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Kasım 2017, 74 Sayfa 

 

 

Glioblastoma multiforme (GBM); merkezi sinir sistemi içindeki glial hücrelerinden 

ortaya çıkan, Dünya Sağlık Örgütü (WHO) tarafından grade IV olarak tanımlanan 

ölümcül beyin tümörlerinden bir tanesidir.  

MMP-9 ve ADAMTS-5 proteazları kanserli hücre invazyonunda etkili proteazlardır, 

bunların yanısıra TGF-β sitokini de hücre invazyonunda etkindir. Günümüzde uygulanan 

kanser tedavilerinin yetersiz kalması nedeniyle, bu konuda kemoterapötik ilaçların 

etkinliğini artırabilecek yeni ajanlar ve tedavi stratejilerine ihtiyaç duyulmaya 

başlanmıştır. Bu konuda en çok araştırılan biyotoksinlerden olan Melittin (MEL), arı 

zehrinin ana bileşenini oluşturmaktadır. 

Bu çalışmada bal arısı (Apis mellifera) venomundan saflaştırılmış melittinin, U118  

glioblastoma hücre hattı üzerindeki etkilerine bakılmıştır. Melittin’in hücrelerdeki 

mitokondriyal aktivitesi MTT testi ile, protein içeriğinin varlığı ise Western Blotting 

yöntemi ile araştırılmıştır. MTT testinde 1, 3, 24, 48 ve 72 saat süreyle 0,5, 1, 3, 5, 10, 15, 

20 µg/ml konsantrasyonlarında MEL’ e maruz bırakılan U118 hücrelerinde; en düşük 
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absorbans değerleri 10, 15 ve 20 µg/ml dozlarında ölçülmüştür. U118 kontrol grubu 

hücrelerinde TGF-β protein düzeyi düşük görülürken, MEL’in düşük doz olarak hücreye 

verilmesiyle TGF-β’nın aktif hale geldiği görülmüştür. MEL’in toksik etkisiyle TGF-β‘nın 

aktivasyonu artmıştır. Ancak uygulama zamanı arttıkça ve MEL’in U118 hücresi üzerindeki 

toksik etkisi de artarak; TGF-β’nın baskılandığı görülmüştür.U118 kontrol hücrelerine göre 

TGF-β protein düzeyindeki en fazla düşüş, 3 µg/ml konsantrasyonda 48 saat Melittin 

uygulanan hücrelerde görülmüş ve düşüş 0,7 kattır. U118 hücrelerine uygulanan 48 saat 3 

µg/ml konsantrasyonda Melittin uygulanan hücrelerden Melittin'nin toksik etkisinden dolayı 

MMP-9 proteinin salgılanması baskılanmış ve bu nedenle bant görüntüsü alınamamıştır. 

Uygulanan 3 µg/ml konsantrasyondaki MEL’in 24 saatlik uygulamasında MMP-9 protein 

düzeyi kontrol hücrelerine göre 0,8 kat düşüş görülmüştür. U118 hücrelerinin ADAMTS-5 

protein seviyelerinin kontrol grubu hücrelerine göre daha düşük olduğu belirlenmiştir. U118 

kontrol hücrelerine göre, en fazla düşüş 3 µg/ml konsantrasyonda 48 saat Melittin uygulanan 

hücrelerin ADAMTS-5 protein düzeyinde görülmüş ve düşüş 0,85 kattır. Western Blotting 

ile analiz edilen MMP-9 ve ADAMTS-5 proteazlarının ve TGF-β sitokininin protein 

seviyeleri en düşük 48 saat süreyle 3 µg/ml konsantrasyonda MEL uygulanan hücrelerde 

görülmüştür. 

Elde edilen sonuçlar GBM hücrelerinin tedavisinde MEL’in alternatif bir yol 

olabileceğini düşündürmüştür. 
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Glioblastoma multiforme (GBM); is one of the deadly brain tumors created by the glial 

cells in the central nervous system defined as grade IV by the World Health Organization 

(WHO). 

MMP-9 and ADAMTS-5 are proteases that are effective in cancer cell invasion, besides 

TGF-β cytokines are effective in cell invasion. Due to the inadequacy of currently 

available cancer therapies, new agents and treatment strategies which can increase the 

effectiveness of chemotherapeutic drugs have started to be needed. One of the most 

investigated biotoxin, Melittin (MEL) is the main component of bee venom. 

In this study, the effects of purified melittin from honeybee (Apis mellifera) venom on 

U118 glioblastoma cell line was investigated. Mitokondrial activities of the melittin on 

the cells with MTT test, and the presence of protein component on the cells with the 

western blotting method have been displayed. The lowest absorbance values in U118 cells 

exposed to MEL at concentrations of 0.5, 1, 3, 5, 10, 15, 20 μg/ml for 1, 3, 24, 48 and 72 



 

 

iv 
 

hours in MTT test were measured at doses of 10, 15 and 20 μg/ml. While TGF-β protein 

levels were low in the U118 control group cells, it was observed that TGF-β was activated 

by administration of low dose MEL to the cells. The activation of TGF-β has increased 

by the toxic effect of MEL. However; toxic effect of MEL on U118 cell increases with 

increased administration time, and TGF-β has been suppressed. The highest decrease in 

TGF-β protein level compared to U118 control cells was observed in cells treated with 

Melittin for 48 hours at a concentration of 3 μg/ml, and the decrease was 0.7 fold. Because 

of the toxic effect of Melittin, the secretion of MMP-9 protein was suppressed in cells 

treated with Melittin at a concentration of 3 μg/ml for 48 hours in U118 cells, and thus no 

band image was able to be obtained. At 24 hours of application of MEL at 3 μg/ml 

concentration, there was a 0.8 fold decrease in MMP-9 protein level compared to control 

cells. It has been identified that the ADAMTS-5 protein levels of U118 cells were lower 

than control cells. Comparing to the U118 control cells, the highest decrease was observed 

at ADAMTS-5 protein level of cells treated with Melittin for 48 hours at a concentration 

of 3 μg/ml, and the decrease was 0.85 fold. The protein levels of MMP-9 and ADAMTS-

5 proteases and TGF-β cytokin analysed by western blotting has been displayed the cells 

threated with MEL minimum level through 48 hour and 3 µg/ml concentration. 

The results obtained that MEL may be an alternative way for therapy of GBM cells. 
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1.GİRİŞ 

Kanser çağımızın en önemli ölümcül hastalıklarından bir tanesidir. Her geçen gün kansere 

yakalanma oranı ve çoğu vakanın ölümle sonuçlanması kanserin araştırılmasını ilgi çekici 

hale getirir. Ancak uygulanan geleneksel kemoterapi yöntemlerinin yeterli gelmediği 

düşünüldüğü için uygulanan tedavilere yardımcı yeni ajanlar ve tedavi stratejilerine ihtiyaç 

duyulmaktadır [1]. 

Kanserin doğal yollarla tedavi edilmesine karşı artan bir ilgi vardır. Doğal ürünlerle tedavide 

özellikle biyotoksinlerin potansiyel terapötik değeri oldukça dikkat çekmektedir. En popüler 

biyotoksin, arı zehrinin ana bileşenlerinden biri olan Melittin’ dir (MEL) [2]. 

MEL, plazma zarına karşı iyi tanımlanmış etkisi sayesinde her zaman antimikrobiyal bir 

peptid olarak kullanılmıştır. MEL, tüm prokaryotik ve ökaryotik hücrelerin zarlarını 

parçalayan seçici olmayan bir sitolitik  peptittir. Bu nedenle, damar içine enjekte edildiğinde, 

ciddi toksisite reaksiyonlarını tetikler; bu durumda hemoliz meydana gelir. Bu spesifik 

olmayan hücresel litik aktivite, normal hücrelerden farklı olarak büyük bir zorluk oluştursa 

da, MEL zar potansiyeli daha büyük olduğu için tümör hücre membranlarında daha fazla 

hasara neden olmaktadır [3]. 

MEL; normal ve kanserli hücreler arasında DNA hasarına bağlı apoptozu farklılaştırmadan 

başlatmak ve hızla bölünen hücreleri hedef alan geleneksel kemoterapötik maddelerden farklı 

olan belirli bir hücresel bileşen yerine hücre zarlarının genel yapısını hedeflemektedir. Buna 

ek olarak, endositoz yoluyla sitoplazmaya girmekte ve çeşitli hücre içi hedefleri 

etkilemektedir [4]. Öte yandan, MEL'in kemoterapötik ilaçla kombinasyonu ile tedavide 

sinerjik etki gösterdiği görülmüştür. Böylece, MEL’ in farklı kanser türlerini tedavide çekici 

bir kanser kemoterapötik ajan olarak rol oynadığı düşünülmüştür  

Glioblastoma multiforme (GBM) ; en ölümcül beyin tümörlerinden bir tanesidir. Tedavi 

uygulanmasına karşın hastalığa yakalanan kişilerin çok kısa sürede ölmesi GBM hücre 

mekanizmasının araştırılmasını ve GBM hücrelerinin infiltre olarak büyümesini inhibe 

edecek yeni ajan arayışına sebep vermiştir.  Uygulanan cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi 

tedavilerine rağmen hastanın yaşama süresi en fazla 50 haftadır [5].  
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 GBM; nekrozu ve mikrovasküler çoğalmayı exprese etmesiyle düşük dereceli gliomalardan 

ayrılır ve hızlı infiltrasyon yolu ile invazyon yaparak tümör hücrelerine bariyer olan hücre 

dışı matrix (ECM) üzerindeki proteinlere bağlanır. GBM; ECM’den salgılanan bazı 

molekülleri regüle ederek çevredeki stromal hücreleri etkiler ve GBM hücreleri ECM’i 

geçmek için bazı proteazlar ile ECM’yi parçalarlar [6]. Bu durum GBM hücrelerinin 

invazyonuna olanak tanır. Bunun sonucunda hücre dışı matriksi sindiren proteazların 

ekspresyonları artar [7]. Proteolitik enzim olan MMP’ler ve ADAMTS‘ler invazyonda 

önemli bir role sahip oldukları için; bu proteazların inhibe edilmesi önem kazanmıştır [8].  

Farklı in vitro ve in vivo çalışmalar; MEL’ in proliferasyon, apoptoz, metastaz, anjiyogenez 

ve hücre döngüsü gibi kanserli hücrelerin hücresel işlevleri üzerinde çoklu etkileri olduğunu 

göstermiştir. Ayrıca farklı kanser hücre tiplerine bağlı olarak bu süreçleri düzenlemek için 

çeşitli sinyal yolları, genler ve moleküller etkinleştirilmiş veya modüle edilmiştir [9].  

Yapılan çalışmaların ışığında GBM’ nin invazyonunu kolaylaştırmada salınan proteazların 

inhibasyonu önem arz etmektedir. Anti-tümör etkiye sahip ve kanser hücrelerinde invazyonu 

engellemesiyle MEL’in proteazları inhibe edebileceği düşünülmektedir.  
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Arı Zehri Ve Kanser 

Kanser; dünya çapında önde gelen ölüm nedenlerinden biridir. Son yıllarda kanser hastalığı 

ve bu hastalığa yakalananların ölüm sayısı önemli ölçüde artmıştır. Araştırmalara göre 

küresel demografik özellikler baz alındığında, 2025 yılına kadar kansere yakalanan insan 

sayısının yılda 20 milyondan fazla olacağı öngörülmektedir [1]. Yapılan başka bir çalışmada 

2012 yılında 14,1 milyon yeni kanser vakası olduğu ve 8.2 milyon kanserli hastanın öldüğü 

saptanmıştır [10]. 

Çok sayıda kanser vakasının ölümle sonuçlanması, bu konudaki çalışmaları arttırmış ve 

yapılan çalışmalar ışığında tedavi yöntemlerinde ilerleme sağlanmıştır. Uzun zamandır 

kemoterapi ve radyasyon gibi klasik tedavi yöntemleri kullanılmaktadır. Fakat bu tedaviler; 

kanser hücrelerinin direnci, sistemik uygulamada kullanılan ilaçların neden olduğu yan 

etkiler ve toksisite gibi nedenlerle sınırlı etkinlik göstermektedir [11]. Bu yüzden kansere 

karşı etkinliği kabul edilen kemoterapik ilaçların etkinliğini artırabilecek yeni ajanlar ve 

tedavi stratejilerine ihtiyaç duyulmaktadır [12]. 

Günümüzde kanserin doğal ürünlerle tedavisine olan ilgi giderek artmaktadır. Doğal 

ürünlerle tedavide özellikle biyotoksinlerin potansiyel terapötik değeri oldukça dikkat 

çekmektedir. Biyotoksinler; farmakolojik açıdan aktif birkaç bileşen içeren, organizmaların 

zehir bezinde sentezlenen ve salınan faydalı biyolojik kaynaklardır. Biyotoksinlerin içerikleri 

yeni bileşiklerin çeşitli doğal kaynakları olarak kullanılmakta, özellikle de kanser gelişimini 

ve ilerlemesini etkileyen çoklu yollarda ve de içerdikleri birçok faktör aracılığıyla anti kanser 

tedavisinde kullanılması düşünülmektedir [13]. 

Son on yılda yapılan araştırmalara göre; kötü huylu tümörlere (malignancy) karşı yılan zehiri, 

arı zehiri (BV), akrep zehiri, deniz anemon toksini ve diğer hayvan zehirleri gibi birçok 

hayvan zehiri ve toksininin mükemmel antitümör aktivite sergilediği gösterilmiştir. Bu 

nedenle zehirlerin ve toksinlerin biyoçeşitliliğinden yararlanılarak, yeni antikanser ajanları 

olarak geliştirilebilecekleri öngörülmektedir [12]. 

Biyotoksinler arasında en yaygın olarak incelenen arı zehiri ve ana bileşeni olan Melittin 

(MEL); kanser hücresi büyümesini ve çoğalmasını inhibe etmek, apoptozu indüklemek veya  
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 tümör metastazını baskılamak da dahil olmak üzere tümörün birden fazla yönünü etkiler. Bu 

yüzden kanser tedavisinde alternatif olabileceği düşünülmektedir [14]. 

2.1.1. Arı Zehrinin Anti-Kanser Etkisi 

Arı zehiri; bal arısı (Apis mellifera) tarafından üretilen doğal bir toksindir. Arı zehiri; 

peptidler (melittin, apamin, adolapin ve mast hücre-degranüle peptit), enzimler (fosfolipaz 

A2, hiyalüronidaz), diğer aminler ve peptid olmayan bileşenler de dahil olmak üzere en az 

18 biyolojik aktivite bileşeni içeren maddelerden oluşan bir karışımdır [15,16]. 

Arı zehri; artritik hastalıklarda, romatizmada ve kronik ağrılı hastalıklarda geleneksel bir 

tedavi yöntemi olarak kullanılmaktadır. Arı zehrinin geniş biyolojik ve farmakolojik 

faaliyetleri nedeniyle cilt hastalıkları, inflamatuar hastalıklar da dahil olmak üzere bir çok 

ülkede çeşitli hastalıkların tedavisinde kullanıldığı bilinmektedir [17,18,19].  Ayrıca arı 

zehiri ile yapılan çalışmalarda; arı zehrinin hepatoselüler karsinom, prostat kanseri, 

melanoma, akciğer kanseri meme kanseri, yumurtalık kanseri, mesane kanseri ve lösemi 

dahil olmak üzere çeşitli kanser hücreleri üzerinde cazip anti-kanser etkileri olduğu 

belirlenmiştir [12]. 

2.1.2. Melittin’in Anti-Kanser Etkisi 

Farklı hastalıkların tedavisinde doğal ürünlerin ve bunların aktif bileşenlerinin kullanımı 

temel olarak geleneksel tıbba dayanmaktadır. Doğal ürünlerle tedavide özellikle dikkat çeken 

arı venomu (BV) ve onun temel bileşeni olan Melittin’in (MEL) anti kanser etkilerinden 

dolayı ilaç olabilme potansiyeli arı venomuna ve Melittin’e olan ilgiyi arttırmıştır [20].  

MEL arı zehrinin esas aktif bileşenidir. Zehirin kuru ağırlığının %40– 60'ını oluşturur. MEL, 

kuvvetli bir hemolitik aktiviteye sahip olan 2847,5 Da ağırlığındaki bilinen 26 aminoasit 

diziliminden oluşan, kimyasal formülü C131H228N38O32 olan küçük bir doğrusal bazik 

peptiddir. MEL’ in amino asit sekansı, Gly- Ile- Gly- Ala- Val- Leu- Lys- Val- Leu- Thr- 

Thr- Gly- Leu- Pro- Ala- Leu- Ile- Ser- Trp- Ile- Lys- Arg- Lys- Arg- Gln- Gln’ dır [21].  
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Şekil 2.1. Melittin’in yapısı [21] 

Melittin’nin anti-bakteriyel, anti-fungal, anti-viral ve anti-parazitik gibi birçok biyolojik 

etkisi vardır[22,23,24,25]. Bunların dışında, MEL'in antitümör etkisi ve kanser tedavisi için 

terapötik potansiyeli vardır [4]. MEL'in hücre çoğalması ve klonojenisitenin güçlü bir 

inhibitörü olduğu gösterilmiştir. MEL'in bu antitümör etkisi ilk olarak Hait ve ark. tarafından 

bildirilmiştir. MEL'in kalmodulin inhibitörü olarak insan lösemi hücrelerinin büyümesini 

inhibe edebildiğini tespit etmişler [26]. Ayrıca, MEL'in biyolojik ve farmakolojik aktiviteleri 

de vardır. MEL’in güçlü bir membran-bozulma aktivitesine sahip olmasından dolayı 

biyolojik etkileri olduğu düşünülmektedir. Ayrıca bu özelliği negatif yüklü membran 

yüzeylerine kolayca bağlanmasını sağlar ve fosfolipid çift tabakalarının bütünlüğünü bozar. 

Membran yüzeyine bağlandıktan sonra iyon kanalı oluşturarak atomik iyonların ve 

moleküllerin sızıntısının ve geçirgenliğinin arttırılmasıyla bir yüzey aktif madde (sürfaktant) 

gibi etki göstererek membran bütünlüğünü bozar. Lipid membranların kompozisyonları 

(elektrik yükü veya paketleme yoğunluğu) Melittin hareketinin modunu etkileyebilir. MEL, 

plazma zarına karşı iyi tanımlanmış etkisi sayesinde her zaman anti-mikrobiyal peptid olarak 

kullanılmıştır. MEL, tüm prokaryotik ve ökaryotik hücre zarlarını parçalayan seçici olmayan 

bir sitolitik peptittir. Damar içine enjekte edildiğinde ciddi toksisite reaksiyonlarını tetikler 

ve hemolize neden olur. Bu spesifik olmayan hücresel litik aktivite, normal hücrelerden farklı 

olarak büyük bir zorluk oluştursa da, MEL zar potansiyeli daha büyük olduğu için tümör 

hücre membranlarında daha fazla hasara neden olmaktadır [27,28,29].   

Kanserli hücrelerin kazanılmış kemoresistans direnç geliştirme olasılığı düşüktür; belirli bir 

hücresel bileşen yerine hücre zarlarının genel yapısını hedeflerler. MEL'in kemoterapötik 

ilaçla birlikte tedavide sinerjik etki gösterdiği görülmüştür. MEL endositoz yoluyla 

sitoplazmaya girmekte ve çeşitli hücre içi hedefleri etkilemektedir. Böylece, MEL farklı  
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 kanser türlerini tedavi etmek için çekici bir kanser kemoterapötik ajan olarak rol oynadığını 

düşündürmektedir [4]. 

2.1.3. Melittin'in Anti-Kanser Etki Mekanizmaları 

Kanser gelişimini ve ilerlemesini etkileyen birçok faktörün belirlenmesi, MEL'in anti-tümör 

etkisinden dolayı kanser tedavisinde kullanım alanını artırmıştır. Farklı in vitro ve in vivo 

çalışmalar MEL'in; proliferasyon, apoptoz, metastaz, anjiyogenez ve hücre döngüsü gibi 

kanserli hücrelerin hücresel işlevleri üzerinde çoklu etkisi olduğunu göstermiştir. Farklı 

kanser hücre tiplerine bağlı olarak bu süreçleri düzenlemek için çeşitli sinyal yolları, genler 

ve moleküller etkinleştirilmiş veya modüle edilmiştir [4]. 

MEL'in antitümör etkilerinin altında yatan hücresel mekanizmaların incelendiği çok sayıda 

çalışmada, MEL'in bazı kanser hücrelerinde ölüm mekanizması yoluyla anti-kanser etkisini 

gösterdiğini ve arzu edilen bir terapötik peptid olarak yararlı olabileceği belirlenmiştir [4]. 

2.1.3.1. Tümör metastazının ve invazyonunun inhibisyonu 

Tümör metastazı, kanser hücrelerinin konak dokularından diğer dokulara transferiyle 

gerçekleşen bir süreçtir. Kanser hastalarındaki hayatta kalma oranının azalmasının başlıca 

nedenleri arasında, kanser rezeksiyonundan sonra metastazı ve hastalığın nüksetmesinin 

engellenememesi yer almaktadır [30]. 

Kanser metastazı ve invazyonunun; adezyon molekülleri, hücre dışı matriks (ECM) 

degradasyon enzimleri ve anjiyogenez faktörleri de dahil olmak üzere çoklu moleküllerin 

katılımını içeren karmaşık süreçler olduğu gösterilmiştir. MEL’in bunları ve diğer matriks 

bileşenlerini yeniden yapılandırılmasıyla tümör hücresi progresyonunu baskıladığı 

düşünülmektedir. Yapılan ek araştırmalarda, MEL'in antitümör etkisinin tümör metastazı ve 

invazyonunun bastırılmasıyla yakından ilişkili olduğu belirlenmiştir[31].   

2.1.3.2. Anjiyogenez 

Anjiyogenez; genellikle embriyonik gelişme, yara iyileşmesi veya tümör büyümesi ve 

metastaz gibi bazı fizyolojik ve patolojik koşullar altında oluşan yeni kan damarlarının 

oluşumudur. Kanserlerde ana işlevi, agresif malignitelerin büyümesi ve yaygınlaştırılması 

için gerekli tümör hücrelerine besin maddeleri ve oksijen sağlamaktır. Anjiyogenezin 

tıkanması bu beslemeyi keser buda etkili bir anti-tümör hedef olarak kabul edilir [32] . 
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Vasküler endotelyal büyüme faktörü (VEGF) ; endotel hücrelerinin proliferasyon, göç ve tüp 

oluşumunu düzenleyen anjiyojenez sürecinde önemli bir rol oynamaktadır. Kanserli 

vakalarda, VEGF genellikle up regüle edilir. Bulguların giderek artması, MEL'in 

tümörlerdeki VEGF ekspresyonunu inhibe ederek potansiyel bir anti-anjiogenik etkiye sahip 

olduğunu göstermiştir [32]. 

2.2. Merkezi Sinir Sistemi Ve Gliomalar 

Malign gliomalar en yaygın beyin kanseri tipidir ve merkezi sinir sistemi içindeki glial 

hücrelerden ortaya çıkmaktadır. Dünya Sağlık Örgütü (WHO) tarafından grade III ve grade 

IV olarak tanımlanan histopatolojik kriterlere göre sınıflandırılan gliomalar aynı zamanda 

Glioblastoma multiforme (GBM) olarak da adlandırılır [33]. 

Merkezi sinir sisteminin malign tümörlerinin (CNS tümörleri) invazyonu kötü bir prognoza 

sebep olduğundan klinik önem taşımaktadır. Hastaya Glioblastoma tanısı konduğunda, 

ortalama hayatta kalma süresi tedavisi olmayan tanılar için 17 hafta, cerrahi ve radyasyon 

müdahalesi ile 30 hafta arasında değişmektedir. Birçok yan etkisi olmasına rağmen 

kemoterapi ile ortalama hayatta kalma süresi 50 haftaya kadar yükselmektedir [5]. 

Geleneksel tedavi yöntemlerinin, glioma hücrelerinin radyasyon direnci ve gliomaların tipik 

olarak diffüzü ve infiltratif büyüme şeklinden dolayı tam olarak tümör rezeksiyonunun 

yapılamaması nedeniyle birincil MSS neoplazmanın iyileşmesinde etkisiz olduğu 

gösterilmiştir [34]. 

Glioma, glial hücre orijinli primer MSS tümörlerini kapsar. Glial hücreler arasında ependimal 

hücreler, oligodendrositler ve astrositler bulunur. Bu hücreler  glial orijinli ve mikroglianın 

aynı soyundan gelmektedir. Mikroglia, retiküloendotelyal sistemin bir bileşeni olarak 

düşünülür. Bu hücreler dolaşımdaki monositler olarak işlev görürler ve hücre parazitlerini 

temizlemek için beyin parankimine girerler [35]. 
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 Şekil 2.2. Glial hücreler ve gliomalar [35] 

Glial hücreler, hepsi glioma olarak sınıflandırılan farklı tümör türlerine yol açan çeşitli hücre 

tiplerini içerir. Dünya Sağlık Örgütü’nün (WHO) 2016 yılında yayımlamış olduğu bildiride, 

merkezi sinir sistemi tümörleri son yıllarda yapılan çalışmaların ve gelişen teknolojinin 

ışığında tekrar sınıflandırılmıştır. Bu sınıflardan bazıları; yayılımcı astrositik ve 

oligodendroglial tümörler, ependimal tümörler, embriyonal tümörler, menenjiomalar, 

mezenkimal tümörler vb. gösterilebilir (Şekil 2.2.). Sınıflandırma yapılırken öncelikle 

histolojiye dikkat edilmiştir. Astrositoma, oligoastrositoma, oligodendroglioma ve 

glioblastoma olmak üzere dört farklı histoloji kategorisi bulunmaktadır. Bu kategoriler, IDH 

(izositrat dehidrogenaz) mutasyonuna sahip olan ve olmayan tümörler olarak ikiye 

ayrılmaktadır. Astrositoma, oligoastrositoma ve oligodendroglioma yapısına sahip ve IDH 

mutasyonu bulunduran tümörler ve ATRX ve/veya TP53 mutasyonlarına sahip olan ve 

1p/19q ko-delesyonuna sahip olan tümörler olmak üzere ikiye ayrılırlar [33]. 

2.2.1. Glioblastoma Multiforme (GBM) 

GBM primer astrositik beyin tümörleri arasında görülme sıklığı 100 000 kişiden 320 sinin 

hastalığa yakalanmasıyla en malign beyin tümörüdür. Glioblastoma (GBM) karmaşık bir 

biyolojiye sahip tümör türü olup yıllar süren araştırmalara rağmen halen tam olarak 

çözülememiştir [36]. 

Tedaviye cevap veren hastalar nöroşirurji, radyasyon terapisi ve kemoterapiyi DNA 

metilasyon ajanı temozolomid ile birleştiren bir tedavi yöntemiyle tedavi edilebilmektedir  
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[37]. Ancak, yoğun tedaviye rağmen, hastalığın çok ileri boyutunda yaşama süresi 7-8 ay, 

orta derece boyutta yaşama süresi 14-16 aydır. Hastaların %9,8’i 5 yıllık genel yaşama süresi 

ile kötü bir prognoza sahiptir [38,39]. 

Glioma tanısı tarihsel olarak histopatolojik incelemeye dayanmaktadır. Son gelişmeler 

moleküler alt tiplemenin önemini belirtmiştir. Bu nedenle, GBM; IDH (izositrat 

dehidrogenaz) mutasyonuna sahip olan ve olmayan tümörler olarak ikiye ayrılmış. WHO’ da 

IV grade iki kategoride GBM hücrelerini sınıfladırır. Birincisi klinik olarak tanımlanmış 

birincil veya de novo glioblastomayla en sık eşleşen vakaların %90’da ve 55 yaş üzerindeki 

hastalarda baskın olan IDH-wild tipi; ikincisi primer düşük dereceli difuz glioma öyküsü 

olan, vakaların %10’unda ve daha genç yaştaki hastalarda ortaya çıkan bu sekonder 

tümörlerde görülen IDH mutantıdır [33]. 

GBM oluşumuna G1/S kontrol noktasında meydana gelen deregülasyonlar, kromozom 

10q’da meydana gelen kayıplar, EGFR, FGFR2, IRS2 ve AKT3 gibi genlerin 

amplifikasyonu ve PI3K, PTEN, TP16, TP53, PARK2, PTPRD ve NF1 genlerinde meydana 

gelen mutasyonlar başlıca sebeplerdir [40]. WHO tarafından oluşturulmuş IDH-wildtype 

and IDH-mutant glioblastoma karakterizasyon tablosu Çizelge 2.1’de gösterilmektedir.  
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Çizelge 2.1. WHO tarafından oluşturulmuş IDH-wildtip ve IDH-mutant glioblastoma  

karakterizasyon tablosu [33] 

 IDH-Wildtip 

Glioblastoma 

IDH-mutanttip 

Glioblastoma 

Referanslar 

Sinonim Primer glioblastoma,  

IDH-wild tip 

Sekonder 

glioblastoma,  

IDH-mutant tip 

{1830} 

Öncü Lezyon Teşhis edilemeyen; 

Gelişen de novo 

 

Difüz astrocytoma, 

Anaplastik 

astrocytoma 

{1827} 

Glioblastoma Proposiyonu %90 %10  {1797} 

Teşhisin ortalama yaşı 62 yıl 44 yıl {214, 1078, 1797, 

2103} 

Erkek ve Kadın oranı 1:42:1 1:05:1 {214, 1417, 1797} 

Klinik Öykü Uzunluğu 4 ay 15 ay {1797} 

Kurtulma Sürecinin 

Ortalaması 

Cerrahi+Radyoterapi 

Cerrahi+radyoterapi 

+kemoterapi 

 

 

 

9.9 ay 

 

15 ay 

 

 

24 ay 

 

31 ay 

 

 

{1797} 

 

{2810} 

Lokasyon Supratentorial Genellikle frontal {1417} 

Nekroz Geniş Sınırlı {1417} 

TERT promotor mutasyonu %72 %26 {1801, 1830} 

TP53 mutasyonu %27 %81 {1797} 

ATRX mutasyonu İstisna %71 {1519} 

EGFR amplifikasyonu %35 İstisna {1797} 

PTEN mutasyonu %24 İstisna {1797} 

Genetik modifikasyonların dışında infiltratif büyüme şekli olan GBM’in tamamen yok 

olmasını engelleyen bir özelliği de cerrahi rezeksiyonu komplikasyona uğratmasıdır. Bu 

özellik tümörün tekrar büyümesine ve hayatta kalan tümör hücrelerinin rezeksiyon alanına 

yakın bir yere invazyonuna neden olmasını sağlamaktadır [41].  
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İnvaziv hücrelere uyarlanmış tedaviyi optimize etmek ilk bakışta oldukça kolaydır. Daha 

yakından incelendiğinde, hücre göç sürecinin karmaşıklığı daha belirgin hale gelir ve tümör 

hücrelerinin farklı göç modları, yani kolektif, mezenkimal ve ameboid arasında geçiş yapma 

ve kullanma becerisine sahip olması, tedavinin gelişimini karmaşık hale getirir [42]. 

İntegrinlerin yanı sıra, proteazların glioblastoma hücreleri tarafından çevreleyen beyin mikro 

çevre içine salınması, sağlıklı beyin alanlarının infiltrasyonunu kolaylaştırır ve böylece 

hastalığın ilerlemesini arttırır. GBM tümörlerinin infiltrasyonunu sınırlamak için integrinleri 

ve proteazları terapötik olarak hedeflenmesi ve proteinlerin inhibitörlerini cazip hale 

getirmiştir [43]. 

Bir diğer önemli nokta, hücre hareketliliğini ve ayrıca tedavi direnciyle bağlantılı seçkin 

hücre işlevlerini yöneten hücre dışı matriks (ECM) etkileşimidir. Yapılan çalışmalarla 

glioblastoma hücre invazyonu, proliferasyon ve terapi direncinin, ECM ile bir integrine 

dayalı etkileşime ve sonuç olarak hücreler arası sinyal transdüksiyon yolaklarının 

modülasyonuna bağlı olduğu gösterilmiştir [43,44]. 

2.2.2. ECM’nin GBM İnvazyonuna Etkisi 

ECM; büyüme faktörleri ve matriks proteinlerinin rezervuar olarak işlev görmesinde yapısal 

destek sağlamak için ve GBM invazyonunu sağlanması için önem arz etmektedir [45,46]. 

Beyindeki nöronlar, glia ve kan damarları gibi önemli hücresel bileşenler beyin hacminin 

%15-20’sine tekabül eden ECM iskelesi ile tutulur [47]. Sağlıklı bir beynin ECM’si geniş 

boşluk doldurucu protein içermeyen glikosaminoglikan, hiyalüronik asit (HA) ve ayrıca 

hücre dışı alanı düzenlemek için etkileşen proteoglikanlar ve glikoproteinlerden oluşur [48]. 

Miyelinli aksonlar boyunca hareket eder ve GBM vasküler bazal membran boyunca sağlıklı 

beyin bölgelerine ve kollajen, fibronektin, lamininler ve vitronektin gibi lifli proteinlerin 

eksprese edildiği glia sınırlayıcı eksternal bölgede yayılır [48,49]. Bu ECM bileşenleri; tedavi 

direnci ve invazyonun hızlandırıcıları olarak görev yapabilecekleri GBM tümörleri boyunca 

saptanmıştır [50]. 

2.2.3. ECM degredasyonu ve Proteazlar 

Matriks proteinlerinin mikro çevre içine salınımının yanı sıra, GBM hücreleri, ECM’i 

yeniden şekillendirme ve infiltrasyon için ECM-degredasyon enzimlerini eksprese eder ve 
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enzimler salınır. Bu proteazların fonksiyonu spesifik inhibitörler tarafından kontrol edilir ve 

ekspresyon seviyelerindeki dengesizlik invazyonu kolaylaştırır [33]. 

Glioblastomda, ECM'nin çeşitli bileşenlerini parçalayarak agresif infiltrasyon ile bağlantılı 

olan üç proteaz vardır [33]. 

1. Serin proteaz grubu: Bunlar arasında ürokinaz tipi plazminojen aktivatörü (uPA) 

ve membrana bağlı reseptör (uPAR) oldukça dikkat çekmektedir. Plazminojen'i aktif 

plazmaya dönüştürerek uPA, fibronektin ve laminin gibi çeşitli ECM proteinlerinin 

bozunumunu indüklemekte olup glioblastoma hücrelerinin yapışkan ve invaziv özelliklerinin 

aktivasyonuna katkıda bulunurlar [50]. uPA veya reseptörünün hedeflenen inhibisyonu in 

vitro olarak tümör büyümesini ve glioblastoma hücre invazyonunu azaltır [51]. 

2. Sistein proteazı Katepsin B: Lamininlerin ve kollajenlerin parçalanmasıyla 

glioblastoma invazyonunu etkilemektedir [52]. Bu proteaz glioblastoma hücrelerinin artmış 

invazyonu ile ilişkilidir [53]. Hücre yüzeyinde artmış Katepsin B ekspresyonu ve enzim 

aktivitesi tümör derecesi ile korelasyon gösterir [54,55,56].Katepsin B ekspresyonunun 

downregülasyonu, GBM hücresinin invaziv ve tümörojenik potansiyelini bozar [57,58,59]. 

3. MMP endopeptidazları: Yapısına ve substrat özgüllüğüne göre kollajenazlar, 

jelatinazlar, stromelisinler, matrilysinler ve membran tipi MMP'ye göre gruplandırılabilir 

[60]. Bunların hepsi, matriks proteinleri üzerindeki yıkım aktivitesinden önce enzimatik 

bölünme ile inaktif proenziminin aktivasyonunu gerektirir. Yapılan çalışmalarda birkaç 

MMP’nin, GBM tümörlerinde aşırı eksprese edildiği gösterilmiştir ve glioblastoma 

hücrelerinin tipik invazyon yolu olan vasküler bazal membran doğrultusunda, jelatinaz 

MMP-2 ve MMP-9’un GBM hücre invazyonunun hızlandırıcısı olarak işlevini aydınlatmaya 

yönelik çalışmalar vardır [61]. 

Yapılan çalışmaların ışığında GBM’in invazyonunu kolaylaştırmada salınan proteazların 

inhibasyonu önem arz etmektedir. Anti-tümör etkiye sahip ve kanser hücrelerinde invazyonu 

engellemesiyle MEL’in proteazları inhibe edebileceği düşünülmüştür. Bu yüzden 

çalışmamızda MEL’in GBM ile ilişkili ECM proteazları olan Trombospondin Tip-1 5 Motifli 

Matriks Metalloproteinazı (ADAMTS 5), Matrix metalloproteinaz-9 (MMP-9) ile 

Transforme edici büyüme faktör beta (TGF-β) sitokininin üzerindeki etkisine bakılmıştır.  
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3. MATERYAL VE METOT 

3.1. Materyal 

3.1.1. Çalışmada Kullanılan GBM Hücre Hattı 

Tez çalışması kapsamında glioblastoma hücre hattı olarak U118 seçilmiştir. Çalışmada 

kullanılan U118 hücre hattı Ankara Üniversitesi, Tıbbi Biyoloji ABD’dan temin edilmiştir. 

Sıvı azot tankında saklanan hücre hatları Ankara Üniversitesi Tıbbi Biyoloji ABD’dan kuru 

buz içerisinde alınarak, Hacettepe Üniversitesi’ne getirildikten sonra kültür edilmiştir. 

3.1.2. Hücre Kültürünün Pasajlanması ve Dondurulmasında Kullanılan Malzemeler 

U118 hücre hattı için; L-glutaminli RPMI-1640, %10 FBS, %1 Penisilin-Streptomisin, %1 

L-glutamin besiyeri hazırlanmıştır. RPMI -1640’lı besi yeri için (0.3 mg/L L-glutamin ve 

sodium bikarbonatlı) RPMI-1640 (Capricorn, RPMI-A), Fötal Dana Serumu (FBS) 

(Capricorn, FBS-11A), Penisilin-Streptomisin (Capricorn, PS-B) kullanılmıştır. 

Tripsinizasyon işleminde (%0,25 Tripsin / %0,02 EDTA) Trypsin/EDTA (Biochrom, 

L2163) kullanılmıştır. Hücre dondurulurken Dimetilsulfoksit (DMSO) (Sigma, D2650) ve 

hücre yüzeyi yıkanırken (Ca++ ve Mg++ içermeyen) (pH: 7,4) Fosfat Tuz Tamponu (PBS) 

(Sigma, 79382) kullanılmıştır. Hücre kültür işlemlerinde steril kabin olarak Biolab Faster 

B42004, %5 CO2’li inkübatör olarak Hera Cell Heraeus, invert mikroskop olarak Olympus 

I x 70 kullanılmıştır. 

3.1.3. [3-(4,5-dimethyldiazol-2-yl)-2,5 diphenyl Tetrazolium Bromür] (MTT) 

Sitotoksisite Testi 

MTT solüsyonu için 5 mg MTT tozu (Sigma, M5655) 1 ml steril PBS’de çözülmüş ve filtre 

edilerek kullanılmıştır. MTT besiyeri karışımı için 96’lık plakta her bir kuyucuk için 1:10 

MTT solüsyonu (5 mg/ml) kullanılmıştır. 

3.1.4. Protein İzolasyonu ve Protein Tayini İçin Kullanılan Malzemeler 

U118 hücrelerinden protein izolasyonu için 50 mM Tris base (pH:7.4), 150 mM NaCl, %1 

NP-40, 1mM Pi (Roche, 04693159001) derişimlerde 1 l’lik lizis tampon çözeltisi 

hazırlanmıştır. Protein tayini için protein standardı olarak ana stok olan Pierce bovine serum 

albumin (2 mg/ml) (Thermo, 23209) 1, 0,8, 0,6, 0,4, 0,2 mg/ml konsantrasyonlarda olacak 

şekilde seyreltilmiş   
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ve protein tayininde seyreltilen protein standardları kullanılmıştır. Protein tayininde 

Bradford reaktifi olarak PierceTM coomassie plus (Thermo, 23200) kullanılmıştır.  

3.1.5. Western Blotting İçin Kullanılan Malzemeler 

Western blotting için 12 kuyucuklu hazır jel (Clear page, PK01012) kullanılmıştır. Protein 

büyüklüğünü (kDa) gösteren marker olarak 10-230 kDa aralıkta Prestained Protein 

Ladder (Thermo Protein PageRuler™, 26616) kullanılmıştır. Running tamponunun stok 

çözeltisi olarak 20 X SDS yürütme tamponu (Clear Page, FB50053) kullanılmış ve deneyde 

tanka eklenen 1 X yürütme tamponu için stok çözeltiden 40 ml alınarak 800 ml’ye kadar 

distile su eklenerek tampon çözelti hazırlanmıştır. Western blotting’de transfer işlemi 

yapılmadan önce taze Towbin transfer tampon çözeltisi hazırlanmıştır. 4 membran için 5.4 

g Tris ve 1.14 g Glisin tartılarak üzerine 75 ml Methanol ve 300 ml’ye kadar distile su ile 

tamamlanarak tampon çözeltisi hazırlanmıştır. Yıkama işleminde stok çözelti olarak 10 X 

TBS tamponu (Biorad, 1706435) kullanılmış, deneyde yıkama işlemi yapılırken 1 X TBS-T 

tamponu için stok çözeltiden 100 ml alınarak 1 l’ye kadar distile su ve %0.05 Tween 20 

eklenerek tampon çözelti hazırlanmıştır. Primer antikor olarak ADAMTS-5 (Abcam, 

ab39202, MMP-9 (Abcam, ab38898), TGF-β (Abcam, ab92486), GAPDH (Abcam, 

ab8245), sekonder antikor olarak anti rabbit (Cell Signaling, 7074) kullanılmıştır. ECL 

Solüsyonu olarak Pierce ECL Western blotting Substrate (Thermo, 32106), protein 

bantlarını görüntülemek için Oddyssey FC Li-cor görüntüleme cihazı ve IS western blotting 

görüntüleme programı kullanılmıştır. 

3.2. Yöntemler 

3.2.1. Hücre Hattının Kültürü 

Tez çalışması kapsamında U118 hücre hattı Ankara Üniversitesi Tıbbi Biyoloji ABD’dan 

kuru buz içerisinde alındıktan sonra Hacettepe Üniversitesi’ne getirilerek kültür edilmiştir. 

Bunun için cryo-tüpler içerisindeki hücreler 37 oC‘de su banyosunda çözüldükten sonra hızlı 

bir şekilde 10 ml besiyerinin içine alınarak homojen bir şekilde çözülmüştür. 1000 rpm’de 5 

dakika santrifüj yapılarak DMSO’lu süpernatan ortamdan uzaklaştırılmış ve pelet oluşturan 

hücreler 10 ml uygun besiyerinde çözülmüştür. Hücreler ilk pasajında 25 cm2’lik, sonraki 

pasajlarda ise 75 cm2’lik kültür kabına ekilmiş ve daha sonra %5 CO2’li inkübatörde 37oC’de 

büyümeye bırakılmıştır.  
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3.2.2. Hücrelerin Beslenmesi 

İnkübatörden alınan flasklardaki eskiyen besi yeri serolojik pipetlerle çekilmiştir. Yıkama 

işleminde 3 ml PBS kullanıldıktan sonra PBS serolojik pipet yardımı ile çekilmiştir. 25 

cm2’lik flasklar için 6 ml, 75 cm2’lik kültür kabı için 12 ml taze besiyeri eklenerek hücreler 

tekrar inkübatöre kaldırılmıştır. 

3.2.3. Hücrelerin Pasajlanması 

Kültür yüzeyi %70 oranında hücre ile kaplandığında hücrelerin tripsinizasyon yöntemi ile 

pasajları yapılmıştır. Bunun için kültür kabındaki besi ortamı uzaklaştırılmış ve serumun 

tripsin üzerindeki inhibe edici etkisini ortadan kaldırmak için kabın yüzeyi %0.25 

Tripsin/%0.02 EDTA’lı tripsin çözeltisi ile yıkanmıştır. Yıkama işlemi bittikten sonra kültür 

kabının yüzeyini kapatacak miktarda tripsin, 25cm2’lik kültür kabı için 0,5 ml, 75 cm2’lik 

kültür kabı için 1 ml olacak şekilde kültür kabına eklenmiş ve kültür kapları 37 o C’lik 

inkübatörde 5 dakika inkübe edilmiştir. 5 dakika sonra kültür kabı yüzeyinden tamamen 

ayrılan hücrelere tripsin miktarının iki katı miktarda besi yeri eklenmiştir. Kültür kabındaki 

besiyeri falkon tüpe alındıktan sonra hücreler PBS ile 2 kere yıkanmıştır. Kültür kabındaki 

besi yeri de falkon tüpe alınarak 1000 rpm’de 5 dakika santrifüj yapılmıştır. Hücrelerin bir 

kısmı dondurulmak üzere ayrılmış ve kalan kısmı ise pasajı devam edilerek kültür kabına 

yeniden ekildikten sonra %5 CO2’li inkübatöre kaldırılmıştır. 

3.2.4. Hücrelerin Dondurulması 

Kültürü devam eden hücreler olası deney tekrarlama veya sonraki projelerde kullanılmak 

üzere her pasajda ticari Tripan mavisi ile sayılarak dondurulma işlemi gerçekleştirilmiştir. 

Hücreler ticari Tripan mavisi ile sayılmak için tripsinizasyon yöntemiyle kültür kabından 

ayrılan süspanse hale gelmiş hücre besiyerinden 900 µl alınmış ve üzerine 100 µl tripan 

mavisi eklendikten sonra Neubauer lamı ile hücreler sayılmıştır. Dondurma işlemi için 

tripsinizasyon yöntemi ile kültür kabından uzaklaştırılan hücreler 1000 rpm’de 5 dakika 

santrifüj yapıldıktan sonra pelet haline getirilen hücrelerin üzerine %5 DMSO ve %95 

besiyeri içeren dondurma solüsyonu eklenerek cryo tüplere alınmış ve -80 oC‘ye 

kaldırılmıştır.  
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3.3. Melittin’in Hazırlanması 

Liyofilize melittin (MEL) Sigma firmasından (M2272) temin edilmiştir. MEL için stok doz 

çözeltisi 5mg/ml oranında PBS ile sulandırılarak hazırlanmıştır.  

3.4. MTT İle Sitotoksisite Testi 

Sitotoksisite çalışmaları, hücreler üzerindeki maddelerin toksik olma özelliğinin incelendiği 

çalışmalardır. Günümüzde maddelerin hücreler üzerindeki toksik etkisi MTT tayini ile 

yapılmaktadır. MTT testi, hücrelerin metabolik aktivitesini değerlendiren kolorimetrik bir 

yöntemdir. NAD(P)H-bağımlı hücre oksidoredüktaz enzimleri, belirli koşullar altında canlı 

hücre sayısını yansıtmaktadır. Bu enzimler, bir tetrazolyum boya olan MTT’yi [3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-difeniltetrazolyum bromür] mor bir renge sahip olan çözünmeyen 

formazana indirgeme yeteneğine sahiptir. Hücreler, toksisitesi incelenecek maddelerle 

muamele edildikten sonra MTT tayini yapılarak değerlendirilir. 

Tez çalışması kapsamında; MEL’in U118 hücreleri üzerindeki toksisitesi incelenmiş ve 

toksik dozlar belirlenmiştir. Çalışma öncesinde istenilen miktarda üretilen U118 hücreleri, 

kültür kaplarından tripsinizasyon yöntemiyle toplanıp santrifüj edilmiştir. Pelet kısım 

kullanılarak hücre süspansiyonu hazırlanmış ve süspansiyondaki hücre sayısını belirlemek 

için hücre sayımı yapılmıştır. Hücre sayımı için; 900 µl hücre süspansiyonu santrifüj tüpüne 

alınarak üzerine 100 µl ticari Tripan mavisi (%0,5 w/v, Biochrom) eklenmiştir. Daha sonra 

Neubauer lamı kullanılarak canlı hücre sayımı yapılmıştır. Her bir kuyucuğunda 15x103 

hücre olacak şekilde 96 kuyucuklu plağa ekim yapılmıştır. Hücrelere uygulanacak farklı 

konsantrasyonlardaki MEL için 5 farklı 96 kuyucuklu plağa hücreler ekilerek 1, 3, 24, 48 ve 

72 saat için inkübatöre kaldırılmıştır. Hazırlanan farklı MEL konsantrasyonlarının her biri 

için 5 kuyucuk kullanılmıştır.. Hazırlanan MEL konsantrasyonları 0,5, 1, 3, 5 , 10, 15 ,20 

µg/ml’dir. Ayrıca kontrol amaçlı MEL uygulanmayan kuyucuklara besiyeri eklenmiştir 

(Şekil 2.1.).   
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Şekil 3.1. MTT testi için 96 kuyucuklu plağa MEL’in farklı konsantrasyonlarda (µg/ml) 

uygulama düzeni 

4 saat sonra kuyucuklardaki besiyerleri toplanarak üzerine her bir kuyucuk için hesaplanmış 

stok çözeltiden alınan farklı konsantrasyonlarda MEL’li ve MTT’li serumsuz besiyeri 

hücrelere eklenmiştir. MTT’li serumsuz besiyeri her bir kuyucuğa 1:10 oranında eklenmiş 

ve kuyucuk başına 200 µl serumsuz besiyeri ve 20 µl MTT çözeltisi (5mg/ml PBS)  

hazırlanarak içine belirlenen doz ve zamanda MEL hücrelere uygulanmıştır. Hücreler bu 

şekilde 37 °C’deki inkübatörde dört saat boyunca karanlıkta inkübe edilmiştir. İnkübasyon 

sürecinden sonra, hücreler üzerindeki ortam uzaklaştırılmıştır. Her bir göze 0.05 M HCl 

içeren 100 µl izopropil alkol eklenerek oluşan formazan kristallerinin çözünmesi 

sağlanmıştır. Elde edilen mor renkli çözelti 570 nm’de Elisa plaka okuyucu (Biotek, µQuant) 

ile spektrofotometrik olarak ölçüm ile optik yoğunluk belirlenmiştir. Maksimum 

inhibisyonun %50’sini oluşturan IC50; inhibe edici özelliği olduğu bilinen maddenin tam 

inhibisyon sağlayacak değeri bulunmasında yardımcı olur. Bu yüzden MEL’in uygulanan 

farklı dozları IC50’ye göre belirlendikten sonra bu değerler Western Blotting deneyinde 

kullanılmıştır.  
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3.5. Western Blotting İçin U118 Hücrelerinin Eldesi 

Western Blot için 6 kuyucuklu 10 plağın her bir kuyucuğuna 2x105 hücre içeren besiyeri 

ekilmiştir. Plaklardan bir tanesi kontrol grubu olarak ayrılmıştır. Hücreler %80 doluluk 

oranına ulaştığı zaman kontrol grubu dışında kalan plaklardan her bir konsantrasyon için 3 

plak ayrılarak kuyucuklarına 0,5, 1, 3 µg/ml konsantrasyonlarda MEL eklenmiştir. Plaklar 

%5 CO2’li 37 °C’deki inkübatörde 3, 24 ve 48 saat aralıklarla inkübasyona bırakılmıştır. 

İnkübasyonları tamamlanan MEL uygulanmış hücreler ve MEL uygulanmamış kontrol 

hücreleri tripsinizasyon yöntemi ile plak yüzeyinden kaldırılarak 1200 g’de 5 dakika 

santrifüj edilmiş ve pelet haline getirildikten sonra -80 °C’ye kaldırılmıştır. 

3.6. Protein İzolasyonu 

U118 hücrelerinden protein izolasyonu için tripsinize edilip 3 kere PBS ile yıkadıktan sonra 

pelet haline getirilen ve -80°C’de saklanan hücreler; izolasyon yapılmak üzere -80°C’den 

çıkarılarak hücre peletlerinin üzerine 100 µl lizis tampon çözeltisi eklenmiştir. Her örnek 

20-30 kez mikropipet ile nazikçe çekilip bırakılarak vortexle karıştırılmıştır. Sonikasyon 

cihazında hücreler buz üzerinde 30 amptitude’da 30 saniye sonike edilmiştir. Daha sonra 

buzda 30 saniye bekletildikten sonra arka arkaya aynı işlem 2 tekrar yapılarak hücreler 

parçalanmıştır. Örnekler +4°C’de 20000 g’de 20 dakika santrifüj edilmiştir. Santrifüjden 

alınan örneklerin protein içeren süpernatanları yeni tüplere alınmıştır. 

3.7. Protein Miktar Tayini 

U118 hücresinden elde edilen proteinlerin konsantrasyonları ölçülerek protein miktarı 

standard eğri kullanılarak tayin edilmiştir. Protein standardı olarak Pierce sığır serum 

albumini (2 mg/ml) kullanılmış ve 2mg/ml’lik ana stoktan seyreltilerek 1, 0,8, 0,6, 0,4, 0,2 

mg/ml konsantrasyonlarda protein standardı tayinde kullanılmak üzere hazırlanmıştır. 

Bradford yöntemi kullanılarak 1:49 oranında Bradford reaktifi örnekle karıştırılarak 

spektrofotometre cihazında 595 nm dalga boyunda absorbans değerleri ölçülmüştür.[62]. 

3.8.Western Blotting 

Elde edilen süpernatanlar, protein miktar tayininde elde edilen protein konsantrasyonlarına 

göre 1:4 oranında Laemmli yükleme tamponu süpernatanlara eklenerek 95°C’de 7 dakika 

kaynatıldı.  
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3.8.1. Yürütme 

Tank üzerinde gösterilen seviyeye kadar SDS’li jel için uygun yürütme tamponu eklemiş ve 

Clear Page marka hazır jeller yürütme kasetlerine yerleştirilmiştir. Jeller arasına yeni 

yürütme tamponu döküldükten kuyucuklara 25 µg/ml protein konsantrasyonunda 25 µl 

protein örneği jel kuyucuklarına yüklenmiştir. Son olarak en baştaki kuyucuğa 5ul marker 

eklenmiştir.Tank güç kaynağına (Biorad, Power PackTM Basic) bağlanmış ve proteinler 120 

V’da yürütülmüştür.  

3.8.2. Transfer 

Transfer için belirli boyutlarda kesilmiş olan membran 30sn methanol, 1-2 dk dH2O ve 15dk 

transfer buffer içerisinde çalkalanarak aktifleştirilmiştir. Transfer cihazında en alta transfer 

kağıtları önce Towbin transfer tamponunda ıslatılıp arada hava kabarcığı olmayacak şekilde 

yerleştirilmiştir. Transfer kağıdı üzerine aktifleştirilmiş membran yerleştirilmiştir. Yürüme 

bittikten sonra kasetten çıkarılan jeller gerekli boyutlarda kesilerek membran üzerine 

yerleştirilmiştir. En üste tekrar transfer kağıdı konulmuş ve hava kabarcığı kalmayacak 

şekilde yerleştirilmiştir. Cihazın kapağı kapatılmış ve yuvasına yerleştirililmiştir. Transfer 

30 dakika, 25 V ve 2.5 A’de trasfer cihazında (Biorad, Trans-Blot Turbo) 

gerçekleştirilmiştir. 

3.8.3. Bloklama 

Transfer cihazından çıkarılan membranlar %5’lik (2,5 gr BSA + 50 ml TBS-T) içerisinde 1 

saat oda sıcaklığında karıştırıcı üzerinde inkübe edilmiştir.  

3.8.4. Primer Antikor (1. Ab) 

MMP-9, TGF-β, ADAMTS-5 primer antikorlarımızı oluşturmaktadır. Çalışılan bu 

membranların internal kontrol çalışması GAPDH ile yapılmıştır. Her Ab için; 10 ml % 5’lik 

BSA’ nın içine 1/1000 oranında 1. Ab ilave edilmiştir. Membran bir kaba konulup, 10 ml’ 

lik Ab solüsyonu membranın üzerine dökülmüştür. Membranın yüzü 1. Ab ile temas edecek 

şekilde +40C’de soğuk odada bir gece karıştırıcı üzerinde beklemeye bırakılmıştır. Ertesi 

gün antikor tekrar pipetle alınarak başka çalışmalarda tekrar kullanmak üzere +40C’ye 

kaldırılılmıştır. (Not: En fazla üç çalışma için tekrar kullanılabilir).  

3.8.5. Sekonder Antikor (2. Ab) 

Ertesi gün membranlarımız 3 kez 10’ar dakika TBS-T ile yıkandıktan sonra membranın 

üzerine sekonder antikorumuz ilave edilmiştir. Sekonder antikor olarak anti rabbit 

kullanılmıştır. Sekonder antikor %5’lik BSA çözeltisinin içerisine 1/3000 oranında 
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eklendikten sonra membran üzerine eklenerek karıştırıcı da 1 saat inkübe edilmiştir. Bir saat 

sonra membran tekrar TBS-T ile 3x10 dakika yıkanmıştır. Yıkama bittikten sonra 

görüntüleme aşamasına geçilmiştir. 

3.8.6. ECL solüsyonu ile görüntüleme 

PierceTM ECL Western solüsyonları 1:1 oranında karıştırılarak görüntüleme tablasına 

alınmıştır. Membranın ön yüzü ECL solüsyonuyla tam temas edecek şekilde 1.30 dakika 

bekletildikten sonra görüntüleme yapılmış ve elde edilen sonuçlar kaydedilmiştir. IS 

programı kullanılarak bant yoğunluğu hesaplanmıştır. 

3.9. İstatistiksel Analizler 

IC50 değerinin belirlenmesi “Graphpad Prism 5.01” (California, ABD) hazır programı 

kullanılarak yapılmıştır. Kontrol ve deney grupları arasında uygulanan MEL dozlarının 

istatistiksel karşılaştırması parametrik Bonferonni testi ile, Western Blotting sonuçları eşit 

olmayan varyanslarda nonparametrik Mann-Whitney U testi ile veriler yapılmıştır. Western 

Blotting verileri normal dağılım şartını sağlamadığından, parametrik test 

kullanılmamıştır.Sonuçlar ortalama ± SEM (Standard ortalama hata) olarak verilmiştir.  

p < 0,05 istatistiksel olarak anlamlı kabul edilmiştir.  
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4. BULGULAR 
 

4.1. Hücre Hattının Kültürü 

Ankara Üniversitesi Tıbbi Biyoloji Anabilim Dalından temin edilen U118 hücrelerinin 

kültüre edilmesiyle hücreler pasajlanmış ve çalışmanın ileriki aşamalarında kullanılmak 

üzere canlılık kontrolleri yapıldıktan sonra stoklanmıştır (Şekil 4.1).  

 

Şekil 4.1. U118 hücre hattının ışık mikroskobunda görünümü, (Handan Sevim, Kübra Nur 

Güven) 

4.2. MTT İle Sitotoksisite Testi 

U118 hücre hattı üzerindeki MEL’in toksisitesini değerlendirmek için yapılan çalışmada 0,5, 

1, 3, 5, 10, 15, 20 µg/ml’de MEL konsantrasyonunun 1, 3, 24, 48 ve 72 saat aralıklarla U118 

hücreleri üzerine uygulanarak MTT [3-(4, 5-dimetiltiazol- 2- il)-difeniltetrazolyum bromür] 

ile tayin edilmiştir. U118 hücre hattı üzerinde 0,5, 1, 3, 5 ve 10 µg/ml’de MEL 

konsantrasyonunun 1, 3, 24 ve 48 saatlik inkübasyondan sonra hücrelerin ışık mikroskobu 

görüntüleri Şekil 4.2., Şekil 4.3., Şekil 4.4. ve Şekil 4.5’te verilmiştir. 0,5, 1 ve 3 µg/ml’de 

uygulanan Melittin dozları hücrenin morfolojisine etki etmezken, 5 µg/ ml üzeri uygulanan 

dozlar hücrelerin morfolojilerinin bozulmasına neden olmuştur. 10 µg/ ml ve üzeri dozlarda 

uygulanan MEL hücrenin ölmesine sebep olmuştur.  
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(a)                                                      (b) 

 

(c)                                                        (d) 

Şekil 4.2. 0,5 µg/ml Melittin’e maruz bırakılan U118 hücre hattının 1. (a), 3. (b), 24. (c) ve 

48. (d) saatlerdeki morfolojik değişiminin ışık mikroskobu görüntüleri (Fotoğraf: Handan 

Sevim, Kübra Nur Güven)  
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(a)                                                             (b) 

 

                           (c)                                                             (d) 

Şekil 4.3. 1 µg/ml Melittin’e maruz bırakılan U118 hücre hattının 1. (a), 3. (b), 24. (c) ve 48. 

(d) saatlerdeki morfolojik değişiminin ışık mikroskobu görüntüsü (Fotoğraf: Handan Sevim, 

Kübra Nur Güven)  
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(a)                                                                         (b) 

 

(c)                                                            (d) 

Şekil 4.4. 3 µg/ml Melittin’e maruz bırakılan U118 hücre hattının 1. (a), 3. (b), 24. (c) ve 48. 

(d)  saatlerdeki morfolojik değişiminin ışık mikroskobu görüntüleri (Fotoğraf: Handan 

Sevim, Kübra Nur Güven)  



25 

 

 

(a)                                                                          (b) 

 

(c)                                                             (d) 

Şekil 4.5. 5 µg/ml Melittin’e maruz bırakılan U118 hücrenın 1. (a), 3. (b), 24. (c) ve 48. (d) 

saatlerdeki morfolojik değişiminin ışık mikroskobu görüntüleri (Fotoğraf: Handan Sevim, 

Kübra Nur Güven)  
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(a)                                                                (b) 

 

(c)                                                                (d) 

Şekil 4.6. 10 µg/ml Melittin’e maruz bırakılan U118 hücre hattının 1. (a), 3. (b), 24. (c) ve 

48. (d) saatlerdeki morfolojik değişiminin ışık mikroskobu görüntüleri (Fotoğraf: Handan 

Sevim, Kübra Nur Güven)  
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U118 hücre hattına uygulanan 0,5, 1, 3, 5, 10, 15 ve 20 µg/ml konsantrasyonlarda MEL’in 

1, 3, 24, 48 ve 72 saatlik inkübasyon sonrasında MTT sonuçları değerlendirilmiştir. 570 nm 

dalga boyunda ölçülen absorbans değerleri Çizelge 4.1.‘de gösterilmiştir. U118 kontrol 

hücrelerinin absorbans değerleri diğer gruplara göre yüksek olduğu görülmüştür. Uygulanan 

Melittin konsantrasyonları arttıkça absorbans değerleri düşmektedir. En düşük absorbans 

değerleri 10, 15 ve 20 µg/ml dozlarda ölçülmüştür. 

Çizelge 4.1. Melittin’in U118 hücre hattına farklı konsantrasyon ve farklı zamanlarda 

verildikten sonra 570 nm dalga boyunda ölçülen absorbans değerleri      

 

MEL konsantrasyon 

değerleri (µg/ml) ve 

uygulanan zaman 

Saatler 

1 3 24 48 72 

Kontrol 0,123 0,090 0,091 0,123 0,232 

0,5 0,098 0,076 0,082 0,102 0,171 

1 µg/ ml 0,090 0,061 0,052 0,090 0,162 

3 µg/ ml 0,075 0,062 0,053 0,067 0,057 

5 µg/ ml 0,062 0,042 0,038 0,040 0,045 

10 µg/ ml 0,039 0,035 0,032 0,034 0,033 

15 µg/ ml 0,034 0,033 0,030 0,031 0,031 

20 µg/ ml 0,037 0,035 0,033 0,034 0,033 

 

Sitotoksisite çalışmalarından elde edilen verilerin karşılaştırılmasında bar ve error-plot 

grafiği kullanılarak değerlendirme yapılmıştır. U118 hücre hattı üzerinde Melittin’in farklı 

konsantrasyonlarının saatlere göre inhibisyonunun karşılaştırılması bar grafiği ile 

gösterilmiştir (Şekil 4.7).   
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Şekil 4.7. MTT ile sitotoksitite testine ait U118 hücre hattının absorbans grafiği 

Yapılan ölçümler sonucunda uygulama dozuna bağlı olarak ölçülen absorbans değerleri doz 

konsantrasyonu arttıkça kontrol grubuna göre zamana bağlı olarak azaldığı ve 10 g/ml 

konsantrasyon sonrasında uygulanan diğer yüksek dozların zamana bağlı olmaksızın benzer 

oranlarda düştüğü görülmüştür. 

U118 hücre hattı üzerinde MEL’in farklı konsantrasyonlarının saatlere göre inhibisyonunun 

canlılık oranı karşılaştırılması bar grafiği ile gösterilmiştir (Şekil 4.8.).   
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Şekil 4.8. MTT ile sitotoksitite testine ait U118 hücre hattının canlılık oranları 

Yapılan ölçümler sonucunda uygulama dozuna bağlı olarak uygulanan saatlere göre canlılık 

oranları 10 µg/ml ve üzerinde doz konsantrasyonu arttıkça kontrol grubuna göre zamandan 

bağımsız şekilde %30 oranında canlılığın yitirildiği görülmüştür. Uygulanan 0,5 , 1, 3 ve 5 

µg/ml konsantrasyonlardaki MEL dozları hücre canlılığını kontrol grubuna göre orantılı bir 

şekilde azalttığı görülmüştür.  

U118 hücre hattı üzerinde Melittin’in farklı konsantrasyonlarının 1, 3, 24, 48 ve 72 saat 

sonrası inhibisyonunun karşılaştırılması error-plot grafiği ile değerlendirilmiştir (Şekil 4.9).  
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Şekil 4.9. U118 hücrelerine uygulanan farklı konsantrasyondaki dozların 1, 3, 24, 48 ve 72 

saat sonrası absorbans değerlerinin karşılaştırılması  

Gruplar arasında yapılan error-plot grafiğinde U118 kontrol hücrelerinin en yüksek 

absorbans değeri 72 saatte elde edilmiştir. Uygulanan dozlara bakıldığı zaman 0,5, 1 ve 3 

µg/ml konsantrasyondaki dozların zamana bağlı olarak absorbans değerlerinin düştüğü 5 µg/ 

ml ve üzeri uygulanan dozların zamana bağlı olmadan absorbans değerlerini etkilediği 

görülmüştür (Şekil 4.9.). 

Hesaplanan IC50 değerlerini incelediğimizde uygulanan 0,5, 1, 3, 5, 10, 15 ve 20 µg/ml 

konsantrasyonda uygulanan MEL dozlarının 1, 3, 24, 48 ve 72 saatlerde ki değerleri Çizelge 

4.2’de gösterilmiştir.  
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Çizelge 4.2. U118 hücre hattının farklı konsantrasyonda uygulanan MEL dozlarının IC50 

değerleri  

Dozlar Zaman (Saat) 

0,5-20 µg/ml arası uygulanan 

tüm dozlar 

1 3 24 48 72 

3,068 3,726 0,376 2,897 2,788 

U118 hücre hatlarının farklı konsantrasyonlarda 1, 3, 24, 48 ve 72 saat süreyle inkübasyona 

bırakılmıştır. Çalışmada Bir grup kontrol grubu olarak ayrılmıştır. Kontrol grubu ile farklı 

konsantrasyon değerleri Bonferroni testi kullanılarak karşılaştırılması yapılmıştır (Çizelge 

4.3). Kontrole göre bütün dozlar anlamlı bulunmuştur. (p < 0,05) 

Çizelge 4.3. U118 hücre hattında Melittin’ in kontrol grubunun farklı konsantrasyonlarda 

değerlendirilmesi (Bonferroni, p < 0,05) 

* p< 0,01; fark çok anlamlıdır. 

4.3. Protein Ölçümleri 

U118 hücre hattından elde edilmiş protein konsantrasyonlarını hesaplamak için 

spektrofotometre cihazında 595nm dalga boyunda ölçülen absorbans değerleri ölçülmüştür 

(Çizelge 4.3.). Bradford yöntemine göre protein ölçümleri için, referans proteinlerin ölçümü  

 

Konsantrasyon 

(µg/ml) 

 

Ortalamalar Arası Fark 

 

SEM 

0,5 .04504* ,006091 

1 .06216* ,006091 

3 .09076* ,006091 

5 .10784* ,006091 

10 .11836* ,006091 

15 .12172* ,006091 

20 .11892* ,006091 
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sonrası çizilmiş olan Şekil 4.8.’deki grafikten elde edilmiş eğim formülü kullanılmıştır. Şekil 

4.8’deki grafikten elde edilmiş formülde “y” yerine protein absorbans değeri konularak, “x” 

değeri olan protein konsantrasyonu elde edilmiştir (Çizelge 4.4). Protein konsantrasyonları 

dilüsyon faktörü (5 kat) ile çarpılarak 1,58-3,89 μg/ml arasında hesaplanmıştır. 

 Çizelge 4.4. U118 hücrelerinin protein konsantrasyon değerleri   

 

 

Protein ölçümleri için, referans proteinlerin ölçümünden elde edilen standard eğri Şekil 

4.8’de verilmiştir. Grafikten elde edilmiş eğim formülünde R2 0,9985’tir. Eğimi hesaplamak 

için Excel tabanlı grafikten yararlanılmıştır. Eğim çizgisi eklendikten sonra grafik üzerinde 

y= 0,005x eşitliği belirlenmiştir.  

MEL konsantrasyonları 
Absorbans 

Değeri 

Protein 

Konsantrasyonu 

µg/ml 

U118 Kontrol Hücresi 0,37 2,03 

0,5 µg/ml 

3saat 0,555 3,89 

24saat 0,545 3,78 

48saat 0,325 1,58 

1 µg/ml 

3saat 0,531 3,64 

24saat 0,484 3,17 

48saat 0,379 2,12 

3 µg/ml 

3saat 0,426 2,59 

24saat 0,422 2,55 

48saat 0,416 2,49 
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Şekil 4.10: Standard olarak hazırlanmış proteinlerin Bradford yöntemiyle ölçümlerinden 

elde edilen referans grafiği y: absorbans, x: konsantrasyon 

Ölçülen proteinlerin  miktarları tayin edilirken; protein miktarları bilinen standart proteinler 

ile karşılaştırılmıştır. Ölçülen absorbans değerleri ile standart proteinlerin absorbans 

değerleri grafiklenerek R2 değeri 1’ yakın bulunmuştur.  

4.4. Western Blotting 

U118 hücre hattından elde edilmiş, total proteini 25 µg/ml yoğunluğa sahip hücre 

örneklerinin Western Blotting ile protein düzeyleri analiz edilmiştir. U118 hücrelerine 0,5, 

1 ve 3 µg/ml konsantrasyonda uygulanan Melittin dozunun 3, 24 ve 48 saatlik inkübasyonu 

sonucu hücrelerdeki TGF-β, ADAMTS-5 ve MMP-9 protein seviyelerinin değişim 

görüntüleri Şekil 4.11., Şekil 4.14 ve Şekil 4.17’de gösterilmiştir. Görüntülenen bantların 

yoğunlukları Li-Cor programı ile hesaplanmıştır. U118 örneklerinin protein yoğunlukları 

internal kontrol olarak kullanılmış olan GAPDH proteininin yoğunluğuna göre normalize 

edilmiştir.   
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4.4.1. Melittin’in 0,5, 1 ve 3 µg/ml Konsantrasyonlarında U118 Hücrelerine 3, 24 ve 48 

saat Uygulanması sonucu TGF-β Protein Seviyeleri Üzerindeki Etkisi 

Li-Cor görüntüleme cihazı protein bant yoğunluğu tespit edilen 25 µg yüklenen hücre 

örneklerinin TGF-β protein görüntüsü Şekil 4.11’de gösterilmiştir. 

 

Kontrol          0,5 µg/ml                  1 µg/ml                     3 µg/ml   

 

 

 

      

 

 

 

Şekil 4.11. ECL solüsyonu ile muamele edilerek görüntüsü elde edilen TGF-β protein 

görüntüsü 

Protein bant yoğunluğu tespit edilen TGF-β proteini incelendiğinde farklı konsantrasyonda 

uygulanan Melittin dozları arttıkça U118 hücrelerinin bant yoğunluğu kontrol hücrelerinin 

bant yoğunluğuna göre artmaktadır (Şekil 4.11).

44 kDA TGF- 

 

38 kDA GAPDH 

Kontrol        3saat      24 saat       48 saat      3saat         24 saat       48 saat      3saat       24 saat      48 saat          
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Şekil 4.12. TGF-β proteininin farklı doz ve zamandaki kat artışları grafiği 

Anti-TGF-β primer antikoru (rabbit poliklonal, ab 92486) 1:1000 seyreltilerek, anti-rabbit 

sekonder antikor (Cell signaling 7074) ise 1:3000 seyreltilerek uygulanmıştır. U118 

hücrelerinin kontrol grubunun TGF-β protein seviyeleri 0,292 ± 0,005 (ort. ± SEM) olarak 

hesaplanırken, 0,5, 1 ve 3 µg/ml konsantrasyonda Melittin’in 3 saatlik uygulaması sonucu 

TGF-β protein seviyeleri sırasıyla 0,5 µg/ml konsantrasyon için 1,195 ± 0,0291  (ort.  ± 

SEM), 1 µg/ml konsantrasyon için 0,885 ± 0,0670 (ort. ± SEM), 3 µg/ml konsantrasyon için 

0,820 ± 0,059 (ort. ± SEM) olarak hesaplanmıştır. 0,5, 1 ve 3 µg/ ml konsantrasyonda 

Melittin’in 24 saatlik uygulaması sonucu TGF-β protein seviyeleri sırasıyla 0,5 µg/ml 

konsantrasyon için 2,256 ± 0,0345 (ort. ± SEM), 1 µg/ml konsantrasyon için 0,213 ± 0,0129 

(ort. ± SEM), 3 µg/ml konsantrasyon için 1,237 ± 0,0878 (ort. ± SEM) olarak hesaplanmıştır. 

0,5, 1 ve 3 µg/ml konsantrasyonda Melittin’in 48 saatlik uygulaması sonucu TGF-β protein 

seviyeleri sırasıyla 0,5 µg/ml konsantrasyon için 0,610 ± 0,0435 (ort. ± SEM), 1 µg/ml 

konsantrasyon için 0,430 ± 0,0286 (ort. ± SEM), 3 µg/ml konsantrasyon için 0,119 ± 0,0085 

(ort. ± SEM) olarak hesaplanmıştır. 

U118 hücre hattına uygulanan Melittin dozlarının 3 saat uygulaması sonucunda kontrol 

grubuna göre artış görülmüştür. Melittin’in 0,5 µg/ml dozunda 24 saatlik uygulanması 

sonucunda TGF-β protein düzeyinde da belirgin bir artış görülmüştür. 24 saat uygulanan 1 
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µg/ml konsantrasyonda uygulanan Melittin dozu ve 48 saat uygulanan 3 µg/ml 

konsantrasyonda uygulanan Melittin dozunun protein bant yoğunluğu U118 kontrol 

hücrelerine göre azalmıştır (Şekil 4.12). Uygulanan en yüksek doz olan 3 µg/ml 

konsantrasyonda ve en yüksek saat olan 48 saatte kontrole göre 0,7 kat düşüş görülmüştür. 

Uygulanan 0,5 µg/ml konsantrasyondaki MEL’in uygulama süresi arttıkça TGF-β protein 

düzeyi artmaktadır. Kontrol hücrelerine göre 0,5 µg/ml konsantrasyonda MEL dozlarının 24 

saatlik uygulamasında 6,5 kat artış, 48 saatlik uygulamasında 7,5 kat artış görülmüştür (Şekil 

4.12). Kat artış ve azalışları istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır (p > 0,05). 

U118 hücre hattına uygulanan farklı konsantrasyonda Melittin dozunun karşılaştırılması 

saatlere göre box-plot grafiği ile gösterilmiştir. TGF-β protein bant yoğunluğu U118 kontrol 

hücresinin ve U118 hücrelerine uygulanan 0,5, 1 ve 3 µg/ml konsantrasyonlardaki Melittin 

dozunun 3, 24 ve 48 saatlik uygulamaları Şekil 4.11’de box-plot grafiğinde 

karşılaştırılmıştır.  

 

(a)                                            (b)                                             (c) 

Şekil 4.13. TGF-β proteininin U118 kontrol hücresinin ve uygulanan 0,5, 1 ve 3 µg/ml 

konsantrasyondaki Melittin dozunun 3 saatlik (a), 24 saatlik (b), 48 saatlik (c) uygulama 

box-plot grafiği 
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U118 kontrol hücreleri ve uygulanan 0,5, 1 ve 3 µg/ml konsantrasyondaki Melittin dozunun 

uygulanan 3 saateki TGF-β proteininin bant yoğunluğuna göre karşılaştırıldığında; en 

yüksek varyans aralığı uygulanan her saatte 0,5 µg/ml konsantrasyondaki Melittin 

uygulanan U118 hücrelerinde, en düşük varyans aralığı kontrol grubunda görülmüştür (Şekil 

4.13). 

4.4.2 Melittin’in 0,5, 1 ve 3 µg/ml Konsantrasyonlarında U118 Hücrelerine 3, 24 ve 48 

saat Uygulanması sonucu ADAMTS-5 Protein Seviyeleri Üzerindeki Etkisi  

Li-Cor görüntüleme cihazı protein bant yoğunluğu tespit edilen 25 µg yüklenen hücre 

örneklerinin ADAMTS5 protein görüntüsü Şekil 4.12’de gösterilmiştir. 

 

 

Kontrol       0,5 µg/ml                 1 µg/ml                   3 µg/ml     

 

 

  

 

 

 

Şekil 4.14. ECL solüsyonu ile muamele edilerek görüntüsü elde edilen ADAMTS-5 protein 

görüntüsü 

Protein bant yoğunluğu tespit edilen ADAMTS-5 proteini incelendiğinde farklı 

konsantrasyonda uygulanan Melittin dozları arttıkça U118 hücrelerinin bant yoğunluğu 

kontrol hücrelerinin bant yoğunluğuna göre azalmaktadır (Şekil 4.14). 

 

50 kDA ADAMTS-5 

 

 

 

 

 

 

 

38 kDA  GAPDH 

Kontrol    3saat     24 saat   48 saat   3saat    24 saat    48 saat      3saat    24 saat   48 saat  
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Şekil 4.15. ADAMTS-5 proteininin farklı doz ve zamandaki kat artışları grafiği 

Anti-ADAMTS-5 primer antikoru (rabbit poliklonal, ab 39202) 1:1000 seyreltilerek, anti-

rabbit sekonder antikor (cell signaling 7074) ise 1:3000 seyreltilerek uygulanmıştır. U118 

hücrelerinin kontrol grubunun ADAMTS-5 protein seviyeleri 0,873 ± 0,0261 (ort. ± SEM) 

olarak hesaplanırken, 0,5, 1 ve 3 µg/ml konsantrasyonda Melittin’in 3 saatlik uygulaması 

sonucu ADAMTS-5 protein seviyeleri sırasıyla 0,5 µg/ml konsantrasyon için 0,677 ± 0,0198 

(ort. ± SEM), 1 µg/ml konsantrasyon için 0,623 ± 0,0244 (ort. ± SEM), 3 µg/ ml 

konsantrasyon için 0,567 ± 0,0193 (ort. ± SEM) olarak hesaplanmıştır. 0,5, 1 ve 3 µg/ml 

konsantrasyonda Melittin’in 24 saatlik uygulaması sonucu ADAMTS-5 protein seviyeleri 

sırasıyla 0,5 µg/ml konsantrasyon için 0,340 ± 0,0102 (ort. ± SEM), 1 µg/ml konsantrasyon 

için 0,486 ± 0,0245 (ort. ± SEM), 3 µg/ml konsantrasyon için 0,296 ± 0,0164 (ort. ± SEM) 

olarak hesaplanmıştır. 0,5, 1 ve 3 µg/ml konsantrasyonda Melittin’in 48 saatlik uygulaması 

sonucu ADAMTS-5 protein seviyeleri sırasıyla 0,5 µg/ml konsantrasyon için 0,994 ± 0,0358 
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(ort. ± SEM), 1 µg/ml konsantrasyon için 0,319 ± 0,017 (ort. ± SEM), 3 µg/ml konsantrasyon 

için 0,216 ± 0,0172 (ort. ± SEM) olarak hesaplanmıştır. 

ADAMTS-5 protein bant yoğunluğunun kat artış grafiği incelediğinde U118 hücre hattına 

uygulanan Melittin dozlarının farklı saat uygulamalarında kontrol grubuna göre azalış 

görülmüştür. 3 saatlik doz uygulamasında yarı yarıya yoğunluk azalması tespit edilmiştir. 

Uygulanan Melittin dozu arttıkça protein bant yoğunluğu 3 saatlik uygulamaya göre gittikçe 

azalmıştır (Şekil 4.15). Uygulanan en düşük doz 0,5 µg/ml konsantrasyonda ve en düşük 

saat olan 3 saatte kontrole göre 0,65 kat düşüş görülmüştür. Uygulanan 0,5 µg/ml 

konsantrasyondaki MEL’in uygulama süresi arttıkça ADAMTS-5 protein düzeyi 

artmaktadır; ancak kontrol hücrelerine göre 24 saatlik uygulamada 0,5 kat düşüş, 48 saatlik 

uygulamada 0,2 kat düşüş görülmüştür (Şekil 4.15.). Kat artış ve azalışları istatistiksel olarak 

anlamlı bulunmamıştır (p>0,05). 

U118 hücre hattına uygulanan farklı konsantrasyonda Melittin dozunun karşılaştırılması 

saatlere göre box-plot grafiği ile gösterilmiştir. ADAMTS-5 protein bant yoğunluğu U118 

kontrol hücresinin ve U118 hücrelerine uygulanan 0,5, 1 ve 3 µg/ml konsantrasyonlardaki 

Melittin dozunun 3, 24 ve 48 saatlik uygulamaları Şekil 4.16’da box-plot grafiğinde 

karşılaştırılmıştır. 
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(a)                                            (b)                                            (c) 

Şekil 4.16. ADAMTS-5 proteininin U118 kontrol hücresinin ve uygulanan 0,5, 1 ve 3 µg/ml 

konsantrasyondaki Melittin dozunun 3 saatlik (a), 24 saatlik (b), 48 saatlik (c) uygulama 

box-plot grafiği 

U118 kontrol hücreleri ve uygulanan 0,5, 1 ve 3 µg/ ml konsantrasyondaki Melittin dozunun 

uygulanan tüm saatlerdeki ADAMTS-5 proteininin bant yoğunluğuna göre 

karşılaştırıldığında en düşük varyans aralığı 24 saat uygulanan 0,5 µg/ml konsantrasyonda 

Melittin uygulanan U118 hücrelerinde ve 48 saat uygulanan 1 ve 3 µg/ml konsantrasyonda 

Melittin uygulanan U118 hücrelerinde görülmüştür. U118 kontrol hücreleri ile farklı dozda 

ve farklı saatlerde uygulanan ve farklı dozlarda muamele edilen hücrelerin bant 

yoğunluklarının varyans aralığı birbirine yakın olduğu görülmüştür (Şekil 4.16). 
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4.4.3. Melittin’in 0,5, 1 ve 3 µg/ml Konsantrasyonlarında U118 Hücrelerine 3, 24 ve 48 

saat Uygulanması Sonucu MMP-9 Protein Seviyeleri Üzerindeki Etkisi  

Li-Cor görüntüleme cihazı protein bant yoğunluğu tespit edilen 25 µg yüklenen hücre 

örneklerinin MMP-9 protein görüntüsü Şekil 4.17’de gösterilmiştir. 

 

Kontrol    0,5 µg/ml               1 µg/ml                        3 µg/ml 

 

 

 

 

Şekil 4.17. MMP-9 proteininin farklı doz ve zamandaki kat artışları grafiği 

 

Protein bant yoğunluğu tespit edilen MMP-9 proteini incelendiğinde farklı konsantrasyonda 

u MEL dozları arttıkça U118 hücrelerinin bant yoğunluğu kontrol hücrelerinin bant 

yoğunluğuna göre artmaktadır, ancak 3 µg/ml konsantrasyonda MEL’in 24 ve 48 saat 

uygulanması sonucu bant görülmemiştir (Şekil 4.17).

Kontrol   3saat   24 saat   48 saat      3saat   24 saat  48 saat      3saat   24 saat   48 saat  

68 kDA MMP-9  

38 kDA GAPDH  
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Şekil 4.18. MMP-9 proteininin farklı doz ve zamandaki kat artışları grafiği 

Anti-MMP-9 primer antikoru (rabbit poliklonal, ab 38898) 1:1000 seyreltilerek, anti-rabbit 

sekonder antikor (cell signaling 7074) ise 1:3000 seyreltilerek uygulanmıştır. U118 

hücrelerinin kontrol grubunun MMP-9 protein seviyeleri 0,238 ± 0,07 (ort. ± SEM) olarak 

hesaplanırken, 0,5, 1 ve 3 µg/ml konsantrasyonda Melittin’in 3 saatlik uygulaması sonucu 

MMP-9 protein seviyeleri sırasıyla 0,5 µg/ml konsantrasyon için 0,532 ± 0,0317 (ort. ± 

SEM), 1 µg/ml konsantrasyon için 0,277 ± 0,0139 (ort. ± SEM), 3 µg/ml konsantrasyon için 

0,179 ± 0,0115 (ort. ± SEM) olarak hesaplanmıştır. 0,5, 1 ve 3 µg/ml konsantrasyonda 

Melittin’in 24 saatlik uygulaması sonucu MMP-9 protein seviyeleri sırasıyla 0,5 µg/ml 

konsantrasyon için 0,357 ± 0,0188 (ort. ± SEM), 1 µg/ml konsantrasyon için 0,245 ± 0,0116 

(ort. ± SEM), 3 µg/ml konsantrasyon için 0,005 ± 0,003 (ort. ± SEM) olarak hesaplanmıştır. 

. 0,5, 1 ve 3 µg/ml konsantrasyonda Melittin’in 48 saatlik uygulaması sonucu MMP-9 

protein seviyeleri sırasıyla 0,5 µg/ml konsantrasyon için 0,325 ± 0,0214 (ort. ± SEM), 1 

µg/ml konsantrasyon için 0,203 ± 0,09 (ort. ± SEM) hesaplanmıştır. 3 µg/ml konsantrasyon 

için protein bandı olmadığı için ortalama değeri ve stadandart hata ortalaması 

hesaplanmamıştır.  
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MMP-9 protein bant yoğunluğunun kat artış grafiği incelediğinde U118 hücre hattına 

uygulanan Melittin dozlarının 3 saat uygulamasında kontrol grubuna göre arttığı 

görülmüştür. Doz ve uygulanan dozun süresi arttıkça bant yoğunluğunun azaldığı tespit 

edilmiştir ve 48 saat 3 µg/ml Melittin uygulanan hücrelerden bant görüntüsü alınamamıştır. 

Uygulanan en düşük doz 0,5 µg/ml konsantrasyonda ve en yüksek saat olan 48 saatte 

kontrole göre 0,7 kat artış görülmüştür. Uygulanan 3 µg/ml konsantrasyondaki MEL’in 24 

saatlik uygulamasında MMP-9 protein düzeyi kontrol hücrelerine göre 0,8 kat düşüş 

görülmüştür (Şekil 4.18). Kat artış ve azalışları istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır (p 

> 0,05). 

U118 hücre hattına uygulanan farklı konsantrasyonda Melittin dozunun karşılaştırılması 

saatlere göre box-plot grafiği ile gösterilmiştir. MMP-9 protein bant yoğunluğu U118 

kontrol hücresinin ve U118 hücrelerine uygulanan 0,5, 1 ve 3 µg/ml konsantrasyonlardaki 

Melittin dozunun 3, 24 ve 48 saatlik uygulamaları Şekil 4.16’da box plot grafiğinde 

karşılaştırılmıştır.  

 

   

                          (a)                                            (b)                                            (c) 

Şekil 4.19. MMP-9 proteininin U118 kontrol hücresinin ve uygulanan 0,5, 1 ve 3 µg/ml 

konsantrasyondaki Melittin dozunun 3 saatlik (a), 24 saatlik (b), 48 saatlik (c) uygulama 

box-plot grafiği 

U118 kontrol hücreleri ve uygulanan 0,5, 1 ve 3 µg/ml konsantrasyondaki Melittin dozunun 

farklı zaman ve farklı dozlardaki uygulaması MMP-9 proteininin bant yoğunluğuna göre  
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karşılaştırıldığında bant görülmediği için 3 µg/ml konsantrasyonda Melittin uygulanan U118 

hücrelerinin varyans aralığı hesaplanmamıştır. Bant elde edilen örnekler karşılaştırıldığında 

en düşük varyans aralığı 24 saat 3 µg/ml konsantrasyonda Melittin uygulanan U118 

hücrelerinde, en yüksek varyans aralığı farklı saatlerde 0,5 µg/ml konsantrasyonda 

uygulanan örneklerde görülmüştür (Şekil 4.19).  
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

Hayvanlar, bitkiler ve mikroorganizmalar tarafından üretilen birçok madde, kanser gibi 

hastalıkları tedavi etmek için yeni ilaçların geliştirilmesinde kullanılmaktadır. İnsan hücre 

fizyolojisine müdahale edebilen farmakolojik olarak aktif maddeleri üreten hayvanlar 

arasında akrep, yılan ve arılar gibi hayvanlar bulunur. Bu hayvanların zehirlerinde bulunan 

aktif maddeler, anti-tümör ajanı olarak büyük bir potansiyel sunmaktadır. Zehirde bulunan 

aktif maddeler olan bazı peptitlerin anti kanser terapisinde kullanılması alternatif bir yöntem 

olarak düşünülmektedir. Biyotoksinler arasında en yaygın olarak incelenen arı zehridir. Arı 

zehrinin kuru ağırlığının %40-60’ını oluşturan Melittin; hücre membranındaki metabolik 

yolaklarda sentez bozukluğu ve enzim hasarı meydana getirirken anti-mikrobiyal aktivite ve 

pro-inflamatuar etki gösterir [63,64]. Ayrıca, kanser hücresi zarlarına spesifik olarak 

bağlanabilir ve bu hücrelerin migrasyonunu ve çoğalmasını etkiler [65]. Lösemi, böbrek, 

akciğer, karaciğer, prostat, mesane ve meme kanseri hücreleri de dahil olmak üzere birçok 

kanser hücresi melittin tarafından etkilenebilir [66]. MEL’in anti-tümör etkisi birçok 

çalışmada görülmüş, bu tez çalışmasında da U118 kanser hücresindeki (Şekil 4.1.) etkinliği 

incelenmiştir. 

Bu çalışmada; MEL’in U118 hücreleri üzerindeki sitotoksik etkisine ve invazyonda etkili 

olan MMP-9 ve ADAMTS-5 proteazları ve TGF-β sitokininin protein düzeylerine 

bakılmıştır. U118 hücre hattındaki hücrelerin morfolojik yapıları ve MEL’in U118 hücreleri 

üzerindeki mitokondriyal aktivitesinin etkisi MTT ile belirlenmiştir. Hücrelerin 1, 3, 24, 48 

ve 72 saat süreyle MEL ile 0,5, 1, 3, 5, 10, 15, 20 µg/ml konsantrasyonlarında inkübasyona 

bırakılması sonucunda; 0,5, 1 ve 3 µg/ml konsantrasyonlarında uygulanan saatlerde 

hücrelerin morfolojik yapısında değişiklik olmadığı görülmüştür (Şekil 4.2, 4.3, 4.4). 

MEL’in 5 µg/ml dozda morfolojik yapıda bozulma meydana getirdiği (Şekil 4.5), 10 µg/ml 

ve üzeri uygulanan dozlarda ise hücrelerin morfolojilerini tamamen yitirdiği görülmüştür 

(Şekil 4.6). Park ve ark.’ı [67] Caki-1 hücrelerine 1, 2, 3 ve 4 µg/ml konsantrasyonlarında 

MEL dozunu 24 saat uygulayarak MTT ile sitotoksisite testi uygulamış ve yapılan çalışma 

sonucunda; MEL’ in 1 ve 2 µg/ml’de uygulanan dozlarda hücre canlılığının %10 oranında 

yitirildiği, 3 ve 4 µg/ml dozlarda hücre canlılığının %30’a yakın yitirildiğini tespit 

etmişlerdir. Yaptığımız çalışmada MTT ile sitotoksisite testinde canlı hücre yoğunlukları 

570 nm’de absorbans değerleri hesaplanmıştır. Uygulanan MEL konsantrasyonu arttıkça 

hücre canlılığının azaldığı görülmüştür. Absorbans değerleri en düşük 10, 15, 20 µg/ml 
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konsantrasyonlarında elde edilmiştir (Çizelge 4.1.). Düşük konsantrasyonlarda uygulama 

süresinin etkili olduğu görülürken, konsantrasyon arttıkça uygulanan zamanın etkili 

olmadığı ve ilk uygulama zamanından itibaren hücre canlılığının 10 µg/ml’de uygulanan 

dozdan itibaren aynı oranda azaldığı görülmüştür (Şekil 4.7.). Yaptığımız çalışma Park ve 

ark.’nın [67] Caki-1 hücreleri ile yaptığı çalışmayla paralellik göstermiş ve U118 hücrelerine 

uygulanan farklı konsantrasyonlarındaki MEL dozlarında 0,5 ve 1 µg/ml’de 3 saatlik 

uygulamada %20 oranında ve 3µg/ml’de 3saatlik uygulamada %30 oranında hücre 

canlılığının yitirildiği tespit edilmiştir (Şekil 4.8). Bu da Melittin’in U118 hücreleri üzerinde 

daha kısa sürede toksik etki gösterdiğini düşündürmüştür. 

TGF-β, hücre proliferasyonunu, farklılaşmasını ve hücre dışı matriks üretimini düzenleyen 

çok fonksiyonlu bir sitokindir [68,69]. TGF-β sekresyonun veya sinyalizasyonun 

düzenlenmesi, kanser ve fibroz da dahil olmak üzere çeşitli hastalıkların patogenezinde rol 

oynamaktadır. Normal epitel hücrelerinin ve astrositlerin çoğalması için güçlü bir 

inhibitördür ve bir tümör baskılayıcı faktör olarak düşünülmektedir [70] . TGF-β; hücrelerin 

büyümesine, invazyonuna ve metastazına katkıda bulunur, kanser vakalarının ilerleyen 

aşamalarında tümör hücreleri tarafından aktif olarak salınır ve tümöre karşı konakçı 

bağışıklık yanıtlarını azaltır. Yapılan çalışmada U118 hücrelerinde MEL’in etkisine ve TGF-

β’nın MEL ile aktivitesine bakılmıştır.  

TGF-β, yüksek dereceli glioma tarafından üretilen büyük bir sitokindir ve tümör mikro 

ortamında proteazların düzenlenmesinde etkilidir. Lindholm ve ark. [71] TGF-β’nın 

fizyolojik koşullar altında beyinde çok düşük bir seviyede eksprese edildiğini ancak 

ekspresyonun yaralanmadan sonra arttığını tespit etmişlerdir. Yapılan çalısmada TGF-β 

proteazının protein düzeyi Western Blotting ile incelenmiştir. Çalışmamızda MEL 

verilmemiş U118 kontrol grubunda TGF-β düzeyi düşük görülürken MEL’in düşük doz 

olarak hücreye verilmesiyle TGF-β’nın aktif hale geldiği görülmüştür. MEL’in toksik 

etkisiyle TGF-β‘nın aktivasyonu artmıştır. Ancak uygulama zamanı arttıkça ve MEL’in 

U118 hücresi üzerindeki toksik etkisi de artarak; TGF-β’nın baskılandığı görülmüştür (Şekil 

4.11). Yaptığımız çalışmada TGF-β’nın en fazla 48 saat sonunda ve 3 µg/ml MEL 

konsantrasyonunda baskılandığı görülmüştür. Uygulanan en yüksek doz olan 3 µg/ml 

konsantrasyonda ve en yüksek saat olan 48 saatte kontrole göre 0,7 kat düşüş görülmüştür. 

Uygulanan 0,5 µg/ml konsantrasyondaki MEL’in uygulama süresi arttıkça TGF-β protein 

düzeyi artmaktadır. Kontrol hücrelerine göre 0,5 µg/ml konsantrasyonda MEL dozlarının 24 
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saatlik uygulamasında 6,5 kat artış, 48 saatlik uygulamasında 7,5 kat artış görülmüş (Şekil 

4.12); ancak artış ve azalışlar, istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır (p>0,05). Sadece 3 

örnekle yapılan Western Blotting deneyi sonucunda böyle bir yorum yapılmaktadır. 

TGF-β protein bant yoğunluklarının varyans analizleri hesaplanmıştır. 3, 24 ve 48 saatlik 

uygulamalar sonuncunda MEL uygulanan hücrelerin bant yoğunluklarının varyans aralığı 

en geniş aralıkta 0,5 µg/ml konsantrasyonda görülmüş (Şekil 4.13). MEL’in hücrelere 

uygulanan dozunun artması ile hücrelerinin canlılığını yitirdiği tespit edimiştir.  

MMP’ler, çinko bağımlı enzimler olan endopeptidazları indirgeyen bir protein ailesidir. Bu 

ailenin 28 üyesi tanımlanmıştır. Bunlar arasında kollajenazlar, jelatinazlar, stromelisinler, 

matrilysinler ve membran tipi MMP'ler bulunur [72,73]. MMP-9 ana bir ECM degradasyon 

proteazıdır ve kanser hücrelerinin migrasyonunda önemli bir rol oynamaktadır. MMP-9; 

ECM degredasyonu için exprese olduktan sonra tümör hücrelerinin progresyonu ve 

invazyonu kolaylaşır. Literatürde Lein ve ark.’nın [74] yaptığı çalışmada; MMP-9'un aşırı 

ekspresyonunun renal karsinom hücrelerinin progresyonu ve invazyonuyla ilişkili olduğu 

gösterilmiştir. Benelli ve ark.’nın [75] yaptığı çalışmada ise; MMP-9 inhibitörlerinin, yeni 

damar gelişiminde esas olan endotel hücre aktivitelerini bloke ettiğini ve motiliteye ve 

invazyona yol açtığını göstermişlerdir. Literatürdeki önemli çalışmalardan olan ve MEL’in 

ECM degredasyonunu önleyerek kanserli hücrede anti-metastaz ve invazyon ajanı olduğunu 

ortaya koyan ilk çalışma Park ve ark.’nın [67] yapmış olduğu çalışmadır ve MEL’in Caki-1 

böbrek kanseri hücrelerinde MMP-9 ekspresyonu ve kanser hücresi invazyonu üzerine olan 

etkilerini incelemişlerdir. Caki-1 hücreleri arı zehiri, melittin ve apamin ile muamele edilmiş 

ve sonuç olarak arı zehri ve melittin ile uyarılan Caki-1 hücrelerinin invazyonun ve 

migrasyonunu ve bu hücreler tarafından salınan MMP-9’un enzimatik aktivitesini inhibe 

ettiğini belirlemişlerdir. Aynı zamanda MEL'in tümör invazyonunun bastırılmasının renal 

karsinoma Caki-1 hücrelerinde AP-1 ve NF-κB'nin inaktivasyonuna atfedilen MMP-9 

ekspresyonuna bağımlı olduğunu bulmuşlardır [67]. Yapılan başka bir çalışmada Hagemann 

ve ark. [76] farklı GBM hücrelerinde MMP proteazlarının protein düzeyinde ifadelerini 

kıyaslamıştır. MMP-9’un GBM hücrelerinde ifadesinin arttığını ve TNF-α ile TGF-β’nın 

MMP-9 ifadesini up regüle ettiğini göstermişlerdir ve hücre yoğunluğu arttıkça MMP-9’un 

ifadesinin arttığını tespit etmişlerdir [76]. Yaptığımız çalışmada yoğunluk arttıkça MMP-

9’un ifadesinin arttığı; ancak MEL’in uygulama süresinin ve dozunun arttıkça MMP-9 

protein seviyesinin azaldığı görülmüştür. 48 saat 3 µg/ml Melittin uygulanan hücrelerden 
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bant görüntüsü alınamamıştır. (Şekil 4.17). Uygulanan en düşük doz 0,5 µg/ml 

konsantrasyonda ve en yüksek saat olan 48 saatte kontrole göre 0,7 kat artış görülmüştür. 

Uygulanan 3 µg/ml konsantrasyondaki MEL’in 24 saatlik uygulamasında MMP-9 protein 

düzeyi kontrol hücrelerine göre 0,8 kat düşüş görülmüştür. (Şekil 4.18). Artış ve azalışlar, 

istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır (p > 0,05). Bant elde edilen örnekler 

karşılaştırıldığında en düşük varyans aralığı 24 saat 3 µg/ml konsantrasyonda Melittin 

uygulanan U118 hücrelerinde, en yüksek varyans aralığı farklı saatlerde 0,5 µg/ml 

konsantrasyonda uygulanan örneklerde görülmüştür (Şekil 4.19). MEL’in toksik etkisi, 

uygulanan saat ve doz arttıkça etkili olmuştur ve bu sonuca göre MEL’in MMP-9’un 

salgılanmasını inhibe ettiği düşünülmüştür. MMP-9’un salgılanmasında MEL’in etkili 

olduğu doz 3 µg/ml ve zaman 48 saat olarak görülmüştür. 

Literatürde Behzadian ve ark.’ı [77] retina endotel hücrelerinde ve Müller glial hücrelerinde 

TGF-β ve MMP-9 protein ilişkisini araştırmışlardır. Endotel hücrelerinin; büyüme faktörleri 

ve sitokinlerin salınması yoluyla enzim ekspresyonunun düzenlenmesinde veya doğrudan 

hücre-hücre etkileşiminde önemli bir rolü olduğunu belirtmişlerdir. Müller hücreleri ya da 

astrositler ile birlikte kültürlenen endotel hücrelerinin MMP-9'u eksprese ettiği için, hücre-

hücre iletişiminin TGF-β'yi aktive ettiğini gözlemlemişlerdir. Glial hücre ilişkisi, TGF-β 

aktivasyonunu ve MMP-9 oluşumunu uyararak endotel hücrelerinin permeabilitesini 

arttırdığını, hem glial hem de endotel hücreleri latent TGF-β'yı serbest bırakarak TGF-β'yi 

etkinleştirdiğini; bunun sonucu olarak MMP-9 ekspresyonunu indüklediğini tespit 

etmişlerdir [77].   

MMP-9 sitokinler, büyüme faktörleri veya forbol esterler tarafından uyarıldığı bilinmektedir 

[78,79]. Yapılan çalışmada, Behzadian ve ark.’nın [77] yaptığı çalışmaya paralel olarak 

TGF-β ve MMP-9 proteinleri arasında etkileşim olduğu ve bu etkileşim sonucu TGF-β’nın 

MMP-9 salınımında görevli olduğunu düşündürmektedir. MEL ile hücreler muamele 

edilmeden önce kontrol hücrelerinde TGF-β ve MMP-9 protein seviyelerinin az olduğu; 

ancak hücreler MEL ile 0,5 ve 3 µg/ml ve 3 saat muamele edildikten sonra TGF-β’nın 

artmasıyla MMP-9’un da arttığı görülmüştür. Her iki protein seviyesinin de 3µg/ml 

konsantrasyonda 48 saat sonunda MEL uygulanmasıyla düştüğü görülmüştür (Şekil 4.11., 

Şekil 4.17.). Bu sonuca göre yapılan çalışma diğer çalışmalarla paralellik göstererek, TGF-

β ve MMP-9 proteinleri arasında etkileşim olduğu ve bu etkileşim sonucu TGF-β’nın MMP-

9 salınımında görevli olduğu düşünülmüştür.  
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21. kromozom uzun kolunda yer alan (21q21.3) ADAMTS-5 genine ADAMTS11 adı da 

verilmektedir. Gen, 8 ekzondan oluşmaktadır ve 830 aa’lik bir protein kodlamaktadır. ECM 

yıkımından sorumlu önemli bir proteaz olan ADAMTS-5’in; osteoartrit ve inflamatuar 

olaylarında önemli rolü olduğu düşünülmektedir [80]. Ayrıca GBM’de invazyon; hücre dışı 

matriksi sindiren proteazların artan ekspresyonuna dayanır. Bu davranışlar, hücre dışı 

matriksin belirli bileşenleri (ECM) ile tümör hücresi etkileşiminin bir sonucu olarak beyin 

ECM bileşenleri arasında Glikozaminoglikan hiyalüronik asit (HA) hücre proliferasyonunda 

merkezi bir rol oynar. Bu mekanizmada etkili olan brevikan; HA bağlayıcı proteindir 

[81,82,83]. Brevikan ifadesi özellikle glial hücre çoğalması ve migrasyon dönemlerinde, 

merkezi sinir sisteminde gelişimsel olarak düzenlenir. Buna göre, brevikan, cerrahi 

glioblastomaların büyük çoğunluğunda ve ekspresyon seviyeleri proteolitik olarak upregüle 

olur [84]. Glioblastomalarda upregüle edilmiş önemli bir hücre dışı proteoglikan olan 

brevikan, bazı proteazlar tarafından bozunabilir. Literatürde Nakada ve ark.’nın [85]  yapmış 

olduğu bir çalışmada GBM ile normal beyin dokusu kıyaslanmış ve bu çalışmada ilk kez 

ADAMTS 5’in aşırı eksprese olduğu gösterilmiştir. Nakada ve ark.’nın [85] çalışmalarında 

ADAMTS-5’in, işlevsel olarak brevikanın parçalanması yoluyla glioma invazyonunda rol 

oynadığını görmüşlerdir. Held-Feint ve ark.’nın [86] yaptığı çalışmada da ADAMTS-5’in 

GBM’de sekresyonunun arttığını tespit etmişlerdir. 

Yapılan çalışmada; farklı doz ve farklı zamanda MEL ile muamele sonucu U118 

hücrelerinin protein seviyelerinin kontrol grubu hücrelerine göre daha düşük olduğu 

belirlenmiştir (Şekil 4.14). Uygulanan en düşük doz ve en düşük saatte kontrole göre 0,65 

kat düşüş görülmüştür. Uygulanan 0,5 µg/ml konsantrasyondaki MEL’in uygulama süresi 

arttıkça ADAMTS-5 protein düzeyi artmaktadır; ancak kontrol hücrelerine göre 24 saatlik 

uygulamada 0,5 kat düşüş, 48 saatlik uygulamada 0,2 kat düşüş görülmüştür (Şekil 4.15.). 

Artış ve azalışlar, istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır (p > 0,05). 3, 24 ve 48 saatlik, 

1 ve 3 µg/ ml konsantrasyonlarda MEL uygulanan hücrelerde ADAMTS-5 protein düzeyinin 

kontrol hücrelerine ve 0,5 µg/ ml konsantrasyonda MEL uygulanan hücrelere göre düştüğü 

görülmüştür. 48 saat 3 µg/ml konsantrasyonda MEL uygulanan hücrelerde ADAMTS-5 

protein düzeyinin en düşük olduğu görülmüştür (Şekil 4.15).  

U118 kontrol hücreleri ve uygulanan 0,5, 1 ve 3 µg/ ml konsantrasyondaki Melittin dozunun 

uygulanan tüm saatlerdeki ADAMTS-5 proteininin bant yoğunluğuna göre 

karşılaştırıldığında en düşük varyans aralığı 24 saat uygulanan 0,5 konsantrasyonda Melittin 
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uygulanan U118 hücrelerinde ve 48 saat uygulanan 1 ve 3 µg/ml konsantrasyonda Melittin 

uygulanan U118 hücrelerinde görülmüştür. U118 kontrol hücreleri ile farklı dozda ve farklı 

saatlerde uygulanan ve farklı dozlarda muamele edilen hücrelerin bant yoğunluklarının 

varyans aralığı birbirine yakın olduğu görülmüştür (Şekil 4.16). Yapılan çalışma Nakada ve 

ark. [85] ile Held-Feint ve ark.’nın [86]  çalışmalarıyla paralellik göstermiş; ADAMTS-5 

protein düzeyi kontrol hücrelerinde yüksek görülmüş ve MEL’in hücrelere verilmesiyle 

ADAMTS-5 protein seviyesinin düştüğü görülmüştür.   

GBM hücreleri üzerinde MEL’in toksik etkisi üzerine bir çalışma daha önce 

yapılmadığından dolayı; bu çalışma ile farklı kanserli hücrelerle yapılmış çalışmalar 

karşılaştırılmıştır. MEL’in kanserli hücre invazyonunda etkili olan MMP-9 ve ADAMTS-5 

proteazları ve TGF-β sitokininin protein seviyelerini düşürmesi nedeniyle GBM hücrelerinin 

tedavisinde alternatif bir yol olabileceği düşünülmüştür. MEL toksik özelliğinden dolayı ilaç 

endüstrisinde tek başına yüksek dozda uygulanamayacağından; MEL’in kanserli hücreler 

üzerinde kontrollü salınımını gösterebileceği başka yapılarla birlikte uygulanabilirliği 

araştırılmalıdır. Bu yönleriyle çalışmamız bilime katkı sağlamaktadır.  
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