
hiicre hattinin MCF-7’ye gore daha hassas oldugu goriilmektedir.

Ana 11 fraksiyonunun {iglii negatif 6zellikte ve metastatik karakterdeki MDA-MB-
231 hiicre hatt1 iizerinde diger meme kanser hiicre hattina ve normal meme epitel hiicre
hattina kiyasla daha etkili olmasi kanser {izerindeki olas1 terapdtik etkisi agisindan umut

vaat edici bulunmaktadir.

4.8. Ana 11 Fraksiyonunun Safliginin Belirlenmesi

Ham ar1 venomunun RP-HPLC ile farksiyonlarina ayrilmasi sonucu elde edilen
Ana 11 fraksiyonunun proliferasyon iizerindeki etkisinin denenen konsantrasyon araliginda
etkin goriilmesi nedeni ile ve caligmanin ilerleyen basamaklarinda gergeklestirilecek
biyolojik aktivite ¢alismalarinda saf bir peptidin kullanilmasi amaci ile bu fraksiyonun ileri
saflagtirma caligmalar1 gerceklestirilmistir. Bu amagla ilk olarak 10-50 %D gradient ayrim
metoduyla 40 dakika boyunca 1,5 ml/dk akis hiziyla katyon degisim kromatografisi
yapilmistir. Kromatografik ayrim sonucunda 40 dakika i¢inde herhangi bir fraksiyon elde
edilememistir (veri gosterilmemistir). Ancak akis hizi sabit tutularak D gradientinin
artmasina izin verilerek kolon yikanmaya devam edilmistir. Boylece 40 + 9. dakikada
kolona yiiklenen Ana 11 fraksiyonu yine tek bir fraksiyon olarak elde edilmistir (Sekil
4.60.).
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Sekil 4.60. Ana 11 fraksiyonunun katyon degisim HPLC kromatograma.

Katyon degisim kromatografisini takiben ikincil olarak 15-55 %B gradient ayrim
metoduyla ters faz sivi kromatografisi yapilmistir. Burada B gradienti daraltilarak varsa
fraksiyondaki diger bilesenlerin fraksiyondan ayrilmasi amaglanmistir. Bu yontem ile de
yine alikonma zamani (Rrt) 44,40. dakikada olan tek bir fraksiyon elde edilmistir (Sekil
4.61.)

Ana 11 fraksiyonunun 15-55 %B gradienti ile kromatografik olarak ayristirilan
fraksiyon kolondan geri toplanirken fraksiyonun sol ve sag tarafi ayr1 ayri toplanmis ve
vakum konsantratérde ayr1 ayr1 kurutulmustur. Distile su i¢inde ¢dziilerek protein miktar
NanoDrop spektrofotometreyle belirlenmistir. Fraksiyonun safligindan elektroforetik
olarak da emin olmak amaciyla bu kez ayirma giicii cok daha ytiksek olan (<5kDa) %10 ve
%16’lik Tris-Trisin SDS-PAGE elektroforezi yapilmistir. Fraksiyonun sol ve sag kollar1
ayr1 ayrit olmak iizere her bir kuyuya 5 ve 10 ug madde yiiklenerek Coomassie Blue

boyamas1 yardimiyla analiz edilmistir (Sekil 4.62. ve 4.63.).

Her iki jel goriintiisii de incelendiginde tiim kuyularda 1,06 kDa ile 3,49 kDa
arasinda tek bir bantin varligi goézlenmektedir. %16 ve %10 Tris-Trisin jel goriintiileri
arasinda bant sayis1 bakimindan bir fark goriilmemektedir. Bunun yaninda sol kol ve sag
kol olarak ayrilan fraksiyonlarin birbiriyle ayn1 yerde bant olusturdugu goriilmektedir. 2.
ve 4. kuyulardaki bantlarin digerlerine kiyasla biraz daha yukarida goriinmesi fazla

miktarda protein yiiklenmis olmasindan kaynaklanmaktadir.
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Jel goriintiilerinin analizi ve kromatogramlardan alinan veriler dogrultusunda Ana
11 fraksiyonunun saf bir peptid fraksiyon oldugu sonucuna varilmistir. Safliginin

gosterilmesi sebebiyle bundan boyle Ana 11 fraksiyonu “Ana 11 peptidi” olarak anilmistir.

mAL %B
PODAMUn 3
1200
&
1100 &0
1000 s
70
800
65
800
&0
E % 5
— =
= °
2 600 -
y 20 o
3 =
& =
" -
- -
£ 500 44 -~
= L
-,
~
40
400
k5]
300
»
200
5
100 .
20
0 15
0 10 20 » 40 ) L]

Ahkonma zamam (dKk) —

Sekil 4.61. Ana 11 fraksiyonunun 15-55% B gradient RP-HPLC kromatograma.
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Sekil 4.62. Ana 11 fraksiyonunun %10’luk Tris-Trisin SDS-PAGE analizi sonucu elde edilen jel
gorilintlisii. Ana 11 fraksiyon; 1: sol kol, Sug, 2: sol kol, 10 pg, 3: sag kol, 5 pg, 4: sag kol, 10 pg.
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Sekil 4.63. Ana 11 fraksiyonunun %16’lik Tris-Trisin SDS-PAGE analizi sonucu elde edilen jel
gorilintlisii. Ana 11 fraksiyon; 1: sol kol, Sug, 2: sol kol, 10 pg, 3: sag kol, 5 pg, 4: sag kol, 10 pg.
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4.9. Ana 11 Peptidinin Hemolitik Aktivitesinin Belirlenmesi

Ar1 venomunun ve bazi venom bilesenlerinin gii¢lii hemolitik aktivitesi bulundugu
bilinmektedir. Bu sebeple Ana 11 peptidinin islevsel karakterizasyonu yapilmadan once
direkt hemolitik aktivitesinin belirlenmesinin gerekli oldugu diisiiniilmiistiir. Insan
eritrositleri ile gergeklestirilen direkt hemolitik aktivite testi sonucunda HCso degeri 18,29
pg/ml olarak belirlenmistir (Sekil 4.64.). Bu konsantrasyonun belirlenen anti-proliferatif
dozlarin cok {lizerinde olmasi sebebiyle ¢aligmaya belirlenen anti-proliferatif dozlarla

devam edilebilecegi sonucuna varilmaistir.
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Sekil 4.64. Ana 11 peptidinin hemolitik aktivitesini gdsteren HCso grafigi.

Literatiirde farkli yontemlerle ve farkli kaynaklardan elde edilen eritrositler iizerinde
belirlenen hemolitik aktivite degerleri ¢ok cesitlilik gosterse de bu konuda yapilmisg
oldukca kapsamli Onciil bir ¢alismanin sonuclar1 ile tez calismasi kapsaminda bulunan

HCso degerinin birbiriyle uyumlu oldugu bulunmustur (Blondelle ve Houghten, 1991).
4.10. Ana 11 Peptidinin Hiicre Hareketliligi Uzerindeki Etkilerinin Belirlenmesi
Tez ¢aligmast kapsaminda etkinligi belirlenen peptidin olast anti-metastatik

etkilerinin arastirilmasi amagclanmaktadir. iki boyutlu ydnde hiicre hareketliligi ve

ekstraseliiler matriksin degrade edilerek hiicrelerin damar igine invazyonu kanser
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metastazinin en karakteristik 6zelliklerindendir. Dolayisiyla ¢alismanin bu asamasinda,
Ana 11 peptidinin kullanilan hiicre hatlar1 i¢inde hareketlilik 6zelligi gosteren, metastatik
karakterdeki MDA-MB-231 hiicre hattinin hiicre hareketliligi {izerine etkisinin

belirlenmesi i¢in ¢aligmalar gergeklestirilmistir.
4.10.1. Ana 11 peptidinin hiicre lateral motilitesi iizerine etkileri

Ana 11 peptidinin hiicrelerin lateral motilitesi lizerine etkisini belirlemek iizere
kullanilacak konsantrasyon belirlenirken test sonuc¢larinin proliferasyon etkisinden
etkilenmemesi i¢in hiicre ¢ogalmasini engelleyen bir doz olmasi amaclanmigtir. Lateral
motilite testi 24 ve 48 saatlerde takip edileceginden T4g Glso dozu olan 1,5 pg/ml iist sinr
olarak belirlenmistir. Bunun disinda 1 pg/ml konsantrasyonu da uygulanarak etkisi test

edilmistir.
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Sekil 4.65. MDA-MB-231 hiicre hattina ait 24 ve 48 saat sonunda elde edilen % yara kapanma hiz1
grafigi.

Sekil 4.66.’da silikon hiicre kiiltlir insertleri ile olusturulan hiicresiz alanlar ve
alanlardaki kapanmanin zamana bagli olarak degisimi Image J yazilimi kullanilarak analiz
edilmistir. Elde edilen sonucglar incelendiginde ilk 24 saat icinde 1,5 pg/ml
konsantrasyonda Ana 11 uygulanan deney grubunda kontrol grubuna kiyasla yara kapanma

hizinm %62,81 oraninda azaldig1 gériilmiistiir. iki yonlii ANOVA analizi sonucunda bu
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farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (p = 0,0007). Uygulama siiresi 48
saate uzatildiginda ayn1 gruptaki yara kapanma hizi bir miktar artis gdstermis olsa da yine
de kontrol grubuna kiyasla %27,10 oraninda azaldigi ve bu farkin istatistiksel olarak
anlamli oldugu belirlenmistir (p = 0,0401). Bunun yaninda 1 pg/ml Ana 11 uygulanan
gruplarda kontrol grubuna kiyasla bir fark goriilmemistir (Sekil 4.65).

4.10.2. Ana 11 peptidinin hiicre invazyonu iizerine etkileri

Bu asamada ekstraseliiler matriks bileseni olan Matrigel iizerinden hiicrelerin
gociinii incelemek amaciyla yapilacak hiicre invazyon testi i¢in; kullanilan Matrigel
konsantrasyonu, miktari, ekilen hiicre yogunlugu, test siiresi ve kullanilan o6l¢iim
yonteminin optimize edilmesi gerekmistir. Verileri burada sunulmayan optimizasyon
caligmalarinin sonucunda 62,5 pg Matrigel ile kaplanarak 16 saat inkiibasyon
gerceklestirilen test kosullar1 optimum olarak belirlenmistir. Insert membranlar iizerine
ekilecek hiicre yogunlugunun belirlenmesi amaciyla yapilan deney sonucu en uygun hiicre

yogunlugu 5x10*hiicre olarak belirlenmistir (Sekil 4.67.).

Olgiim yodntemi olarak tez Onerisinde belirtilen spektrofotometrik ydntem
beklendigi sekilde caligmamistir. Bunun yerine, membran {izerine hiicre fiksasyonu ve
boyamast ve sonrasinda hiicre saymmi yoOntemiyle go¢ eden hiicre yogunlugunun
belirlenmesine karar verilmigtir. Hiicre sayimi1 Image J yazilimi hiicre sayim eklentisi

aracilifiyla gergeklestirilmistir.
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Kontrol- To 1,5 pg/ml Ana 11- Ty

Kontrol- Ta4 1,5 pg/ml Ana 11- Ta4

Kontrol- Tag 1,5 pg/ml Ana 11- Tag

Sekil 4.66. MDA-MB-231 hiicre hattina 1,5 pug/ml Ana 11 peptidi uygulamasi yapilarak
gergeklestirilen lateral motilite testinin zamana bagh fotograflari. Gorilintiiler inverted 151k
mikroskobu kullanilarak, 10X biiylitme altinda her defasinda ayni alan fotograflanarak elde
edilmistir. Analiz sirasinda yazilim tarafindan hesaplanan alanlar sar ¢izgi ile ¢evrelenerek

belirtilmistir.
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2 x 10*hiicre 2 x 10*hiicre




116

5 x 10*hiicre 5 x 10*hiicre

3 ) e N A R
{ ¥ / " %N f B .t

Sekil 4.67. Transwell invazyon testi icin MDA-MB-231 hiicre hatti kullanilarak gerceklestirilen
optimum hiicre sayisi denemesinin 10X ve 40X biiylitme ile inverted mikroskop altinda
gorilintiilenmesiyle elde edilen fotograflar.

Lateral motilite testinde oldugu gibi bu testte de hiicre proliferasyonu iizerinde
etkisi olmayan bir konsantrasyon seg¢ilmesi, deney sonuglariyla etkilesim olmamasi
acisindan Onem tasimaktadir. Bu amagla, optimum deney siiresinin 16 saat oldugu
belirlendigi i¢in etkisi arastirilacak Ana 11 fraksiyonu konsantrasyonu olarak MDA-MB-
231 hiicre hattinda 24 saat i¢in belirlenen Glso degerinin alt konsantrasyonlarinin segilmesi
uygun bulunmustur. Diger yandan lateral motilite testi sonuglartyla birlikte
degerlendirilebilmesi amaciyla o test sonucu etkin bulunan 1,5 pg/ml ve bir {ist dozu 2
pg/ml Ana 11 peptidinin transwell invazyon {iizerindeki etkisinin test edilmesi amaciyla

kullanilmastir.
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Sekil 4.68. iki farkli dozda Ana 11 peptidi uygulanmis MDA-MB-231 hiicre hatt1 ile

gergeklestirilen transwell invazyon deneyi sonucunda 10X ve 40X biiyiitme ile mikroskop altinda
goriintiilenen membranlarin fotograflar:.
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Sekil 4.69. iki farkli dozda Ana 11 peptidi uygulanmis MDA-MB-231 hiicre hatti ile
gergeklestirilen transwell invazyon deneyi sonucunda elde edilen rolatif invazyon yiizdeleri.

Sekil 4.68.’de bir 6rnegi goriilen kontrol ve uygulama gruplariin fotograflarinda
ekstraseliiler matriks materyalini degrade ederek membranin alt yiizeyine ge¢mis hiicreler
goriilmektedir. Deneyler sirasinda 6rneklenen tiim alanlara ait fotograflar deneyden ve tez
caligmasindan tamamen habersiz bir aragtirmaci tarafindan kor bir bakigla Image J yazilimi
aracilifiyla sayilmistir. Elde edilen veriler kontrol grubuna goére normalize edilerek
birlestirilmis ve rolatif invazyon hesaplanmistir (Sekil 4.69.). Veriler incelendiginde 1,5
pg/ml Ana 11 uygulanan deney grubu kontrol grubuyla karsilastirildiginda transwell
invazyonda %61,02 oraninda bir azalma goriiliirken, 2 pg/ml Ana 11 uygulanan grupta ise
kontrol grubuna kiyasla %79,31 oranda bir azalma belirlenmistir. Transwell invazyondaki
bu dramatik azalma iki yonliit ANOVA analizi sonucuna gore de istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur (p<0,0001).

4.11. Akis Sitometrisi ile Ana 11 Peptidinin Fonksiyonel Aktivitesinin Belirlenmesi

4.11.1. Ana 11 peptidinin hiicre dongiisii iizerine etkilerinin belirlenmesi

Hiicre dongiisii analizi, bir hiicre popiilasyonunda bulunan hiicrelerin oransal olarak
hiicre dongiisiiniin hangi asamasinda bulundugunun DNA miktarindaki degisime bagh
olarak analiz edilmesidir. Hiicre dongiisii hiicre proliferasyonunun regiilasyonu
oldugundan ve kanser hiicreleri normalden farkli bir sekilde prolifere oldugundan hiicre

dongiisii analizi kanser c¢alismalar1 i¢ginde Onemli bir yere sahiptir. Tez caligsmasi
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kapsaminda bu amagla DNA interkalasyon boyasi PI ile boyanan ethanol ile fikse edilmis

hiicreler akis sitometre cihazi ile analiz edilmistir.

Hiicre dongiisii analizi i¢in 24 saatlik test siiresi kullanilacagindan, Ana 11
peptidinin kanser hiicre hatlar1t MDA-MB-231 ve MCF-7’nin Glso konsantrasyonlar1 ve
bunun diger calismalarda kullanilmis olan alt konsantrasyonlarinin etkisi arastirilmistir.
MCF-10A hiicre hatt1 i¢in ise kanser hiicre hatlarinda etkisi arastirilan konsantrasyonlarin

kullanilmas1 uygun bulunmustur.
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Sekil 4.70. MDA-MB-231 hiicre hattinin akis sitometrisi ile gergeklestirilen hiicre dongiisii analizi
grafikleri. a ve b) Uygulama verilmeyen kontrol grubuna ait 151k sacilim grafikleri ve debris
disindaki hiicre grubunu temsil eden P1 ve P2 kapisi, c¢) kontrol grubu hiicreleri i¢indeki tekli
hiicreleri temsil eden Singlets kapisi, d) kontrol, e) 1,5 pg/ml, f) 2 pg/ml, g) 2,5 pg/ml Ana 11
uygulanan hiicrelerin PI floresan yogunluguna karsi say1 grafikleri.
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Sekil 4.71. MDA-MB-231 hiicre hattinin, artan dozlarda Ana 11 peptidi uygulandiktan sonra, akis
sitometrisi ile gerceklestirilen hiicre dongiisii analizi sonucu, hiicrelerin GO/G1, S, G2/M hiicre
dongiisii evrelerinde bulunma yiizdelerini gdsteren bar grafigi.

Sekil 4.70. ve Sekil 4.71. incelendiginde MDA-MB-231 hiicre hattina artan
konsantrasyonlarda Ana 11 peptidi uygulandiginda Sub-G1 ve GO/G1 evresindeki hiicre
yogunlugunda bir degisim gozlenmezken, S evresindeki hiicre yogunlugunda artis ve buna
paralel olarak G2/M evresindeki hiicre yogunlugunda bir azalma gézlenmistir. Iki yonlii
ANOVA analizi sonucu, uygulama gruplarindaki bu artis ve azaliglarin kontrol grubuna
kiyasla istatistiksel olarak anlamli oldugu da gdsterilmistir (p<0,0001). Cizelge 4.9.da

Sekil 4.71. olusturulurken kullanilan degerler sayisal olarak 6zetlenmistir.
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Cizelge 4.9. MDA-MB-231 hiicre hattinin akig sitometrisi ile gerceklestirilen hiicre dongiisii analizi
sonucu, hiicrelerin Sub-G1, G0/G1, S, G2/M hiicre dongiisii evrelerinde bulunma yiizdelerinin
ortalama, standart hata ve tekrar sayisi (n) tablosu.

Kontrol 2 pg/ml 2,5 pg/ml 3 pg/ml
(%) Standart Standart Standart Standart

Ortalama n Ortalama n  Ortalama n Ortalama n

Hata Hata Hata Hata
Sub-G1 0,73 0,07 2 1,02 0,01 2 0,72 0,08 2 1,4 0,23 2
G0/G1 40,99 0,82 2 39,73 1,565 2 39,21 0,75 2 41,57 0,16 2
S 24,43 1,51 2 31,35 0,36 2 33,25 1,23 2 35,43 0,18 2
G2/M 34,06 0,47 2 28,47 1,06 2 27,09 0,385 2 22,5 0,57 2

DNA replikasyonunun gerceklestigi S evresinde hiicre yogunlugunun artmasi ve
buna paralel olarak mitotik boliinmenin gergeklestigi G2/M evresindeki yogunlugun

azalmas1 DNA replikasyonunda bir aksama veya gecikme olabilecegini gostermektedir.
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Sekil 4.72. MCF-7 hiicre hattinin akis sitometrisi ile gerceklestirilen hiicre dongiisii analizi
grafikleri. a ve b) Uygulama verilmeyen kontrol grubuna ait 151k sacilim grafikleri ve debris
disindaki hiicre grubunu temsil eden P1 ve P2 kapisi, ¢) kontrol grubu hiicreleri i¢indeki tekli
hiicreleri temsil eden Singlets kapisi, d) kontrol, €) 1,5 pg/ml, f) 2 pg/ml, g) 2,5 pg/ml Ana 11
uygulanan hiicrelerin PI floresan yogunluguna karsi say1 grafikleri.
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Sekil 4.73. MCF-7 hiicre hattinin, artan dozlarda Ana 11 peptidi uygulandiktan sonra, akis
sitometrisi ile gerceklestirilen hiicre dongiisii analizi sonucu, hiicrelerin GO/G1, S, G2/M hiicre
dongiisii evrelerinde bulunma yiizdelerini gdsteren bar grafigi.

Sekil 4.72. ve Sekil 4.73. incelendiginde MCF-7 hiicre hattina artan
konsantrasyonlarda Ana 11 peptidi uygulandiginda Sub-G1 ve GO/G1 evresindeki hiicre
yogunlugunda bir degisim goézlenmezken, S evresindeki hiicre yogunlugunda kiigiik bir
artts ve buna paralel olarak G2/M evresindeki hiicre yogunlugunda bir azalma
gozlenmistir. Iki yonlii ANOVA analizi sonucu, 2,5 pg/ml ve 3 ug/ml Ana 11 uygulanan
gruplarda S evresindeki hiicre yogunlugunda kontrol grubuna gore gerceklesen artis ve 3
pg/ml Ana 11 uygulanan grupta G2/M evresindeki hiicre yogunlugunda kontrol grubuna
kiyasla gergeklesen azalislarin istatistiksel olarak anlamli oldugu gosterilmistir (metindeki
sirastyla p=0,0070, p= 0,0003 ve p= 0,0070). Cizelge 4.10.’da ise Sekil 4.72.

olusturulurken kullanilan degerler sayisal olarak 6zetlenmistir.
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Cizelge 4.10. MCF-7 hiicre hattinin akig sitometrisi ile gergeklestirilen hiicre donglisii analizi
sonucu, hiicrelerin Sub-G1, G0/G1, S, G2/M hiicre dongiisii evrelerinde bulunma yiizdelerinin
ortalama, standart hata ve tekrar sayisi (n) tablosu.

Kontrol 2 pg/ml 2,5 pg/ml 3 pg/ml
(%) Standart Standart Standart Standart

Ortalama n Ortalama n  Ortalama n Ortalama n

Hata Hata Hata Hata
Sub-G1 0,415 0,01 2 0,27 0,13 2 0,7 0,1 2 0,79 0,13 2
G0/G1 43,35 0,34 2 42,93 0,85 2 42,12 0,60 2 41,98 0,50 2
S 42,75 0,66 2 43,63 0,30 2 45,60 0,02 2 46,92 0,38 2
G2/M 9,22 0,45 2 8,82 1,04 2 8,85 0,34 2 6,37 1,26 2

Ayn1 zamanda her iki kanser hiicre hattinda da kontrol gruplarina bakildiginda S
evresinde bulunan hiicrelerin oransal olarak fazla olmasi, buna kiyasla GO/G1 evresindeki
yogunlugun normal bir hiicre dongiisiine kiyasla diisiik olmasi hiicrelerin analiz dncesi
serumsuz ortamda birakilarak senkronize edilmesinden ve kanser hiicre hatlar1 olmasi
sebebiyle hizli boliinmelerinden kaynaklandigi digiiniilmektedir. MCF-7 hiicre hattindaki
G2/M evresinde bulunan hiicre yogunlugunun MDA-MB-231’¢ gore daha diisiik olmasinin
sebebi ise iki hiicre hattinin popiilasyon ikilenme siireleri arasinda 4 saat siire olmasindan

kaynaklandig1 diistintilmektedir.
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Sekil 4.74. MCF-10A hiicre hattinin akis sitometrisi ile gerceklestirilen hiicre dongiisli analizi
grafikleri. a ve b) Uygulama verilmeyen kontrol grubuna ait 151k sacilim grafikleri ve debris
disindaki hiicre grubunu temsil eden P1 ve P2 kapisi, ¢) kontrol grubu hiicreleri i¢indeki tekli
hiicreleri temsil eden Singlets kapisi, d) kontrol, e) 1,5 pg/ml, f) 2 pg/ml, g) 2,5 pg/ml Ana 11
uygulanan hiicrelerin PI floresan yogunluguna karsi say1 grafikleri.
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Sekil 4.75. MCF-10A hiicre hattinin, artan dozlarda Ana 11 peptidi uygulandiktan sonra, akis
sitometrisi ile gerceklestirilen hiicre dongiisii analizi sonucu, hiicrelerin GO/G1, S, G2/M hiicre
dongiisii evrelerinde bulunma yiizdelerinin ortalama ve standart hata grafigi.

Sekil 4.74. ve Sekil 4.75. incelendiginde MCF-10A hiicre hattina artan
konsantrasyonlarda Ana 11 peptidi uygulandiginda Sub-G1 ve S evresindeki hiicre
yogunlugunda bir degisim gozlenmezken, GO/G1 evresindeki hiicre yogunlugunda bir artig
ve buna paralel olarak G2/M evresindeki hiicre yogunlugunda bir azalma gdzlenmistir. Iki
yonliit ANOVA analizi sonucu, 2 pg/ml, 2,5 pg/ml ve 3 pg/ml Ana 11 uygulanan gruplarda
GO0/G1 evresindeki hiicre yogunlugunda kontrol grubuna goére gerceklesen artis ve
2,5ug/ml ve 3 pg/ml Ana 11 uygulanan grupta G2/M evresindeki hiicre yogunlugunda
kontrol grubuna kiyasla gergeklesen azalislarin istatistiksel olarak anlamli oldugu
gosterilmistir (metindeki sirastyla p= 0,0172, p= 0,0042, p= 0,0302 ve p= 0,0004, p=
0,0199). Cizelge 4.11.’de ise Sekil 4.75. olusturulurken kullanilan degerler sayisal olarak

Ozetlenmistir.
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Cizelge 4.11. MCF-10A hiicre hattinin akis sitometrisi ile gerceklestirilen hiicre dongiisli analizi
sonucu, hiicrelerin Sub-G1, G0/G1, S, G2/M hiicre dongiisii evrelerinde bulunma yiizdelerinin
ortalama, standart hata ve tekrar sayisi (n) tablosu.

Kontrol 2 pg/ml 2,5 pg/ml 3 pg/ml
(%) Standart Standart Standart Standart

Ortalama n Ortalama n  Ortalama n Ortalama n

Hata Hata Hata Hata
Sub-G1 0,71 0,13 2 0,70 0,15 2 0,85 0,42 2 1,42 0 1
G0/G1 53,61 0,07 2 60,57 0,61 2 62,03 1,33 2 61,41 0,00 1
S 12,20 0,75 2 10,49 0,84 2 13,43 1,64 2 8,93 0,00 1
G2/M 31,86 0,72 2 26,64 1,97 2 20,86 1,37 2 23,51 0,00 1

Ana 11 peptidinin normal meme hiicre hattt MCF-10A hiicre dongiisii tizerindeki
etkisinin kanser hiicre hatlarindan farkli olmasi dikkat ¢ekmektedir. Bu sonug, Ana 11
peptidinin kanser hiicre hatlarina spesifik bir mekanizmayla etki ediyor olabilecegi fikrini

uyandirmaktadir.

4.11.2. Ana 11 peptidinin hiicre 6liim modu iizerine etkilerinin belirlenmesi

Annexin V/FITC ile boyama yontemi bir popiilasyon i¢indeki aktif olarak apoptoza
yonelen hiicrelerin kantitatif olarak oOl¢iilmesini saglamaktadir. Hiicrelerin es zamanh
olarak bir canlilik boyasi olan PI ile de boyanmasi ile popiilasyon i¢indeki canl
(AV/FITC-, PI-), erken apoptotik (AV/FITC+, PI-), ge¢ apoptotik (AV/FITC+, PI+) ve
nekrotik (AV/FITC-, PI+) alt hiicre popiilasyonlarinin belirlenmesini saglamaktadir.

Sekil 4.76. ve Sekil 4.77. incelendiginde artan konsantrasyonlarda Ana 11 peptidi
uygulamasi sonucu MDA-MB-232 hiicre popiilasyonunun canlidan apoptotik bir
poplilasyona dogru kaydigi goriilmektedir. Kontrol grubundaki ge¢ apoptotik alt-
popiilasyon oran1 %5,78 iken, ge¢ apoptotik hiicre alt-popiilasyonu oranlarinin 24 saatlik 2
pg/ml, 2,5 pg/ml ve 3 pug/ml Ana 11 uygulamasi sonunda sirasiyla %12,34, %13,25,
%16,54 oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.12.). Buna bagh olarak canli hiicre alt-

poplilasyonunda da azalma gozlenmistir.
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Sekil 4.76. MDA-MB-231 hiicre hattinin akis sitometrisi ile gergeklestirilen apoptoz analizi
grafikleri. a) Uygulama verilmeyen kontrol grubuna ait 151k sagilim grafigi ve debris disindaki
hiicre grubunu temsil eden P3 kapisi, b) kontrol, ¢) 1,5 pg/ml, d) 2 pg/ml, e) 2,5 pg/ml ve f) 3
pg/ml Ana 11 uygulanan hiicrelerin AV/FITC — PI floresan yogunlugu grafikleri. Kadranin
etrafindaki alanlardan Q1: canli, Q2: erken apoptotik, Q3: gec apoptotik, Q4: nekrotik hiicreleri
temsil etmektedir.

Iki yonlii ANOVA analizi sonucu, 2 pg/ml, 2,5 pg/ml ve 3 pg/ml Ana 11
uygulanan gruplarda geg¢-apoptotik hiicre alt-popiilasyon oraninda kontrol grubuna gore
gergeklesen artis ve 2pg/ml, 2,5ug/ml ve 3 pg/ml Ana 11 uygulanan gruplarda canli hiicre
yogunlugunda kontrol grubuna kiyasla gerceklesen azaliglarin istatistiksel olarak anlaml
oldugu gosterilmistir (metindeki sirastyla p= 0,0312, p= 0,0118, p= 0,0002 ve p= 0,0004,
p<0,0001, p<0,0001).

Bu sonuglar Ana 11 peptidinin MDA-MB-231 hiicre hatt1 iizerinde apoptotik bir

etkisi oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.77. MDA-MB-231 hiicre hattinin artan dozlarda Ana 11 peptidi uygulandiktan sonra akig
sitometrisi ile gerceklestirilen hiicre 6liim modu analizi sonucu, populasyondaki hiicrelerin canl,
erken apoptotik, gec apoptotik ve nekrotik bulunma yiizdelerinin bar grafigi.

Cizelge 4.12. MDA-MB-231 hiicre hattinin artan dozlarda Ana 11 peptidi uygulandiktan sonra akis
sitometrisi ile gerceklestirilen hiicre 6liim modu analizi sonucu, populasyondaki hiicrelerin canli,

erken apoptotik, gec apoptotik bulunma ylizdelerinin ortalama, standart hata ve tekrar sayisi (n)
tablosu.

Kontrol 1,5 pg/ml 2 pg/ml 2,5 ng/ml 3 ng/ml

(%) Ortalam Standa . Ortalam Standa . Ortalam Standa . Ortalam Standa . Ortalam Standa

a rt Hata a rt Hata a rt Hata a rt Hata a rt Hata
Canli 91,84 2,34 3 89,39 1,69 3 81,54 2,10 3 80,21 2,74 3 74,64 3,44 3

Apoptotik

(erken) 1,79 0,47 3 1,98 0,60 3 3,38 0,27 3 3,13 0,27 3 4,04 0,95 3
Apoptotik (geg) 5,78 1,69 3 7,27 1,51 3 12,34 1,20 3 13,25 1,56 3 16,54 3,36 3
Nekrotik 0,59 0,21 3 1,35 0,43 3 2,74 1,17 3 3,40 0,99 3 4,78 0,86 3
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Sekil 4.78. MCF-7 hiicre hattinin akis sitometrisi ile gerceklestirilen apoptoz analizi grafikleri. a)
Uygulama verilmeyen kontrol grubuna ait 151k sagilim grafigi ve debris disindaki hiicre grubunu
temsil eden P4 kapisi, b) kontrol, ¢) 2 pg/ml, d) 2,5 pg/ml, e) 3 pg/ml ve f) 3,5 pg/ml Ana 11
uygulanan hiicrelerin AV/FITC — PI floresan yogunlugu grafikleri. Kadranin etrafindaki alanlardan
Ql: canl1, Q2: erken apoptotik, Q3: ge¢ apoptotik, Q4: nekrotik hiicreleri temsil etmektedir.

Sekil 4.78. ve Sekil 4.79. incelendiginde artan konsantrasyonlarda Ana 11 peptidi
uygulamas1 sonucu MCF-7 hiicre popiilasyonunun canlidan apoptotik bir popiilasyona
dogru kaydigr goriilmektedir. Kontrol grubundaki ge¢ apoptotik alt-popiilasyon orani
%15,11 iken, ge¢ apoptotik hiicre alt-popiilasyonu oranlarinin doza baglh olarak artis
gosterdigi ve 24 saatlik 3,5 pg/ml Ana 11 uygulamasi sonunda %30,38 oldugu
goriilmektedir (Cizelge 4.12.). Buna bagh olarak canli hiicre alt-popiilasyonunda da artan
doza bagli olarak azalma gozlenmis, kontrol grubunda %78,74 olan canli hiicre alt-
popiilasyonu oran1 3pg/ml ve 3,5 pg/ml Ana 11 uygulama gruplarinda sirastyla %66,72 ve
%57,61’e diigmiistiir. Ayn1 zamanda gruplar aras1 fark anlamli olmasa da nekrotik hiicre

poplilasyonunda da artan doza bagli olarak bir artig oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.79. MCF-7 hiicre hattinin artan dozlarda Ana 11 peptidi uygulandiktan sonra akisg
sitometrisi ile gerceklestirilen hiicre 6liim modu analizi sonucu, populasyondaki hiicrelerin canli,
erken apoptotik, ge¢ apoptotik ve nekrotik bulunma yiizdelerinin bar grafigi.

Iki yénli ANOVA analizi sonucu, 3,5 pg/ml Ana 11 uygulanan gruplarda gec-
apoptotik hiicre alt-popiilasyon oraninda kontrol grubuna gore gergeklesen artis ve 3 nug/ml
ve 3,5 pg/ml Ana 11 uygulanan gruplarda canli hiicre yogunlugunda kontrol grubuna
kiyasla gergeklesen azalislarin istatistiksel olarak anlamli oldugu gosterilmistir (metindeki

strastyla p= 0,0007 ve p= 0,0067, p<0,0001).

Bu sonuglar Ana 11 peptidinin MCF-7 hiicre hatt1 {izerinde apoptotik bir etkisi

oldugunu gostermektedir.
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Cizelge 4.13. MCF-7 hiicre hattinin artan dozlarda Ana 11 peptidi uygulandiktan sonra akis
sitometrisi ile gerceklestirilen hiicre 6liim modu analizi sonucu, populasyondaki hiicrelerin canli,
erken apoptotik, gec apoptotik bulunma ylizdelerinin ortalama, standart hata ve tekrar sayisi (n)
tablosu.

Kontrol 2 pg/ml 2,5 pg/ml 3 pg/ml 3,5 pg/ml
(%) Ortalam Standa Ortalam Standa Ortalam Standa Ortalam Standa Ortalam Standa
a rt Hata " a rt Hata " a rt Hata " a rt Hata " a rt Hata
Canli 78,73 1,78 2 74,02 2,10 2 70,03 2,49 2 66,72 3,40 2 57,60 1,79 2
Apoptotik
0,56 0,13 2 0,34 0,02 2 0,26 0,05 2 0,21 0,11 2 0,29 0,09 2
(erken)
Apoptotik (geg) 15,10 0,24 2 15,38 2,62 2 18,93 1,92 2 23,03 1,65 2 30,375 0,93 2
Nekrotik 5,59 1,67 2 10,24 4,71 2 10,76 4,47 2 10,03 4,93 2 11,725 0,76 2
a) g B01 Kontrol b)  BO1 Kontrol <) 802 1.5pg.mi-1 MCF-10A
o Gate: [No Gating] ~ Gate: (P5 in all) w~ Gate: (P5in all)
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Sekil 4.80. MCF-10A hiicre hattinin akis sitometrisi ile gerceklestirilen apoptoz analizi grafikleri.
a) Uygulama verilmeyen kontrol grubuna ait 151k sa¢ilim grafigi ve debris digindaki hiicre grubunu
temsil eden PS5 kapisi, b) kontrol, ¢) 1,5 pg/ml, d) 2 pg/ml, e) 2,5 pg/ml ve f) 3 pg/ml Ana 11
uygulanan hiicrelerin AV/FITC — PI floresan yogunlugu grafikleri. Kadranin etrafindaki alanlardan
Ql: canl1, Q2: erken apoptotik, Q3: ge¢ apoptotik, Q4: nekrotik hiicreleri temsil etmektedir.
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Sekil 4.81. MCF-10A hiicre hattinin artan dozlarda Ana 11 peptidi uygulandiktan sonra akisg
sitometrisi ile gerceklestirilen hiicre 6liim modu analizi sonucu, populasyondaki hiicrelerin canli,
erken apoptotik, gec apoptotik ve nekrotik bulunma yiizdelerinin bar grafigi.

Sekil 4.80. ve Sekil 4.81. incelendiginde artan konsantrasyonlarda Ana 11 peptidi
uygulamasi sonucu MCF-10A hiicre popiilasyonunun canlidan apoptotik bir popiilasyona
dogru kaydigir goriilmektedir. Kontrol grubundaki ge¢ apoptotik alt-popiilasyon orani
%7,38 iken, ge¢ apoptotik hiicre alt-popiilasyonu oranlarinin doza bagl olarak artis
gosterdigi ve 24 saatlik 3 pg/ml Ana 11 uygulamast sonunda %13,47 oldugu
gorlilmektedir (Cizelge 4.13.). Ayn1 zamanda kontrol grubunda %1,97 olan nekrotik hiicre
alt-popiilasyonu oranlarinin doza bagli olarak artig gdsterdigi ve 24 saatlik 3 pug/ml Ana 11
uygulamasi sonunda %7,30 oldugu goriilmektedir. Buna bagli olarak canli hiicre alt-
poplilasyonunda da artan doza bagl olarak azalma gézlenmis, kontrol grubunda %89,93
olan canli hiicre alt-popiilasyonu oran1 2,5 ng/ml ve 3 pg/ml Ana 11 uygulama gruplarinda

strastyla %81,59 ve %78,57 ye dlismiistiir.
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Cizelge 4.14. MCF-10A hiicre hattinin artan dozlarda Ana 11 peptidi uygulandiktan sonra akis
sitometrisi ile gerceklestirilen hiicre 6liim modu analizi sonucu, populasyondaki hiicrelerin canli,
erken apoptotik, gec apoptotik bulunma ylizdelerinin ortalama, standart hata ve tekrar sayisi (n)
tablosu.

(%) Kontrol 1,5 pg/ml 2 pg/ml 2,5 pg/ml 3 pg/ml
Ortalam Standa n  Ortalam Standa n  Ortalam Standa n Ortalam Standa n Ortalam Standa n
a rt Hata a rt Hata a rt Hata a rt Hata a rt Hata

Canli 89,92 2,78 2 90,65 0,41 2 86,56 1,22 2 81,58 1,63 2 78,57 1,47 2

Apoptotik
0,72 0,07 2 0,24 0,01 2 0,47 0,01 2 0,56 0,01 2 0,67 0,14 2

(erken)

Apoptotik (geg) 7,38 1,92 2 6,44 1,80 2 8,76 0,37 2 11,03 0,40 2 13,47 1,82 2
Nekrotik 1,97 0,79 2 2,66 1,38 2 421 1,60 2 6,81 2,05 2 7,29 0,48 2

Iki yonli ANOVA analizi sonucu, 3 pg/ml Ana 11 uygulanan gruplarda geg-
apoptotik ve nekrotik hiicre alt-popiilasyon oranlarinda kontrol grubuna gore gergeklesen
artis ve 2,5 pg/ml ve 3 pg/ml Ana 11 uygulanan gruplarda canli hiicre yogunlugunda
kontrol grubuna kiyasla gergeklesen azalislarin istatistiksel olarak anlamli oldugu

gosterilmistir (metindeki sirastyla p= 0,0128, p=0,0315 ve p= 0,0008, p<0,0001).

Bu sonuglar Ana 11 peptidinin MCF-10A hiicre hatt1 iizerinde apoptotik bir etkisi

oldugunu gostermektedir.

4.12. Fonksiyonel Aktivitenin Transkripsiyon Seviyesinde Analizi

Calismanin bu asamasinda epitelyal mezenkimal geg¢is (EMT) (VIM, SNAI1),
invazyon ve metastaz (MMP9, VEGFA), ekstrinsik apoptoz (NFKB1, FAS, AKT1, DRS),
intrinsik apoptoz (BCL2, BAKI1), hiicre dongiisii (CDKN1A, E2F1) ve inflamasyon
(TNFa) yolaklarinda rol alan 13 adet genin beta aktin geni ekspresyonuna kiyasla
transkripsiyonel olarak ekspresyonu analiz edilmistir. Boylece Ana 11 peptidinin bundan
onceki asamalarda gosterilen fonksiyonel etkilerinin molekiiler mekanizmalarinin

transkripsiyonel seviyede arastirilmasi amaglanmaigtir.

MDA-MB-231 hiicre hatt1 i¢in elde edeilen sonuclar Sekil 4.82.’de 6zetlenmistir. Buna
gore, EMT, invazyon ve metastazla iliskili genlerin ekspresyonu Ana 11 uygulamasi
etkisiyle azalmistir. Bu sonug ileride detayl1 olarak tartisilacag lizere motilite ve invazyon
testlerinin sonuglar1 ile uyumlu bulunmustur. Apoptozla iliskili genlerden DR5, BCL2,

BAKI1 ekspresyon analizi sonucu verilerinde grafikte de Ozetlenen standart sapma
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degerlerinin ¢ok yiiksek olmasi sebebiyle kesin bir yorum yapilamamaktadir. Apoptozla
iliskili genlerden FAS ve AKT1 ekspresyonunda ise azalma oldugu goriilmektedir. AKT1
ekspresyonundaki bu azalma hiicre 6liim modu analizi bulgularini1 desteklemektedir. Hiicre
dongiisii genlerinden CDKNIA ve E2F1 ekspresyon seviyelerindeki artis hiicre dongiisii
analizindeki S evresindeki popiilasyon birikimini agiklamaktadir. Ayni zamanda hem
hiicre sag kalimi hem de apoptozu icin iki yonlii olarak gdrev yapabilen, aynt zamanda

inflamasyon yolaklarinda rolii olan TNFA ekspresyonunun ise arttig1 goriilmektedir.

MDA-MB-231

Sekil 4.82. MDA-MB-231 hiicre hattina 2,5 pg/ml Ana 11 peptidi uygulanmis deney grubunda
arastirilan genler icin ekspresyon seviyesini gosteren bar grafigi. (Uygulama verilmeyen kontrol
grubunun ilgili genler i¢in ekspresyonu, y ekseninde 1 ile belirtilmis ve grafik tizerinde kesikli ¢izgi
ile gosterilmigtir.) Sonuglar AACT yontemi ile beta aktin geni referans alinarak elde edilmis olup,
kat-degisimi olarak ifade edilmistir.
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MCEF-7 hiicre hatti icin elde edeilen sonuglar Sekil 4.83.’de 6zetlenmistir. Grafikte
Ozetlendigi sekilde belirlenen gen ekspresyon seviyeleri i¢in hesaplanan standart sapma
degerleri oldukca yliksektir. Bu sebeple degerlendirilmesi dogru bulunmamistir. Sadece
FAS ekspresyonu i¢in elde edilen veri incelendiginde standart sapma alt sinirinin 1’in
iizerinde oldugu, bunun da gen ekspresyonunun artmasit olarak yorumlanabilecegi
diistiniilmektedir. E2F1, CDKN1A ve TNFA gen ekspresyon seviyelerinde ise bir azalma

belirlenmistir.

MCF-7

Sekil 4.83. MCF-7 hiicre hattina 3 pg/ml Ana 11 peptidi uygulanmis deney grubunda arastirilan
genler i¢in ekspresyon seviyesini gdsteren bar grafigi. (Uygulama verilmeyen kontrol grubunun
ilgili genler icin ekspresyonu, y ekseninde 1 ile belirtilmis ve grafik iizerinde kesikli ¢izgi ile
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gosterilmistir.) Sonuglar AACT yoOntemi ile beta aktin geni referans alinarak elde edilmis olup, kat-
degisimi olarak ifade edilmistir.

MCF-10A

Sekil 4.84. MCF-10A hiicre hattina 2,5 ug/ml Ana 11 peptidi uygulanmis deney grubunda
arastirilan genler icin ekspresyon seviyesini gosteren bar grafigi. (Uygulama verilmeyen kontrol
grubunun ilgili genler i¢in ekspresyonu, y ekseninde 1 ile belirtilmis ve grafik iizerinde kesikli ¢izgi
ile gosterilmigtir.) Sonuglar AACT yontemi ile beta aktin geni referans alinarak elde edilmis olup,
kat-degisimi olarak ifade edilmistir.

MCF-10A hiicre hatt1 i¢in elde edeilen sonucglar Sekil 4.84.’de 6zetlenmistir. EMT
genleri ekspresyon seviyelerinde bir degisim goriilmemektedir. Ayni sekilde intrinsik
apoptoz yolag ile iliskili BCL2 ve BAK1 ve CDKNIA gen ekspresyon seviyelerinde de

bir degisim goériilmemektedir. Ilging olarak Ana 11 uygulamas: ile birlikte invazyon ve
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metastazla iligkili genlerden MMP9 ve NFKBI1 ekspresyon seviyelerinde artis oldugu
belirlenmistir. Ancak ayni zamanda FAS, DRS5 ekspresyonunda artis ve AKTI1
ekspresyonunda azalma ekstrinsik apoptoz yolaginin c¢alistigi yoniinde bir fikir
vermektedir. E2F1 ekspresyonundaki artis ise hiicre dongiisii analizi bulgular ile

uyumludur. TNFA ekspresyonu ise baskilanmigtir.
4.13. Fonksiyonel Aktivitenin Translasyon Seviyesinde Analizi

Tez ¢alismasinin bu agsamasinda ekspresyon seviyeleri arastirilan genlerin rol aldigi
yolaklarda efektor olarak rol alan proteinlerin ekspresyon seviyeleri incelenmistir. Ana 11
peptidinin  hiicre hatlar1 {izerindeki fonksiyonel etkilerinin, molekiiler seviyede
aydinlatilmas1 amaciyla, her biri farkli bir molekiiler yolakta rol alan 9 adet efektor
proteinin ekspresyon seviyelerindeki degisimler western blot analizi ile arastirilmistir
(Bkz. Cizelge 3.2.). Calisma kaynaklarinin sinirli olmasi sebebiyle her bir protein igin
sadece bir tekrar gergeklestirilebilinmistir. Asagidaki sekillerde sonuglar1 verilen dort
protein disinda kalan bes proteinin (Sitokrom ¢, TRAIL, FASL, VEGFR2, Siklin A2)
ekspresyonu tespit edilememistir. Ancak ¢alisilan tim membranlar striplenerek hepsinde

B-actin housekeeping proteininin ekspresyonu gosterilmistir.

Caspase-8 Wy s S e 57 kDa

B-actin S s S SIS S 4 45 kDa

Sekil 4.85. Sirasiyla; MDA-MB-231 kontrol, MDA-MB-231 2,5 pg/ml Ana 11 uygulamasi, MCF-
7 kontrol, MCF-7 3 pg/ml Ana 11 uygulamasi, MCF-10A kontrol, MCF-10A 2,5 pg/ml Ana 11
uygulamasi sonrasi caspase 8§ (listte) ve ayn1t membranda B-aktin (altta) ekspresyonu.
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Sekil 4.86. Her bir hiicre hatt1 i¢in Kaspaz-8 proteininin, B-aktine gére hesaplanmis ve kontrol
grubuna gdre normalize edilmis rdlatif ekspresyon seviyelerini gosteren grafik. (Sekil 4.85 deki
bant sinyal yogunluklart iizerinden hesaplanmistir.)

E-cadherin S . — 135 KDa

B-actin — -~-_-— 45 kDa

Sekil 4.87. Sirasiyla; MDA-MB-231 kontrol, MDA-MB-231 2,5 pg/ml Ana 11 uygulamasi, MCF-
7 kontrol, MCF-7 3 pg/ml Ana 11 uygulamasi, MCF-10A kontrol, MCF-10A 2,5 pg/ml Ana 11
uygulamast sonras1 E-cadherin (iistte) ve ayni membranda B-aktin (altta) ekspresyonu.
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Sekil 4.88. Her bir hiicre hatt1 i¢in E-cadherin proteininin, B-aktine gore hesaplanmis ve kontrol
grubuna gdre normalize edilmis rdlatif ekspresyon seviyelerini gosteren grafik. (Sekil 4.87 deki
bant sinyal yogunluklart iizerinden hesaplanmistir.)

CoxX2 wm 74kDa Cox2 e 74 kDa

B-actin e s~ 45kDa B-zctin S e 45 kDa

Sekil 4.89. Sirasiyla; marker bant, MDA-MB-231 kontrol, MDA-MB-231 2,5 pug/ml Ana 11
uygulamasi, marker bant, MCF-7 kontrol, MCF-7 3 pg/ml Ana 11 uygulamasi sonrast Cox2 (listte)
ve ayni membranlarda B-aktin (altta) ekspresyonu.
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Sekil 4.90. Her bir hiicre hatt1 i¢cin Cox2 proteininin, B-aktine gore hesaplanmis ve kontrol grubuna
gore normalize edilmis rdlatif ekspresyon seviyelerini gosteren grafik. (Sekil 4.89 daki bant sinyal
yogunluklart iizerinden hesaplanmigtir.)

—-—

Cyclin E1 = 45 kDa

B-actin
i p—————— R S

Sekil 4.91. Sirasiyla; MDA-MB-231 kontrol, MDA-MB-231 2,5 pg/ml Ana 11 uygulamasi, MCF-
7 kontrol, MCF-7 3 pg/ml Ana 11 uygulamasi, MCF-10A kontrol, MCF-10A 2,5 pg/ml Ana 11
uygulamast sonrasi Cyclin E1 (iistte) ve ayn1 membranda B-actin (altta) ekspresyonu.
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Sekil 4.92. Her bir hiicre hatt1 i¢in Siklin E1 proteininin, B-aktine gore hesaplanmis ve kontrol
grubuna gore normalize edilmis rolatif ekspresyon seviyelerini gosteren grafik. (Sekil 4.91. deki
bant sinyal yogunluklart iizerinden hesaplanmistir.)

Sekil 4.85. ile Sekil 4.92. arasindaki grafiklerle 6zetlenen veriler incelendiginde,
MCF-7 hiicre hattinda apoptotik yolakta yer alan Caspase-8 ekspresyonunun arttigi
belirlenmis olup, diger iki hiicre hattinda belirgin bir etki goriilmemektedir. E-cadherin gen
promotorunun  hipermetilasyonu sebebiyle MDA-MB-231 hiicrelerinde eksprese
olmamaktadir. Bu sebeple bir ekspresyon gozlenmemistir. MCF-10A hiicre hattinda ise
gen ekspresyon bulgulari ile uyumlu olarak E-Cadherin ekspresyonunun bir miktar arttig
goriilmektedir. Cyclin E1 hiicre dongiisiinde G0/G1 fazindan S fazina gegisi regiile eden
bir proteindir. Hiicre dongiisii sonuglariyla da uyumlu olarak MDA-MB-231 hiicre hattinda
bu proteinin ekspresyonu artmistir. Hiicrenin GO/G1 fazindan S fazina gecisi her ne kadar
kotii prognozla iliskili gibi diisiiniilse de hiicre dongiisii analizi sonuglarina gére Ana 11
peptidinin, hiicre dongiisiinii S evresinde sekteye ugrattigi goriilmektedir. Her iki kanser
hiicre hattinda da Cox2 ekspresyonu belirgin Olciide azalmistir. Apoptotik direnci,
proliferasyonu, inflamasyonu, invazyon ve metastazi artiran bu proteinin ekspresyonunun
onemli Ol¢iide azalmasi hiicre 6liim modu analizi sonuglartyla uyumlu olup Ana 11

peptidinin anti-kanser etkisini gostermektedir.
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4.14. Elde Edilen Fonksiyonel Aktivite Bulgularinin Transkripsiyon ve Translasyon

Seviyesindeki Analiz Bulgulari ile Birlikte Degerlendirilmesi

Malign hiicrelerin metastatik yayilimi, bugiin hala kanser sebebiyle oliimlerin
%90’dan fazlasini olusturmaktadir (Lambert, vd., 2017). Metastaz, kanser biyolojisinin en
gizemli dzelliklerinden biridir. Invazyon-metastaz kaskadi olarak adlandirilan, karmasik,
sirali ve birbiriyle iligkili bir siire¢ sonucunda primer bolgeden uzakta ikincil tlimorlerin

olusumuna yol agmaktadir (Talmadge ve Fidler, 2010).

Sekil 4.65. ve Sekil 4.69. birlikte degerlendirildiginde Ana 11 peptidinin MDA-
MB-231 hiicre hatt1 iizerinde migrasyonu ve invazyonu inhibe edici bir etkisinin
bulundugu acik¢a goriilmektedir. Literatiirde ar1 venomunun ve major toksik bileseni
melittinin ¢esitli hiicre hatlarinin migrasyonu ve invazyonunu inhibe ettigine dair pek ¢ok
calisma bulunmaktadir (Liu, vd., 2008; Cho vd., 2010; Huh, vd., 2010; Park vd., 2010;
Jeong, vd., 2012; Jeong, vd., 2014; Wang vd., 2017; Lim vd., 2019; Sangboonruang vd.,
2020). Bu ¢alismalar ile hem hepatoseliiler karsinom hiicre hatlarinda hem de in vivo fare
modellerinde melittinin Rac-1’1 inhibe ederek JNK aracili hiicre migrasyon ve
invazyonunu engelledigi (Wang, vd., 2017), renal, servikal ve meme kanser hiicre
hatlarinda NF-kB ekspresyonunu bloke ederek MMP-9 ekspresyonunu inhibe ettigi (Park,
vd., 2010), ar1 venomunun MCF-7 hiicre hattinda p38/JNK fosforilasyonunu baskilayarak
NF-kB aktivitesini baskiladigir ve boylece MMP-9 ekspresyonunu inhibe ettigi (Cho, vd.,
2010), melittinin aort diiz kas hiicre hattinda NF-kB aktivasyonunu bloke ederek MMP-9
transkripsiyonunu inhibe ettigi (Jeong, vd., 2012), MCF-7 hiicre hattinda MMP-9
transkripsiyonunu inhibe ettigi (Wang, vd., 2017) gosterilmistir. Hem ar1 venomu hem de
melittinin etkisinin aragtirildigi birinde farkli melanoma hiicre hatlari, digerinde MCF-7 ve
MDA-MB-231 meme kanser hiicre hatlar1 ile gergeklestirilen c¢alismalar ile
PI3K/Akt/mTOR sinyal yolagi ve NF-kB inhibisyonu ile MMP-9 transkripsiyonunun
azalmas1 sonucu migrasyon ve invazyon lizerinde inhibitdr etkisi bulundugu gosterilmistir
(Jeong, vd., 2014; Lim, vd., 2019). Ayn1 zamanda ar1 venomunun gdzlenen migrasyon ve
invazyon inhibe edici etkisinin bilesimindeki diger bir major peptid apaminden degil
melittinden kaynaklandig1 da ortaya konulmustur (Jeong, vd., 2014). Tez c¢aligmasi
kapsaminda migrasyon ve invazyon iizerindeki etkinin transkripsiyonel seviyede

arastirtlmasi i¢in belirlenen MMP-9, VEGFA, NF-kB genlerinin ekspresyon seviyelerinin
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kontrol grubuna kiyasla azaldigi belirlenmistir (Sekil 4.82.). Gen seviyelerindeki bu

azalma literatiir ile birebir uyumlu goriinmektedir.

Epitel hiicreler onkojenik transformasyon sirasinda hareketlilik  6zelligi
kazanmadan Once epitelyal-mezenkimal gecis (EMT) adi verilen bir siire¢ gecirerek
epitelyal polaritelerini ve hiicre-hiicre baglantilarin1 kaybetmektedirler (Kokkinos vd.,
2007). Vimentin ise EMT yeniden programlanma siirecinin kanonik bir belirtecidir ve
hareketli ve invazif timoér hiicre fenotipinin kazanilmasi ile iligkilidir. Artmis vimentin
ekspresyon seviyeleri pek cok tiimorde bulunmakta ve agresiflik ve kotii prognoz ile
iligkili oldugu belirtilmistir. Bununla birlikte vimentin ekspresyonuna SNAII geni artan
ekspresyon seviyeleri eslik etmektedir. (Satelli ve Li, 2011). Kanser kaynakli 6liimlerin
biiylik bir ¢ogunlugundan dogrudan veya dolayli olarak metastaz sorumlu oldugundan,
etkili bir anti-metastatik tedavi gelistirmek yeni ve giincel bir hedef olarak 6ne ¢ikmaktadir
(Strouhalova vd., 2020). Vimentinin EMT i¢indeki 6nemli yeri onu bu amagla ilgi ¢ekici
bir ila¢ hedefi yapmaktadir. Bu sebeple tez calismasi kapsaminda VIM ve SNAII
genlerinin ekspresyon seviyeleri de arastirilmistir. Ana 11 peptidinin MDA-MB-231 hiicre
hatt1 lizerinde gosterilen hiicre hareketliligi ve invazyon tzerindeki inhibitdr etkisi ile
iliskili olarak VIM ve SNAII genlerinin ekspresyon seviyelerinin kontrol grubuna kiyasla

azaldig1 gosterilmistir (Sekil 4.82.).

Epitelyal mezenkimal fenotipe gecisin translasyonel seviyede de arastirilmasi
amaciyla E-cadherin proteininin ekspresyon seviyesinin arastirilmasi amaglanmstir.
MDA-MB-231 hiicre hattinda gen promotorunun metilasyonu sebebiyle E-cadherin
ekspresyonunun baskilandigi bilinmektedir. Bunun yaninda meme karsinom hiicre hatlar
ile gergeklestirilen bir calismada sekonder metastatik bolgeye go¢ eden hiicrelerde
mezenkimal fenotipten epitelyal fenotipe gecis ve E-cadherin yeniden ekspresyonu
gosterilmistir (Chao vd., 2010). Ancak Ana 11 peptid uygulamasi bdyle bir etki
olusturmadigindan tez c¢alismasi kapsaminda E-cadherin’in protein seviyesinde

ekspresyonu MDA-MB-231 hiicre hattinda gosterilememistir (Sekil 4.88.).
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Hiicre dongiisii, hiicrelerin gelistigi ve boliindiigi bir siire¢ olup normal bir
hiicrenin biiyiidiigii, DNA'sim1 ¢ogalttig1 ve boliindiigii bir dizi sinyal yolaklar: tarafindan
diizenlenmektedir. Bu siire¢ ayn1 zamanda hatalarin diizeltilmesini saglayan mekanizmalar1
da icermekte ve diizeltilmezse hiicrelerin apoptoza girmesi saglanmaktadir. Ancak,
kanserde bu diizenleyici silire¢ arizali oldugu i¢in kontrolsiiz hiicre proliferasyonu ve

nihayetinde tiimdriin bliylimesi ve ilerlemesi ile sonug¢lanmaktadir.

Hiicre dongiisii; hiicre biiylimesi ile karakterize G1 evresi, DNA replikasyonu ile
karakterize S evresi, hiicrenin boliinme i¢in hazirlandigi G2 evresi ve hiicrenin iki hiicreye
boliindiigii mitoz evresinden olusmaktadir. Ayni1 zamanda hiicreler dongiiden ayrilip aktif
olmayan bir evre olan GO evresine girebilmektedirler. Hiicre dongiisiiniin ilerlemesi
siklinler (A, B, D, E) ve siklin bagimli protein kinzalar (CDK)’dan olusan kompleksler
tarafindan yonlendirilmektedir. D-tipi siklinler CDK4 ve CDK6’y1 aktive ederek hiicrenin
hiicre dongiisiine girmesini ve G1 fazina ilerlemesini saglamaktadir. G1 fazindan S fazina
ilerleyisi ise Siklin E’nin CDK2 ile etkilesimi saglamaktadir. Hiicrenin S fazi boyunca
ilerlemesini saglayan Siklin A ile CDK2 kompleksinin olusumudur. G2 fazinda ise Siklin
A bu defa CDKI ile kompleks olusturarak hiicrenin mitotik evreye girmesini
saglamaktadir. Son olarak Siklin B CDKI1 ile etkilesime girerek hiicrenin M fazinda
ilerlemesini saglamaktadir. Hiicre donglisii boyunca olusan Siklin-CDK kompleksleri
Siklinlerin sentezi veya degredasyonu, CDK’larin fosforilasyonu veya CDK
inhibitorlerinin bu komplekslere baglanmasi ile regiile edilmektedir (Vermeulen vd., 2003;

Lim ve Kaldis, 2013).

Hiicre dongiisiiniin modiilasyonuna ek olarak, hiicre dongiisii kontrol yolaklar1 ile
DNA onarim yolaklarinin kontrolii, transkripsiyonel programlarin aktivasyonu ve kalici
hasar durumunda apoptozun uyarilmas: saglanmaktadir. Hiicre kontrol noktalarindaki
tutuklanmalar; G1/S gecisindeki G1 kontrol noktasi, S evresi i¢inde bulunan intra-S evresi
kontrol noktasi, G2/M gecisindeki G2 kontrol noktast ve mitoz sirasinda metafazdan
anafaza gecisi kontrol eden spindle noktasi olmak tizere dongili boyunca ¢esitli asamalarda
gerceklesebilmektedir. Bu kontrol noktalarinin aktivasyonu ise hiicrenin oliimii veya

hayatta kalmasi i¢in iyilesmesi ile sonug¢lanmaktadir (El-Aouar Filho vd., 2017).
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Sekil 4.93. Okaryotik hiicre dongiisii ve regiilasyonunun sematik gosterimi (Vermeulen, vd., 2003).

G1/S ve G2/M kontrol noktalarindan geg¢isin molekiiler mekanizmasi detaylica
calisilmis olmasina ragmen, hiicre dongiisiiniin S evresinde ilerlemesinin kontrolii ile ilgili
bilinenler sinirhidir. Okaryotik hiicre DNA’sinin replikasyonu oldukga siki kontrol edildigi
ve sadece S evresinde ve sadece bir defa replike oldugu i¢in ekzojen bir hasarin hiicreyi ne
ilerlemeye ne de G1 evresine geri donmeye tetiklememesi durumunda S evresinde
tutulmanin bir mekanizmasi olmalidir (Zhu vd., 2004). Chkl ve Chk2 aktivasyonu S
evresinden G2’ye gecisi kontrol eden ana mediyatorler olup Chk2 aktivasyonu intra-S
evresi kontrol noktasini kontrol ederek S evresinde tutulmaya sebep olmaktadir (Falck vd.,
2002). Chk2 klasik olarak replikatif stres, DNA hasar1 veya kromatin yeniden
modellenmesi ile aktive olmaktadir (Matsuoka vd., 1998). Chkl aktivasyonu ise S evresi
veya G2/M noktasinda hiicre dongiisiinde tutuluma sebep olmaktadir. Bu mediyatorlerin
ise PNAS-4 geni ile aktive oldugu farkli p53 durumlarindaki akciger kanser hiicre
hatlarinda gosterilmistir (Yuan vd., 2015). Bunun yaninda bu mekanizma ATM ve ATR
adi1 verilen iki protein ile yonetilmektedir (Sancar vd., 2004; Smith vd., 2010).

Insan meme adenokarsinom hiicre hatti MCF-7 {izerinde anti-kanser etkisi
arastirilan bir bilesigin zaman ve doz bagimli olarak proliferasyonu engelledigi, cyclin A,

D1, D3, CDK4, CDK6 protein ekspresyonlarinda azalma ile birlikte p21, p27, p53
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indiiksiyonu ve sonu¢ olarak hiicre dongiisiiniin S fazinda tutulumu gerceklestirdigi
gosterilmistir. Bunu takiben apoptozu destekleyecek sekilde caspase aktivasyonu, PARP
yikilimi ve DNA fragmentasyonu oldugu belirlenmistir. Apoptoz aktivasyonu, S-fazinda
tutulum goriildiikten ancak 24 saat sonra belirlenebilmis olup, bilesigin tetikledigi hiicre
dongiisli tutulumunun apoptotik cevaptan once gergeklestigi vurgulanmistir. Ayni zamanda
INK, p38, MAPK, ERK, ve Akt aktivasyonu ve Cyclin E, fosforile Rb ekspresyon
seviyelerinde artis gézlenmistir (Chen ve Wong, 2008).

Daha 6nce anti-tlimor etkileri gosterilen bir polifenoliin liglii negatif meme kanser
hiicre hatlar1 {izerindeki etkisinin arastirildigi bir calismada hiicrelerin proliferatif
kapasitesindeki azalmaya hiicre dongiisiinde yavaslama ve S evresinde tutulmanin eslik
ettigi belirlenmistir. S evresindeki tutulma ise Chk2 fosforilasyonu ve cyclin D1
seviyesindeki belirgin azalma ile karakterize edilmisticr (Zhao vd., 2014). Hiicre
dongiisiiniin S evresinin bir kemoterapotik aksiyon mekanizmasi olarak hedeflenmesinin
pratikteki dnemi, klinik olarak etkin bir anti-kanser ajan olarak kullanilan Topoizomeraz I
inhibitorii irinotekan ile vurgulanmaktadir (Ramnath vd., 2005). Kemoterapétik ilag
Irofulven buna benzer olarak S evresinde hiicre dongiisiiniin tutulmasina sebep olmaktadir

(Wang vd., 2004).

Bir alkaloidin pankreas kanser hiicre hatlar1 Miapaca-2 ve PANC-1 {izerindeki
etkisinin incelendigi bir ¢aligmada mitokondriyal membran potansiyelinin azalarak ROS
olusumunun goézlendigi, ERK ve JNK fosforilasyonunun aktive oldugu gosterilmistir. Bel-
2/Bax modiilasyonu, caspase-3 aktivasyonu PARP1 yikimi temelde JNK aktivasyonu ile
gercekleserek hiicrenin mitokondriyal yolakla apoptoza gittigi belirtilmistir. Ayn1 zamanda
ERK aktivasyonunun ise hiicre dongiisiiniin S-fazinda tutulumu ile iliskili oldugu ortaya
konulmus olup Cyclin A, Cyclin D1 protein ekspresyonlarindaki azalma ile S-fazindaki

tutuluma eslik eden molekiiler aracilar belirlenmistir (Xu vd., 2017).

Benzer sekilde DLD-1 insan kolon kanser hiicre hatlarinda hiicre dongiisiiniin S
evresinde tutuldugu ve buna p21 up-regiilasyonu ve ERK aktivasyonunun eslik ettigi
belirlenmistir (Zhu, vd., 2004). p21 CDK direk inhibitorii olarak G1 ve G2 evrelerinde
tutuluma sebep olmaktadir. Ancak ayni1 zamanda prolifere olan hiicre niikleer antijenine

(PCNA) dogrudan baglanarak DNA sentezini inhibe edebilmektedir. DNA'ya zarar veren
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herhangi bir uygulama, daha sonra p53'i aktive eden ve p2l geninin p53'e bagh
indiiksiyonuna yol agan ATM veya ATR'min aktivasyonuna yol agacaktir. p21
ekspresyonu, ATM/ATR-ERK yolu araciligiyla DNA'ya zarar veren ajanlar tarafindan da
indiiklenebilir. Bu durumda, etkinlestirilmis ATM/ATR, p21 ifadesini p53'ten bagimsiz bir
sekilde indiikleyen ERK'yi etkinlestirir. Diger ¢aligmalar ayrica, ERK yolaginin proteinin

fosforlanmasi yoluyla p21 protein seviyelerini artirdigini gostermistir (Zhu, vd., 2004).

S evresinde hiicre dongiisiiniin tutuldugu ve ERK ve STAT3 yolaklarmin down-
regiile oldugu ovaryum kanser hiicre hatt1 (Zhu vd., 2014) ve akciger kanser hiicre hatlar

A549 ve 95D’de gosterilmistir (Liu, vd., 2008).

Halk tibbinda kullanilan bir bitki ekstraktinin MCF-7 hiicre hatt1 lizerindeki etkileri
arastirlldiginda ekstraktin hiicre dongiisiiniin S evresinde tutuluma ve erken apoptoza
sebep oldugu, apoptozun ise caspase 2, 6, 8 ve 9 aktivasyonu ile gerceklestigi
belirlenmistir (Kwan vd., 2016). Farkli bir bitkiden elde edilen bir terpenoidin insan
akciger hiicre kanser hattt A-549 proliferasyonunu engelledigi, apoptozunu indiikledigi ve
hiicre dongiisiiniin S evresinde tutuluma yol agtig1 belirtilmistir. Doza bagl olarak cyclin
B1 ekspresyonunun azaldigi, Bax/Bcl-2 oranmin arttigi, PI3K/AKT ve STAT3 yolaginin
down regiile oldugu gosterilmistir (Chen vd., 2020). Yine bitki kaynakli bir alkaloid,
MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlariin proliferasyonunu doz ve zamana bagl olarak
baskiladigi, hiicre dongiisiiniin her iki hiicre hattinda da S evresinde tutulumuna sebep
oldugu ve apoptozu indiikledigi rapor edilmistir (caspase-3, caspase-9, PARP, Bax/Bcl-2)
(Wu vd., 2017).

Tez ¢aligmasi kapsaminda akis sitometresi ile gerceklestirilen analizler sonucunda,
Ana 11 peptidinin artan konsantrasyonlar1 G1 evresinde senkronize edilmis MDA-MB-231
ve MCF-7 hiicre hatlar1 iizerine uygulandiginda S evresindeki hiicre yogunlugunda artis ve
buna paralel olarak G2/M evresindeki hiicre yogunlugunda azalma oldugu belirlenmistir
(Bkz. Sekil 4.70. — Sekil 4.73., Cizelge 4.9. — Cizelge 4.10.). Bu durum hiicre dongiisii
sirasinda hiicrelerin Ana 11 uygulamasi ile GO/G1 kontrol noktasindan gectigini ancak
replikasyonun gerceklestigi S evresinde ilerleyemedigi veya yavas ilerledigini ve mitotik
evreye gecemedigini gostermektedir. MCF-10A hiicre hattinin hiicre dongiisii analiz

bulgularina gore ise Ana 11 uygulamasi ile GO/G1 evresindeki hiicre yogunlugunda bir
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artis ve bununla uyumlu olarak G2/M evresindeki hiicre yogunlugunda bir azalma
meydana gelmistir (Sekil 4.74. ve Sekil.4.75., Cizelge 4.11.). Bu durum ise hiicre dongiisii
sirasinda hiicrelerin Ana 11 uygulamasi ile G0/G1 kontrol noktasindan daha ileriye
hiicrelerin replikatif asamaya gegemedigini gostermektedir. Transkripsiyonel seviyede
CDKNI1A (p21) ekspresyon seviyesi bu bulgular ile uyumlu bir sekilde MDA-MB-231 ve
MCF-10A hiicre hatlarinda Ana 11 uygulamasi ile artis gostermistir (Sekil 4.82 ve 4.84.).
Bu da siklin bagimli kinaz inhibitorii olan p21 ile hiicre dongiisiinlin ilgili evrelerde

tutuldugunu gostermektedir.

Bir transkripsiyon regiilatorii olan Retinoblastoma proteini (pRb) nin varligi hiicre
dongiisiinde G1°den S evresine gegis i¢in kritiktir. E2F ailesi hiicre dongiisii transkripsiyon
faktorleri ile etkilesimi ise bu gegisi baskilamaktadir. E2F1 transkripsiyon faktoriiniin
pRB’den ayrilmasin1 takiben E2F1’in DNA replikasyonunun baslamasi ve hiicre
dongiisliniin ilerlemesi i¢in gerekli genlerin ekspresyonunu aktive etmesi memeli hiicre
proliferasyonu i¢in anahtar bir basamak olarak kabul edilmektedir (Van Den Heuvel ve
Dyson, 2008). Ancak bir taraftan E2F1’in hem normal hiicrelerin hiicre dongiisiine girigini
kontrol ederken diger yandan pro-tiimdrijenik ve pro-apoptotik oldugu belirtilmektedir
(Fang vd., 2020). Bu konuda E2F1 ekspresyon seviyelerinin islevini belirledigine dair
gerceklestirilen ilgi ¢ekici bir calismada ise mRNA seviyelerine gore diisiik seviyede E2F1
ekspresyonunun hiicre dongiisiini uyaran genleri aktive ettigi, orta seviyelerde
ekspresyonunun pl8, pl9, p27 gibi hiicre dongiisiinii durduran genleri aktive ederken
yiiksek seviyelerde ise apoptotik genleri indiikledigi ortaya konulmustur (Shats vd., 2017).
Tez ¢alismasi kapsaminda MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicre hatlarinda RNA diizeyinde
E2F1 ekspresyon seviyeleri artarken MCF-7"de azaldig1 belirlenmistir (Sekil 4.82. — Sekil
4.84.). Literatiirde E2F1 fazla ekspresyonunun S fazina gegisi ve ardindan apoptozu
indiikledigine dair gergeklestirilen ¢caligmanin sonuclari ile MDA-MB-231 hiicre hatt1 i¢in
elde edilen sonugclar birbirini desteklemektedir (Shan ve Lee, 1994). Ancak yine de E2F1
transkripsiyon faktoriinlin hiicrenin kaderi ile ilgili yukarida agiklanan paradoksal durumu
sebebiyle bu ekspresyon verilerinin diger veriler ile birlikte degerlendirilmesi gerektigi, tek

basina belirteg olarak bir anlam ifade etmeyecegi diisliniilmektedir.

Hiicre donglisii diizenleyici proteinlerden Cyclin E1 ekspresyon seviyesindeki

degisim arastirilmistir (Sekil 4.91. ve Sekil 4.92.). Ana 11 uygulamasi sonucunda MDA-
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MB-231 hiicre hattinda Cyclin E1 ekspresyon seviyesi kontrol grubuna kiyasla yaklagik
1,5 kat artmigtir. Diger hiicre hatlar1 igin belirgin bir degisim goriilmemistir. Hiicre
dongiisiinde S evresine ilerleyisi yonlendiren bu proteinin MDA-MB-231 hiicre hattinda
ekspresyonunun artmasi, akis sitometresi analizi sonucu S evresindeki hiicre

poplilasyonundaki artis1 destekler nitelikte bir bulgu olarak degerlendirilmistir.

Tiimor hiicre biiylimesini yavaglatan en Onemli sebeplerden biri apoptotik
aktivitedir. Bu konuda literatiirdeki ilk O6rnegi olusturan calismada, melittinin 16semi
hiicrelerinde calmodulini inhibe ederek apoptoza yol actig1 gosterilmistir. Bu inhibisyon ile
Ca'? pompalar1 Ca*? iyon konsantrasyonunda biiyiik bir artisa sebep olarak hiicre oliimii
indiiklenmistir (Hait vd., 1985). Bu ¢alismadan giiniimiize, ar1 venomunun ve melittinin
basta apoptotik olmak iizere anti-kanser etkilerinin gosterilmesi ve molekiiler
mekanizmalarin ayn1 zamanda hiicre dongiisii lizerindeki etkilerinin aydinlatilmasi

amaciyla ¢ok farkli kanser hiicre tipleri ile ¢ok sayida ¢aligma gergeklestirilmistir.

Ar1 venomu ile gergeklestirilen bir calismada insan servikal epidermoid karsinom
Ca Ski hiicrelerinde, mitokondri-iliskili yolaklar ve Fas reseptdr yolagi ile hiicre
dongiisiinde tutulma ve apoptozun indiiklendigi gosterilmistir. Akis sitometri ¢aligmalar
art venomu uygulamasinin reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunu indiikledigi,
sitoplazmik Ca*? seviyelerini artirdigi, bunu takiben mitokondriyal membran
potansiyelinin azalmasi ile sitokrom c salinimi, caspase-3 aktivasyonu ve apoptozu
indiikledigini gdstermistir. Ar1 venomu ayni zamanda Fas, p53, p21, Bax seviyelerinde
artis1 indiiklerken, Bcl-2 seviyelerini azaltmistir. Caspase-8 ve caspase-9 aktiviteleri ari
venomu uygulamasi ile artmis, bu da caspase-3 aktivasyonunu desteklemis ve sonucta
DNA fragmentasyonuna sebep olmustur (Ip, vd., 2008b). Kaspaz bagimli yolak disinda,
aragtirmacilar ayn1 zamanda apoptoz-inducing factor (AIF) ve endoniiklaz G (Endo G)
ekspresyonu ile kaspaz-bagimsiz yolagin da aktive oldugunu gostermislerdir. Ayni
arastirmacilar daha sonra MCF-7 meme kanser hiicre hatt1 iizerinde ayni etkileri, hiicre
popiilasyonunun GO/G1 ve S evresindeki miktarinin arttigini gostermislerdir (Ip, vd.,

2008a).

Akut ve kronik myeloid 16semi hiicre hatlar1 ile yakin zamanda yapilan bir

calisgmada da melittinin mitokondriyal membran potansiyelinin azaltip, caspase 3/7
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aktivitesini artirarak hiicreleri apoptoza yonlendirdigi rapor edilmistir (Ceremuga vd.,

2020).

Melittinin 16semi hiicre hatti U397 iizerindeki etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada,
Akt sinyal yolaklarin1 downregiile ederek apoptoza yol ag¢tig1, ayn1 zamanda Bcl-2 down-

regililasyonu ve caspase-3 aktivasyonu gerceklestigi rapor edilmistir (Moon, vd., 2008).

Wang, vd. (2009) tarafindan sunulan ¢alismada melittinin CaMKII-TAK1-JNK/p38
yolagin1 aktive edip IKK/NF-kB’yi inhibe ederek TRAIL ile sinerji olusturarak insan
hepatoseliiler karsinom (HCC) hiicrelerinde apoptozu indiikledigi gosterilmistir. Bu da
TRAIL-direngli kanser tedavisi i¢in umut vaat eden bir kombinasyon terapisi olarak

Onerilmistir.

Melittinin mide kanser hiicre hatti1 SGC-7901 {izerindeki etkilerinin arastirildig1 bir
diger caligmada, melittinin reaktif oksijen tiirleri seviyelerini arttirdigi, caspase-3
aktivitesini indiikleyerek apoptozu indiikledigi gosterilmistir. Cyt C, Endo G ve AIF
protein seviyelerini artirirken, Smac/Diablo protein ekspresyonunun azaldigi da

belirlenmistir (Kong, vd., 2016).

2018 yilinda insan bronkojenik karsinom hiicre hattt ChaGo-K1 {izerinde melittinin
etkisi incelenmis ve bu hiicrelerin melittinin sitotoksik etkisine normal akciger fibroblast
hiicrelerinden (Wi-38) daha yatkin oldugu gosterilmistir. Ayni1 zamanda melittin
proliferasyonu baskilamis ve apoptoza ve hiicre dongiisliniin G1 evresinde tutuluma sebep

olmustur (Tipgomut, vd., 2018).

Pek ¢ok kanser hiicresinde tiimor baskilayici genlerin DNA metilasyonu ile
susturulmus bulunmasindan yola ¢ikilarak insan hepatoseliiler karsinom hiicre hatti
SMMC-7721 ile gergeklestirilen bir ¢calismada, melittinin Methyl-CpG baglanma proteini
2 (MeCP2) ekspresyonunu azaltarak hiicre proliferasyonunu engelledigi ortaya
konulmugtur. Bunu takiben melittinin hiicre farklilagmasi, proliferasyonu ve doku
polaritesinde dnemli bir rolii olan Shh sinyalizasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir. Ayn

zamanda Cyclin D1 ve CDK4 ekspresyonunda azalma ile desteklenen akis sitometre
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analizine gore hiicre dongiisiinde G0/G1 evresinde bir gecikme oldugu belirlenmistir (Wu,

vd., 2015).

Ar venomu ve melittin prostat kanser hiicre biiylimesi iizerinde inhibitor etki
gostermistir. Bu etkinin ise Bcl-2, Cox-2, XIAP, iNOS gibi anti-apoptotik gen iirlinlerinin
asag1 regiilasyonu ile gerceklestigi belirlenmistir. Bu da NF-kB transkripsiyonel
aktivitesinin inhibisyonu sonucu apoptotik hiicre 6liimiine sebep olmustur (Park, vd.,

2011).

Ar venomu ve melittinin indiikledigi apoptozla iligkili yolaklar ovaryum kanser
hiicrelerinde de gosterilmistir. Bu caligmada melittin 6lim reseptorlerini indiikleyip
JAK2/STAT3 yolagini inhibe ederek apoptotik etkisini gostermistir. STAT3 inaktivasyonu
ve DR3, 4 ve 6 overekspresyonu ile ovaryum kanser hiicrelerinin biiylimesi yavaglamistir.
Bu oliim reseptorlerinin ekspresyonu ise caspase-8 aracili apoptozun aktivasyonu ile

sonuglanmistir (Jo, vd., 2012).

Melittinin yukaridaki ¢aligmalarla anlatilan bugiine kadar aydinlatilmis anti-kanser

etkilerine sebep olan molekiiler etki mekanizmalar1 Sekil 4.94.’de 6zetlenmistir.

—————— MEL | ——

Sekil 4.94. Melittinin molekiiler mekanizmalarini 6zetleyen sema. (Rady vd., 2017)

Hiicre 6lim modunun AnneksinV/FITC-PI ile akis sitometresi analiz sonuglari

incelendiginde, Ana 11 peptidinin tiim hiicre hatlar1 {lizerinde apoptozu indiikleyici bir
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etkisi oldugu belirlenmistir. Ayn1 zamanda apoptotik etkinin doza bagiml olarak degistigi
de gorilmektedir (Sekil 4.77. — Sekil 4.81., Cizelge 4.12. — Cizelge 4.14.). Apoptozun
hangi molekiiler yolaklar araciligi ile gerceklestiginin arastirilmasi icin transkripsiyon
seviyesinde gerc¢eklestirilen analiz sonuglarina gére MDA-MB-231 hiicre hattinda (Sekil
4.82.) FAS ve AKTI genlerinin ekspresyon seviyelerinde bir azalma oldugu belirlenmistir.
Art venomundan elde edilen major peptidin AKT1 genindeki ekspresyon seviyesinde
azalmaya sebep olarak literatiirde pek ¢ok orneklerinde oldugu gibi PI3/AKT yolagini
baskiladig1, caspase-3 aracili olarak hiicreyi apoptoza gotiirdiigli diisiiniilmektedir. Aym
zamanda standart sapma degerleri ¢ok yliksek olmasina ragmen BCL2/BAKI1 oraninin da
diismiis olmasi da bu ¢ikarimi desteklemektedir. MCF-7 hiicre hattinda ise (Sekil 4.83.)
daha once de deginildigi lizere standart sapma aralifinin ¢ok yiiksek olmasi sebebiyle cogu
genin transkripsiyon seviyelerinin degerlendirilmesi miimkiin olmamistir. Ancak FAS
geninin standart sapma alt smir degerinin 1’in lizerinde olmasi sebebiyle FAS
ekspresyonunun arttig1 yoniinde bir yorum yapilabilmektedir. Hiicre membraninda bulunan
bir 6liim reseptoriiniin ifadesinden sorumlu olan FAS geninin ekspresyonunun artmasi
apoptozun ekstrinsik yolla indiiklenmis olabilecegini diislindiirmektedir. Gergekten de
protein seviyesindeki ekspresyon analizi degerlendirildiginde (Sekil 4.85. — Sekil 4.86.)
MCF-7 hiicre hattinda ekstrinsik apoptoz yolag1 efektorlerinden caspase-8 protein
ekspresyonunun kontrole gore arttig1 belirlenmistir. MCF-10A hiicre hattinda ise apoptozla
iliskili ekspresyon analizi yapilan genlerden FAS ve DRS seviyelerinin arttig1
belirlenmistir (Sekil 4.84.). Bu sonugclar bu hiicre hatti i¢in de Ana 11 peptidinin ekstrinsik
apoptoz yolagi iizerinde etkili olabilecegini diisiindiirmiistiir. Ancak bu hiicre hatt1 i¢in
caspase-8 seviyesinde bir degisiklik gozlenmemistir. Bunun sebebinin Slgiim yapilan

uygulama saati ile ilgili olabilecegi diistiniilmektedir.

Timor nekroz faktér a (TNF-a) apoptoz ve hiicre sag kalimmin yani sira
inflamasyon ve bagisiklikta da anahtar rol oynayan cok islevli bir sitokindir. TNF- a 'nin
TNF reseptorii 1 ve 2 (TNFR-1, TNFR-2) ile etkilesimi, TNF-a'nin bu ¢ok cesitli
islevlerine yol agan cesitli sinyal iletim yolaklarini aktive etmektedir. TNFR-1 6liim
reseptorleri ailesinin bir iiyesi olarak apoptozu indiiklemektedir. Ancak ayni zamanda
hiicre sag kalimi i¢in gerekli sinyallerin iletimini de saglamaktadir. TNF-a TNFR-1
etkilesimi  sonrasinda  JNK, PI3/AKT, p38/MAPK yolaklarinin  aktivasyonu

saglanmaktadir. Sonu¢ olarak, c-Fos/c-Jun ve NF-kB transkripsiyon faktorlerinin
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aktivasyonu anti-apoptotik, proliferatif, immiinomodiilatér ve inflamatuar genlerin
transkripsiyonu indiiklenmektedir (van Horssen vd., 2006). Bunlardan biri de COX-2
genidir. NF-kB inaktivasyonunun bazi tiimorleri TNF-a'ya duyarli hale getirdigi
bilinmektedir (Orlowski ve Baldwin Jr, 2002). Ana 11 uygulanan MDA-MB-231 hiicre
hattinda TNFA ekspresyon seviyesi kontrol grubuna gore yaklasik 2 kat artmistir (Sekil
4.84.). Ayni hiicre hattinda standart sapma degerleri kesin bir yargiya varmay1 engellese de
kontrole kiyasla NFKB1 ve BCL2/BAKI1 orani diisiik olarak degerlendirildiginde akis
sitometresi sonuglarina gore belirlenen apoptotik etki aciklanabilmektedir. Literatiirde
benzer sekilde renal tiibiil epitel hiicreleri ve fareler ile gerceklestirilen bir ¢alismada
melittin uygulamasinin TNFA ekspresyon seviyesini artirdigi, in vitroda apoptoza sebep
oldugu, Bax/Bcl-2 oraninin arttig1 belirlenmistir. Bu durum Bax/Bcl-2 oraninin artmasi ve
TNF-a 6liim reseptdrleri aracili sinyal yolaginin up-regiilasyonu ile agiklanmistir (Shu vd.,
2019). Diger yandan MCF-7 ve MCF-10A hiicre hatlarinda TNFA ekspresyonu ¢ok
azalmig veya baskilanmistir (Sekil 4.83. — Sekil 4.84.). Baskilanmig TNFA seviyeleri
gercekten de protein seviyesinde gerceklestirilen ekspresyon analizi bulgularina gére Cox-
2 ekspresyonunda belirgin bir azalma ile karakterize edilebilmektedir (Sekil 4.89. — Sekil
4.90.). Cox-2 ekspresyonunun inhibisyonunu takiben NFKB1 mRNA seviyelerinde de
azalma goriilmesi beklenmektedir. MCF-7 ve MCF-10A hiicre hatlarinda bu azalmanin
gdzlenmemesinin zamana bagl bir degerlendirme yapilamamis olmasindan kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Akciger kanser hiicre hatlar1 ile gergeklestirilen bir ¢alismada ar1 venom
uygulamasinin COX-2 mRNA sentezini ve PGE2 sentezini inhibe ettigi gosterilmistir
(Jang, vd., 2003). Farkli bir ¢alismada melittinin COX-2 ve PGE2 ekspresyonunu
azaltirken, p38 MAPK fosforilasyonunu artirarak anti-kanser etki gosterdigi rapor

edilmistir (Huh, vd., 2012).

Melittinin anti-kanser etkisini yaratan bir diger ozelligi de yiiksek dozlarda
fosfolipid membranlar ile etkilesime girip membranda porlar olusturan litik bir peptid
olmasidir. Bu 6zelligi mide ve kolon kanseri hiicreleri iizerinde calisilmig, melittinin 20
pg/ml dozda 1 dakika i¢inde graniilasyon, vakuollenme ve hiicre sismesine sebep oldugu
gosterilmistir (Soliman vd., 2019). Ancak bu 6zellik kanser hiicresine spesifik olmadigi
icin nano tastyici yapilar ile melittinin kanser hiicrelerine hedefli olarak yonlendirilmesi

iizerine ¢aligmalar yapilmaktadir (Peeler vd., 2019).
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4.14. Ana 11 Peptidinin Biyokimyasal Yap1 Tayini

4.14.1. Ana 11 peptidinin molekiiler agirhgimin belirlenmesi

Ham venomun HPLC’de farkli gradient yiiriiyiisler ile saflastirilmasi sonucu elde
edilen etken Ana 11 fraksiyonu i¢in herhangi bir enzimatik islem yapilmaksizin ESI kiitle
spektrometresi ile elde edilen spektrum asagidaki gibidir (Sekil 4.95.).
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Sekil 4.95. Ana 11 peptidinin ESI — Ion trap kiitle spektrometresi analizi sonucu elde edilen kiitle
kromatograma.

ESI kiitle spektrometresi sistemi ile elde edilen veriler Ana 11 peptidinin 2846,45
Da molekiil agirliginda oldugunu gostermistir. Ayrica Ana 11 peptidi i¢in hicbir islem
uygulanmadan MALDI-TOF-TOF sistemi ile de analiz gerceklestirilmistir (Sekil 4.96.).

Caligmalar Ana 11 peptidinin tripsin enzimi ile muamele edilip ardindan triptik
peptidlerin MALDI-TOF-TOF ile yeniden m/z oranlarinin belirlenmesi ile devam etmistir.
Triptik peptidlere ait kiitle spektrumu agagida gosterilmistir (Sekil 4.97.).



154

885 ™ 250
100-. M)
s -
g 2 1424 1426
“ L 4
"~ -
n
8 g %
ads
g o
T 40—
= i
> -4
ﬁ - v -
& 204 (M 2H)™
] )
0 Ll L} A' L}  » T LS LA L L) ' L L) L L) ' Al
1000 1500 000 2500 3000

Sekil 4.96. Ana 11 peptidinin MALDI-TOF-TOF kiitle spektrumu.
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Sekil 4.97. Ana 11’in tripsin enzimi ile yikimi sonrasinda triptik peptidlerin MALDI-TOF-TOF
kiitle spektrumu.
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HPLC’de gergeklestirilen saflastirma basamaklart ile Ana 11 peptidi ham
venomdan ayristirilarak tek bir pik olarak elde edilmistir. HPLC’den alinan bu fraksiyonun
SDS-PAGE ile belirlenen elektroforetik profilinde ise molekiil agirlig: ise 1,060 ile 3,496
Da araliginda genis ve tek bir bant olarak belirlenmistir. SDS-PAGE tekniginin kismen
bilgi vermesi ancak ¢ok hassas bir teknik olamamasi nedeni ile molekiil agirlig iki farklh
kiitle spektrometresi sistemi ile ayrica belirlenmistir. ESI MS sistemi ile peptidin molekiil
agirhigr 2846,45 Da olarak belirlenmistir. Bu veriler ve ayrica etkin bilesenin ar1t venom
bileseni olarak karigim i¢inde yiiksek oranda bulunmasi nedeni ile bu peptidin melittin ya
da melittin-benzeri bir peptid oldugu fikrini kuvvetlendirmistir. Mevcut literatiir baz
alindiginda da melittinin 2846,46 Da molekiil agirliginda oldugu da goriilmektedir
(Habermann, 1972).  Diger yandan  belirlenen  sekans i¢in  ExPASy
(https://web.expasy.org/compute pi/) ile teorik molekiil agirlig1r hesaplandiginda 2847,49
bulunmaktadir. Peptidin deneysel ve teorik olan iki bulgu arasindaki 1 Da olan bu fark
peptidin C-terminal bolgesinde yer alan Glutamin amino asidinin amidasyona ugradigin
gostermektedir.  Bu  nedenle  Ana 11  peptidinin  aminoasit  dizilimi

GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ-NH?2 olarak belirlenmistir.

Diger yandan MALDI-TOF-TOF sistemi ile yapilan analizde goriildiigii iizere +1,
ve +2 yiikli iyon sinyalleri goézlenmistir (Sekil 4.96., Sekil 4.97.). Yiiksek ¢oziiniirliikte
elde edilen bu sinyallerin bulundugu noktalara odaklaninca her bir sinyalin monoizotopik
sinyalleri net olarak goriilmektedir. Ana 11 peptidini higbir isleme tabi tutmadan alinan
kiitle spektrumunda ¢ok gii¢lii sinyaller elde edilmistir. Ancak 6rnek tripsin enzimi ile
muamele edildiginde enzim pargalanmasi ile kopan tiim sinyallerin goriilmesi miimkiin
olmustur. Diger sinyallerin ise Ana 11 peptidinin RP-HPLC kromatogramina gore sol
tarafinda yer alan Ana 10 fraksiyonu kaynakli olarak alinmis olabilecegi diisiiniilmektedir.
Bunlardan bazilar tripsin enziminin otolizizi sonucu olusan peptid sinyalleri olsa da bu
peptidler kontrollii karsilastirma ile tespit edilmis ve ayr1 degerlendirilmistir. Melittin
oldugu diisiiniilen ve m/z 2845,6 Da da gozlenen sinyalin, literatiir taramasinda amino asit
dizisinin yaygin olarak rapor edilmis olan ve molekiil agirligi 2846,46 Da olarak belirtilen
GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ oldugu goriilmektedir. Oysa ki MALDI-TOF-
TOF analizde ise bu deger 2845,6 Da olarak gozlenmistir. Literatiir ile aralarinda 1,0
Da’luk kiitle farki bulunmaktadir. Kiitle sinyali protonlanmis oldugundan gergekte 2,0

Da’luk bir kiitle farki bulunmaktadir. Ancak, trypsin ile muamele edilen 6rnekten elde
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edilen peptid sinyalleri incelendiginde, m/z 657,35 Da gozlenen peptid sinyalinin,
GIGAVLK e karsilik gelmesi, ayn1 sekilde m/z 1511,70 Da gozlenen peptid sinyalinin
VLTTGLPALISWIK ile ortiismesi bu sinyallerin 6rnekteki 2845,6 Da sinyalinin triptik
parcalanma tirlinleri oldugu fikrini giiclendirmektedir. ESI-MS sonuglar1 da amidasyon

oldugunu dogrular niteliktedir.

4.14.2. Ana 11 peptidinin birincil yapisinin belirlenmesi

Ana 11 peptidinin Edman reaksiyonu kullanan protein dizilim belirleyici cihazina
yiiklenmesi ile amino asit dizilimi belirlenmistir. Dizileme sonucu Ana 11 peptidi,
“GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ” amino asit dizisine sahip 26 amino asit
uzunlugunda bir peptid olarak belirlenmistir. Dizilim BLAST kullanilarak diger dizilimler
ile karsilastirildiginda; 26 amino aside en benzer dizilimler asagida gosterilmistr (Sekil
4.98.).

Query 1 GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ 26
3QRX_B 1 GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ 26
1BH1 A 1 GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ 26
QGP71485.1 35 GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ 60

2164.1 41 GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ 66

a4 GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ 69
a4 GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ 69
s GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ 69
51 GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ 76
92 GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ 117
- GIGAVLKVLTTGLPALINWIKRKRQQ 69
a4 GIGAVLKVLATGLPALISWIKRKRQQ 69

AAD12201 .2 44  GIGAVLKVLTTGLPALIGWIKRKRQQ 69
PB1502.1 1 GIGAILKVLSTGLPALISWIKRKRQE 26
AMP81999 .1 1 GIGAILKVLSTGLPALISWIKRKRQE 26
MEHB2 1 GIGAVLKVLTTGLPALISWISRKRQQ 27

Sekil 4.98. Melittin peptidinin BLAST kullanilarak elde edilen benzerlik analizi

Diger yandan emin olunmak i¢in peptid dizisi direk olarak Edman degredasyonu
reaksiyonu ile belirlenmistir. Edman dizileme bulgularia gore dizilim; kiitle bulgularini
destekler nitelikte bulunmus olup, GIGAVLKVLTTGLPALISXIKRKRQQ olarak
belirlenmistir. Kiitle spektrometre bulgularina gore peptidin amidasyona ugradig:
gosterildiginden Ana 11 olarak belirtilen peptidin dizilimi;
GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ-NH2 olan amidasyona ugramis bir peptid

oldugu ve melittin dizilimine sahip oldugu belirlenmistir.
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Boylelikle Apis mellifera anatoliaca ar1 venomunda %58,1 gibi yiiksek bir oranda
bilesen olarak belirlenen ilk peptidin melittin oldugu ortaya konulmustur. Farkli Apis
tirlerinde 1-2 aminoasitlik farklilikla ifade edilen melittin peptidinin Apis mellifera
anatoliaca alt tiirii i¢in bir farklilik gostermedigi ve literatlirdeki drnekleri ile ayni dizilime

sahip oldugu belirlenmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Sunulan tez ¢aligmasi kapsaminda iilkemiz dogal zenginlikleri arasinda yer alan
Apis mellifera anatoliaca venom bilesenleri literatiirde ilk defa elektroforetik ve
kromatografik yontemler ile karakterize edilmistir. Ham venom RP-HPLC analizine gore
11 adet major fraksiyona ayrilmis olup bu fraksiyonlar Ana 1’den Ana 11°e kadar
isimlendirilmistir. Yapilan karakterizasyon ¢aligsmalari sonucu bu bilesenlerin bal aris1t ham
venomu i¢inde bulunan, apamin, PLA2, MCD-peptid ve hyaluronidaz gibi potansiyel

terapotik etkinlikteki molekiillere karsilik gelebilecegi de dngoriilmiistiir.

Major venom venom fraksiyonlarinin insan meme kanser hiicre hatlar1 tizerindeki
sitotoksik ve anti-proliferatif etkileri degerlendirilmistir. Ham venomun %58,1’ini
olusturan Ana 11 fraksiyonunun ileri saflastirmasi gergeklestirilmis ve saf Ana 11
peptidinin kimyasal ve biyolojik 6zelliklerinin kismen aydinlatilmasi amag¢lanmistir. Ana
11 peptidinin meme kanser hiicre hatlar1 MCF-7 ve MDA-MB-231 {izerindeki anti-
metastatik ve anti-kanser etkinligi in vitro yontemler ile degerlendirilerek arastirilmigtir.
Ayn1 zamanda etkili bulunan peptid ve dozlarinin normal meme epitel hiicre hatt1 MCF-

10A {izerindeki etkileri de arastirilmistir.

Calisma kapsaminda elde edilen bulgular ile izole edilen bu peptidin insan meme
kanser hiicre hatlar1 lizerinde anti-proliferatif ve apoptotik etkisi gosterilmistir. Bunun
yaninda yiiksek metastatik ozellik tastyan MDA-MB-231 hiicre hattinin motilite ve
invazyonunu yavaslatici etkisi belirlenmistir. Elde edilen bu fonksiyonel aktivite
bulgularinin molekiiler mekanizmasinda gorev almis olabilecegi diisiiniilen yolaklar
mRNA ve protein seviyesinde Onciil olarak arastirilmis olup, her bir hiicre hatti i¢in
biyolojik etkinin farkli mekanizmalar ile gergeklesiyor olabilecegi goriilmiistiir. Ozellikle
iclii negatif 6zellik tagiyan hiicre hatti {izerinde peptidin diger iki hiicre hattindan farkli bir
mekanizmayla etki ediyor gibi goriinmesi peptidin etki mekanizmasiyla ilgili cevap
bekleyen yeni sorular olusturmustur. Bu de etki mekanizmasinin tartismasiz olarak

aydinlatilabilmesi i¢in ileri ¢aligmalar yapilmasi gerekliligini vurgulamaktadir.
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Caligmanin son basamaginda Ana 11 peptidinin kiitle spektrometresi ile kesin
molekiiler agirligi 2846,45 Da ve birincil yapist GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ-
NH2 olarak belirlenmistir. Elde edilen bulgular peptid veri tabaninda benzerligi igin
arastirilmis literatiirde bugiline kadar rapor edilmis diger Apis mellifera irklarindan izole
edilen melittin dizileri ile ayn1 oldugu belirlenmistir. Bilgilerimize gore melittin peptidinin

Apis mellifera anatoliaca‘da varlig1 ve karakterizasyonu ilk kez gerceklestirilmistir.

Apis mellifera’dan izole edilmis melittinin giiclii anti-kanser aktiviteleri bugiine
kadar ¢esitli ¢aligmalar ile gosterilmistir. Literatiire goére hem in vitro hem in vivo
caligmalar melittinin proliferasyonun inhibisyonu, apoptoz, anjiyogenezin inhibisyonu,
hiicre dongiisii tutulmasi, kanser hiicre hareketliligi, hareketi, invazyonu ve metastazinin
inhibisyonu ile sonuglanacak sinyal transdiiksiyon ve regiilatér yolaklar1 etkiledigini

gostermektedir.

Ar1 venomu, bilesenleri ve uygulamalari ile sayisiz arastirma ve derleme ¢aligmasi
bulunuyor olsa da bu alanda hala kat edilmesi gereken biiylik bir yol mevcuttur. Ar1 venom
bilesenleri ile ilgili literatiirde ¢ok sayida ¢alisma yapilmis olmasina ve yiiksek terapdtik
potansiyeline ragmen aksiyon mekanizmalar1 ve etkiledigi metabolik yolaklarla ilgili bir
konsensiis bulunmamakta ve bilinmeyen c¢ok sayida detay bulunmaktadir (Zhang et al.,
2018). Bu nedenle, ar1 venomu ve etkin bilesenlerinin hiicresel ve molekiiler hedeflerini
incelemek ve ana hedef bolgelerin yan sira ana etki yolaklarint bulmak énem tagimaktadir

(Carpena et al., 2020).

Bunun yaninda, ar1 venomu veya etkin bilesenleri tek basina terapotik ajanlar
olarak degil, sinerjistik etkisi i¢in hali hazirda mevcut olan diger klinik ve terapotik
modern tip uygulamalar ile birlikte kullanimi i¢in arastirilmasi umut vaat eden bir baska
caligma alani olarak diisiiniilmektedir. Bununla birlikte literatiirdeki ¢aligmalar hem in
vitro hem in vivo ornekleri kapsiyor olsa da in vivo ¢alismalarin performansinin gergege
daha yakin olmasi sebebiyle bu c¢aligmalarin sayisinin artirilmasi daha ¢ok ©nem

tagimaktadir.



160

Melittin ve ar1 venomunun protein yapidaki dogasi, kisa yarilanma omrii ve bu
sebepler ile somut bir doz belirlemenin sorunlu dogas1 géz oniinde bulunduruldugunda
etkin bilesenlerin polimer veya diger nano tastyici yapilar ile kombine edilerek ¢alisilmasi

da bu alandaki ¢aligmalarin geleceginde 6nemli bir yere sahip olacaktir.
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