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OZET

BAL ARISI (4PIS MELLIFERA) VENOMUNDAN SAFLASTIRILMIS
MELITTIN’IN U118 GLIOBLASTOMA HUCRE HATTI
UZERINDEKI ETKILERI

Kiibra Nur GUVEN
Yiiksek Lisans, Biyoloji Bolimii
Tez Damismani: Prof. Dr. Nevin KESKIN
Kasim 2017, 74 Sayfa

Glioblastoma multiforme (GBM); merkezi sinir sistemi igindeki glial hiicrelerinden
ortaya cikan, Diinya Saglik Orgiiti (WHO) tarafindan grade IV olarak tanimlanan
Oliimciil beyin tlimdrlerinden bir tanesidir.

MMP-9 ve ADAMTS-5 proteazlar1 kanserli hiicre invazyonunda etkili proteazlardur,
bunlarin yanisira TGF-p sitokini de hiicre invazyonunda etkindir. Gliniimiizde uygulanan
kanser tedavilerinin yetersiz kalmasi nedeniyle, bu konuda kemoterapotik ilaglarin
etkinligini artirabilecek yeni ajanlar ve tedavi stratejilerine ihtiya¢ duyulmaya
baslanmigtir. Bu konuda en ¢ok arastirilan biyotoksinlerden olan Melittin (MEL), ar1
zehrinin ana bilesenini olusturmaktadir.

Bu c¢alismada bal aris1 (Apis mellifera) venomundan saflastirilmis melittinin, U118
glioblastoma hiicre hatt1 {izerindeki etkilerine bakilmistir. Melittin’in  hiicrelerdeki
mitokondriyal aktivitesi MTT testi ile, protein igeriginin varligir ise Western Blotting
yontemi ile arastirilmistir. MTT testinde 1, 3, 24, 48 ve 72 saat siireyle 0,5, 1, 3, 5, 10, 15,

20 pg/ml konsantrasyonlarinda MEL’ e maruz birakilan U118 hiicrelerinde; en diisiik



absorbans degerleri 10, 15 ve 20 pg/ml dozlarinda olgiilmiistir. U118 kontrol grubu
hiicrelerinde TGF-p protein diizeyi diisiik goriiliirken, MEL’in diisiik doz olarak hiicreye
verilmesiyle TGF-B’nin aktif hale geldigi goriilmiistiir. MEL’in toksik etkisiyle TGF-B‘nin
aktivasyonu artmistir. Ancak uygulama zamani arttikca ve MEL’in U118 hiicresi tizerindeki
toksik etkisi de artarak; TGF-f’nin baskilandigi goriilmiistiir. U118 kontrol hiicrelerine gore
TGF-B protein diizeyindeki en fazla diisiis, 3 pg/ml konsantrasyonda 48 saat Melittin
uygulanan hiicrelerde goriilmiis ve diislis 0,7 kattir. U118 hiicrelerine uygulanan 48 saat 3
ng/ml konsantrasyonda Melittin uygulanan hiicrelerden Melittin'nin toksik etkisinden dolay1
MMP-9 proteinin salgilanmasi baskilanmis ve bu nedenle bant goriintiisii alinamamastir.
Uygulanan 3 pg/ml konsantrasyondaki MEL’in 24 saatlik uygulamasinda MMP-9 protein
diizeyi kontrol hiicrelerine gore 0,8 kat diisiis goriilmiistiir. U118 hiicrelerinin ADAMTS-5
protein seviyelerinin kontrol grubu hiicrelerine gore daha diisiik oldugu belirlenmistir. U118
kontrol hiicrelerine gore, en fazla diisiis 3 pg/ml konsantrasyonda 48 saat Melittin uygulanan
hiicrelerin ADAMTS-5 protein diizeyinde goriilmiis ve diistis 0,85 kattir. Western Blotting
ile analiz edilen MMP-9 ve ADAMTS-5 proteazlarinin ve TGF-f sitokininin protein
seviyeleri en diisiik 48 saat siireyle 3 ug/ml konsantrasyonda MEL uygulanan hiicrelerde
gorilmiustir.

Elde edilen sonuglar GBM hiicrelerinin tedavisinde MEL’in alternatif bir yol

olabilecegini diisiindiirmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Melittin, GBM, U118, MMP-9, ADAMTS-5, TGF-
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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 1V by the World Health Organization
(WHO).

MMP-9 and ADAMTS-5 are proteases that are effective in cancer cell invasion, besides
TGF-B 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 0of 0.5, 1, 3, 5, 10, 15, 20 ug/ml for 1, 3, 24, 48 and 72



hours in MTT test were measured at doses of 10, 15 and 20 pg/ml. While TGF-3 protein
levels were low in the U118 control group cells, it was observed that TGF- was activated
by administration of low dose MEL to the cells. The activation of TGF-f has increased
by the toxic effect of MEL. However; toxic effect of MEL on U118 cell increases with
increased administration time, and TGF-f has been suppressed. The highest decrease in
TGF-p protein level compared to U118 control cells was observed in cells treated with
Melittin for 48 hours at a concentration of 3 pg/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 pg/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 pg/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 ng/ml, and the decrease was 0.85 fold. The protein levels of MMP-9 and ADAMTS-
5 proteases and TGF- cytokin analysed by western blotting has been displayed the cells
threated with MEL minimum level through 48 hour and 3 pug/ml concentration.

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

Keywords: Melittin, GBM, U118, MMP-9, ADAMTS-5, TGF-
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1.GIRIS

Kanser ¢agimizin en énemli 6limciil hastaliklarindan bir tanesidir. Her gegen giin kansere
yakalanma orani ve ¢ogu vakanin 6limle sonu¢lanmasi kanserin arastirilmasini ilgi ¢ekici
hale getirir. Ancak uygulanan geleneksel kemoterapi yontemlerinin yeterli gelmedigi
diisiiniildiigii i¢cin uygulanan tedavilere yardimci yeni ajanlar ve tedavi stratejilerine ihtiyag

duyulmaktadir [1].

Kanserin dogal yollarla tedavi edilmesine kars1 artan bir ilgi vardir. Dogal iirlinlerle tedavide
Ozellikle biyotoksinlerin potansiyel terapotik degeri oldukga dikkat cekmektedir. En popiiler
biyotoksin, ar1 zehrinin ana bilesenlerinden biri olan Melittin’ dir (MEL) [2].

MEL, plazma zarina kars1 iyi tanimlanmis etkisi sayesinde her zaman antimikrobiyal bir
peptid olarak kullanilmistir. MEL, tiim prokaryotik ve Okaryotik hiicrelerin zarlarinm
parcalayan segcici olmayan bir sitolitik peptittir. Bu nedenle, damar i¢ine enjekte edildiginde,
ciddi toksisite reaksiyonlarmi tetikler; bu durumda hemoliz meydana gelir. Bu spesifik
olmayan hiicresel litik aktivite, normal hiicrelerden farkli olarak biiyiik bir zorluk olustursa
da, MEL zar potansiyeli daha biiyiik oldugu i¢in tiimér hiicre membranlarinda daha fazla

hasara neden olmaktadir [3].

MEL; normal ve kanserli hiicreler arasinda DNA hasarina bagl apoptozu farklilagtirmadan
baslatmak ve hizla bdliinen hiicreleri hedef alan geleneksel kemoterap6tik maddelerden farkl
olan belirli bir hiicresel bilesen yerine hiicre zarlarinin genel yapisin1 hedeflemektedir. Buna
ek olarak, endositoz yoluyla sitoplazmaya girmekte ve c¢esitli hiicre i¢i hedefleri
etkilemektedir [4]. Ote yandan, MEL'in kemoterapétik ilagla kombinasyonu ile tedavide
sinerjik etki gosterdigi goriilmiistiir. Boylece, MEL’ in farkli kanser tiirlerini tedavide ¢ekici

bir kanser kemoterapdtik ajan olarak rol oynadigi diistiniilmiistiir

Glioblastoma multiforme (GBM) ; en dliimciil beyin tiimorlerinden bir tanesidir. Tedavi
uygulanmasina karsin hastaliga yakalanan kisilerin ¢ok kisa siirede 6lmesi GBM hiicre
mekanizmasinin arastirilmasint ve GBM hiicrelerinin infiltre olarak biiylimesini inhibe
edecek yeni ajan arayigina sebep vermistir. Uygulanan cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi

tedavilerine ragmen hastanin yasama siiresi en fazla 50 haftadir [5].



GBM; nekrozu ve mikrovaskiiler cogalmayi exprese etmesiyle diisiik dereceli gliomalardan
ayrilir ve hizli infiltrasyon yolu ile invazyon yaparak timor hiicrelerine bariyer olan hiicre
dis1 matrix (ECM) iizerindeki proteinlere baglanir. GBM; ECM’den salgilanan bazi
molekiilleri regilile ederek ¢evredeki stromal hiicreleri etkiler ve GBM hiicreleri ECM’i
gegmek i¢in bazi proteazlar ile ECM’yi pargalarlar [6]. Bu durum GBM hiicrelerinin
invazyonuna olanak tanir. Bunun sonucunda hiicre dis1 matriksi sindiren proteazlarin
ekspresyonlar1 artar [7]. Proteolitik enzim olan MMP’ler ve ADAMTS ler invazyonda

onemli bir role sahip olduklari i¢in; bu proteazlarin inhibe edilmesi 6nem kazanmistir [8].

Farkli in vitro ve in vivo ¢aligmalar; MEL’ in proliferasyon, apoptoz, metastaz, anjiyogenez
ve hiicre dongiisii gibi kanserli hiicrelerin hiicresel islevleri lizerinde ¢oklu etkileri oldugunu
gostermistir. Ayrica farkli kanser hiicre tiplerine bagl olarak bu siirecleri diizenlemek i¢in

cesitli sinyal yollar1, genler ve molekiiller etkinlestirilmis veya modiile edilmistir [9].

Yapilan calismalarin 1s5181nda GBM’ nin invazyonunu kolaylastirmada salinan proteazlarin
inhibasyonu 6nem arz etmektedir. Anti-tiimor etkiye sahip ve kanser hiicrelerinde invazyonu

engellemesiyle MEL’in proteazlari inhibe edebilecegi diistiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. An Zehri Ve Kanser

Kanser; diinya ¢apinda 6nde gelen 6liim nedenlerinden biridir. Son yillarda kanser hastaligi
ve bu hastaliga yakalananlarin 6liim sayist 6nemli Olgiide artmistir. Arastirmalara gore
kiiresel demografik 6zellikler baz alindiginda, 2025 yilina kadar kansere yakalanan insan
sayisinin yilda 20 milyondan fazla olacagi 6ngoriilmektedir [1]. Yapilan baska bir caligmada
2012 yilinda 14,1 milyon yeni kanser vakasi oldugu ve 8.2 milyon kanserli hastanin 61diigii

saptanmustir [10].

Cok sayida kanser vakasinin dliimle sonuglanmasi, bu konudaki ¢aligmalari arttirmis ve
yapilan caligmalar 1518inda tedavi yontemlerinde ilerleme saglanmistir. Uzun zamandir
kemoterapi ve radyasyon gibi klasik tedavi yontemleri kullanilmaktadir. Fakat bu tedaviler;
kanser hiicrelerinin direnci, sistemik uygulamada kullanilan ilaglarin neden oldugu yan
etkiler ve toksisite gibi nedenlerle sinirli etkinlik gostermektedir [11]. Bu yiizden kansere
kars1 etkinligi kabul edilen kemoterapik ilaglarin etkinligini artirabilecek yeni ajanlar ve

tedavi stratejilerine ihtiya¢ duyulmaktadir [12].

Gilintimiizde kanserin dogal iiriinlerle tedavisine olan ilgi giderek artmaktadir. Dogal
riinlerle tedavide ozellikle biyotoksinlerin potansiyel terapotik degeri oldukca dikkat
cekmektedir. Biyotoksinler; farmakolojik acidan aktif birkag bilesen igeren, organizmalarin
zehir bezinde sentezlenen ve salinan faydali biyolojik kaynaklardir. Biyotoksinlerin igerikleri
yeni bilesiklerin ¢esitli dogal kaynaklar1 olarak kullanilmakta, 6zellikle de kanser gelisimini
ve ilerlemesini etkileyen ¢oklu yollarda ve de igerdikleri birgok faktor araciligiyla anti kanser

tedavisinde kullanilmasi diisiiniilmektedir [13].

Son on yilda yapilan arastirmalara gore; kotii huylu tiimorlere (malignancy) karsi yilan zehiri,
ar1 zehiri (BV), akrep zehiri, deniz anemon toksini ve diger hayvan zehirleri gibi bir¢cok
hayvan zehiri ve toksininin miilkemmel antitimor aktivite sergiledigi gosterilmistir. Bu
nedenle zehirlerin ve toksinlerin biyogesitliliginden yararlanilarak, yeni antikanser ajanlari

olarak gelistirilebilecekleri dngoriilmektedir [12].

Biyotoksinler arasinda en yaygin olarak incelenen ar1 zehiri ve ana bileseni olan Melittin
(MEL); kanser hiicresi biiylimesini ve ¢gogalmasini inhibe etmek, apoptozu indiiklemek veya
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tiimdr metastazini baskilamak da dahil olmak {izere tiimoriin birden fazla yoniinii etkiler. Bu

yiizden kanser tedavisinde alternatif olabilecegi diisliniilmektedir [14].

2.1.1. Ar1 Zehrinin Anti-Kanser Etkisi

Ar1 zehiri; bal aris1 (Apis mellifera) tarafindan tretilen dogal bir toksindir. Ar1 zehiri;
peptidler (melittin, apamin, adolapin ve mast hiicre-degraniile peptit), enzimler (fosfolipaz
A2, hiyaliironidaz), diger aminler ve peptid olmayan bilesenler de dahil olmak {izere en az

18 biyolojik aktivite bileseni igeren maddelerden olusan bir karisimdir [15,16].

Arn1 zehri; artritik hastaliklarda, romatizmada ve kronik agrili hastaliklarda geleneksel bir
tedavi yontemi olarak kullanilmaktadir. Ari1 zehrinin genis biyolojik ve farmakolojik
faaliyetleri nedeniyle cilt hastaliklari, inflamatuar hastaliklar da dahil olmak {izere bir ¢ok
tilkede ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanildigi bilinmektedir [17,18,19]. Ayrica ar1
zehiri ile yapilan calismalarda; ari zehrinin hepatoseliiler karsinom, prostat kanseri,
melanoma, akciger kanseri meme kanseri, yumurtalik kanseri, mesane kanseri ve 16semi
dahil olmak iizere cesitli kanser hiicreleri lizerinde cazip anti-kanser etkileri oldugu

belirlenmistir [12].

2.1.2. Melittin’in Anti-Kanser Etkisi

Farkl1 hastaliklarin tedavisinde dogal iiriinlerin ve bunlarin aktif bilesenlerinin kullanimi
temel olarak geleneksel tibba dayanmaktadir. Dogal iirtinlerle tedavide 6zellikle dikkat ¢ceken
art venomu (BV) ve onun temel bileseni olan Melittin’in (MEL) anti kanser etkilerinden

dolayi ilag olabilme potansiyeli ar1 venomuna ve Melittin’e olan ilgiyi arttirmistir [20].

MEL ar1 zehrinin esas aktif bilesenidir. Zehirin kuru agirliginin %40— 60'1m1 olusturur. MEL,
kuvvetli bir hemolitik aktiviteye sahip olan 2847,5 Da agirligindaki bilinen 26 aminoasit
diziliminden olusan, kimyasal formiili Ci31H228N38O32 olan kiigiik bir dogrusal bazik
peptiddir. MEL’ in amino asit sekansi, Gly- lle- Gly- Ala- Val- Leu- Lys- Val- Leu- Thr-
Thr- Gly- Leu- Pro- Ala- Leu- lle- Ser- Trp- lle- Lys- Arg- Lys- Arg- GIn- GIn’ dir [21].
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Sekil 2.1. Melittin’in yapis1 [21]

Melittin’nin anti-bakteriyel, anti-fungal, anti-viral ve anti-parazitik gibi birgok biyolojik
etkisi vardir[22,23,24,25]. Bunlarin disinda, MEL'in antitiimor etkisi ve kanser tedavisi i¢in
terapotik potansiyeli vardir [4]. MEL'in hiicre ¢ogalmasi ve klonojenisitenin gii¢lii bir
inhibitori oldugu gosterilmistir. MEL'in bu antitimér etkisi ilk olarak Hait ve ark. tarafindan
bildirilmistir. MEL'in kalmodulin inhibitorii olarak insan 16semi hiicrelerinin biiyiimesini
inhibe edebildigini tespit etmisler [26]. Ayrica, MEL'in biyolojik ve farmakolojik aktiviteleri
de vardir. MEL’in giiglii bir membran-bozulma aktivitesine sahip olmasindan dolay1
biyolojik etkileri oldugu disiiniilmektedir. Ayrica bu 06zelligi negatif yiiklii membran
yiizeylerine kolayca baglanmasini saglar ve fosfolipid ¢ift tabakalarinin biitiinliigiinii bozar.
Membran ylizeyine baglandiktan sonra iyon kanali olusturarak atomik iyonlarin ve
molekiillerin sizintisinin ve gecirgenliginin arttirilmasiyla bir yilizey aktif madde (stirfaktant)
gibi etki gostererek membran biitiinliiglinii bozar. Lipid membranlarin kompozisyonlari
(elektrik yiikii veya paketleme yogunlugu) Melittin hareketinin modunu etkileyebilir. MEL,
plazma zarina karsi iyi tanimlanmusg etkisi sayesinde her zaman anti-mikrobiyal peptid olarak
kullanmilmistir. MEL, tiim prokaryotik ve dkaryotik hiicre zarlarini pargalayan segici olmayan
bir sitolitik peptittir. Damar i¢ine enjekte edildiginde ciddi toksisite reaksiyonlarini tetikler
ve hemolize neden olur. Bu spesifik olmayan hiicresel litik aktivite, normal hiicrelerden farkl
olarak biiyiik bir zorluk olustursa da, MEL zar potansiyeli daha biiyiik oldugu i¢in timor

hiicre membranlarinda daha fazla hasara neden olmaktadir [27,28,29].

Kanserli hiicrelerin kazanilmis kemoresistans direng gelistirme olasilig1 diisiiktiir; belirli bir
hiicresel bilesen yerine hiicre zarlarimin genel yapisim1 hedeflerler. MEL'in kemoterap6tik
ilacla birlikte tedavide sinerjik etki gosterdigi goriilmiistir. MEL endositoz yoluyla
sitoplazmaya girmekte ve ¢esitli hiicre i¢i hedefleri etkilemektedir. Béylece, MEL farkli
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kanser tiirlerini tedavi etmek icin ¢ekici bir kanser kemoterapétik ajan olarak rol oynadigim

diistindiirmektedir [4].

2.1.3. Melittin'in Anti-Kanser Etki Mekanizmalar:

Kanser gelisimini ve ilerlemesini etkileyen bir¢ok faktoriin belirlenmesi, MEL'in anti-timor
etkisinden dolay1 kanser tedavisinde kullanim alanini artirmistir. Farkli in vitro ve in vivo
calismalar MEL'in; proliferasyon, apoptoz, metastaz, anjiyogenez ve hiicre dongiisii gibi
kanserli hiicrelerin hiicresel islevleri lizerinde ¢oklu etkisi oldugunu gostermistir. Farkli
kanser hiicre tiplerine bagli olarak bu siire¢leri diizenlemek i¢in ¢esitli sinyal yollari, genler

ve molekiiller etkinlestirilmis veya modiile edilmistir [4].

MEL'in antitiimor etkilerinin altinda yatan hiicresel mekanizmalarin incelendigi cok sayida
calisgmada, MEL'in bazi kanser hiicrelerinde 6liim mekanizmasi yoluyla anti-kanser etkisini

gosterdigini ve arzu edilen bir terap6tik peptid olarak yararli olabilecegi belirlenmistir [4].
2.1.3.1. Tiim6r metastazinin ve invazyonunun inhibisyonu

Tliimoér metastazi, kanser hiicrelerinin konak dokularindan diger dokulara transferiyle
gerceklesen bir siirectir. Kanser hastalarindaki hayatta kalma oraninin azalmasinin baslica
nedenleri arasinda, kanser rezeksiyonundan sonra metastazi ve hastaligin niiksetmesinin

engellenememesi yer almaktadir [30].

Kanser metastazi ve invazyonunun; adezyon molekiilleri, hiicre dis1 matriks (ECM)
degradasyon enzimleri ve anjiyogenez faktorleri de dahil olmak iizere coklu molekiillerin
katilimini igeren karmasik stiregler oldugu gosterilmistir. MEL’in bunlar1 ve diger matriks
bilesenlerini yeniden yapilandirilmasiyla timor hiicresi progresyonunu baskiladigi
diisiiniilmektedir. Yapilan ek arastirmalarda, MEL'in antitiimor etkisinin timor metastazi ve

invazyonunun bastirtlmasiyla yakindan iligkili oldugu belirlenmistir[31].

2.1.3.2. Anjiyogenez

Anjiyogenez; genellikle embriyonik gelisme, yara iyilesmesi veya timor bilylimesi ve
metastaz gibi bazi fizyolojik ve patolojik kosullar altinda olusan yeni kan damarlarinin
olusumudur. Kanserlerde ana islevi, agresif malignitelerin biiyiimesi ve yayginlastirilmasi
icin gerekli tiimor hiicrelerine besin maddeleri ve oksijen saglamaktir. Anjiyogenezin

tikanmasi bu beslemeyi keser buda etkili bir anti-tiimdr hedef olarak kabul edilir [32] .



Vaskiiler endotelyal biiytime faktorii (VEGF) ; endotel hiicrelerinin proliferasyon, gog ve tiip
olusumunu diizenleyen anjiyojenez siirecinde Onemli bir rol oynamaktadir. Kanserli
vakalarda, VEGF genellikle up regiile edilir. Bulgularin giderek artmasi, MEL'in
timorlerdeki VEGF ekspresyonunu inhibe ederek potansiyel bir anti-anjiogenik etkiye sahip

oldugunu goéstermistir [32].

2.2. Merkezi Sinir Sistemi Ve Gliomalar

Malign gliomalar en yaygin beyin kanseri tipidir ve merkezi sinir sistemi i¢indeki glial
hiicrelerden ortaya ¢ikmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan grade I1I ve grade
IV olarak tanimlanan histopatolojik kriterlere gére siniflandirilan gliomalar ayn1 zamanda
Glioblastoma multiforme (GBM) olarak da adlandirilir [33].

Merkezi sinir sisteminin malign timoérlerinin (CNS tiimérleri) invazyonu kéotii bir prognoza
sebep oldugundan klinik 6nem tagimaktadir. Hastaya Glioblastoma tanisi kondugunda,
ortalama hayatta kalma siiresi tedavisi olmayan tanilar i¢in 17 hafta, cerrahi ve radyasyon
miidahalesi ile 30 hafta arasinda degismektedir. Bir¢cok yan etkisi olmasina ragmen

kemoterapi ile ortalama hayatta kalma siiresi 50 haftaya kadar ylikselmektedir [5].

Geleneksel tedavi yontemlerinin, glioma hiicrelerinin radyasyon direnci ve gliomalarin tipik
olarak diffiizii ve infiltratif bilylime seklinden dolayir tam olarak timor rezeksiyonunun
yapilamamas1 nedeniyle birincil MSS neoplazmanin iyilesmesinde etkisiz oldugu

gosterilmistir [34].

Glioma, glial hiicre orijinli primer MSS tiimérlerini kapsar. Glial hiicreler arasinda ependimal
hiicreler, oligodendrositler ve astrositler bulunur. Bu hiicreler glial orijinli ve mikroglianin
ayni soyundan gelmektedir. Mikroglia, retikiiloendotelyal sistemin bir bileseni olarak
diisiiniiliir. Bu hiicreler dolasimdaki monositler olarak islev goriirler ve hiicre parazitlerini

temizlemek i¢in beyin parankimine girerler [35].
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Sekil 2.2. Glial hiicreler ve gliomalar [35]

Glial hiicreler, hepsi glioma olarak siniflandirilan farkli tiimor tiirlerine yol acan ¢esitli hiicre
tiplerini igerir. Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) 2016 yilinda yayrmlamis oldugu bildiride,
merkezi sinir sistemi tlimorleri son yillarda yapilan ¢alismalarin ve gelisen teknolojinin
is1iginda  tekrar siiflandirilmistir. Bu  siniflardan  bazilari; yayilimeir  astrositik  ve
oligodendroglial tiimdrler, ependimal tiimorler, embriyonal tiimdrler, menenjiomalar,
mezenkimal timorler vb. gosterilebilir (Sekil 2.2.). Siiflandirma yapilirken Oncelikle
histolojiye dikkat edilmistir. Astrositoma, oligoastrositoma, oligodendroglioma ve
glioblastoma olmak tizere dort farkli histoloji kategorisi bulunmaktadir. Bu kategoriler, IDH
(izositrat dehidrogenaz) mutasyonuna sahip olan ve olmayan tiimorler olarak ikiye
ayrilmaktadir. Astrositoma, oligoastrositoma ve oligodendroglioma yapisina sahip ve IDH
mutasyonu bulunduran tiimorler ve ATRX ve/veya TP53 mutasyonlarina sahip olan ve

1p/19q ko-delesyonuna sahip olan timdrler olmak iizere ikiye ayrilirlar [33].

2.2.1. Glioblastoma Multiforme (GBM)

GBM primer astrositik beyin tlimorleri arasinda goriilme sikligr 100 000 kisiden 320 sinin
hastaliga yakalanmasiyla en malign beyin tiimdriidiir. Glioblastoma (GBM) karmasik bir
biyolojiye sahip tiimor tiirii olup yillar siiren arastirmalara ragmen halen tam olarak

¢ozlilememistir [36].

Tedaviye cevap veren hastalar norosirurji, radyasyon terapisi ve kemoterapiyi DNA

metilasyon ajani temozolomid ile birlestiren bir tedavi yontemiyle tedavi edilebilmektedir
8



[37]. Ancak, yogun tedaviye ragmen, hastaligin ¢ok ileri boyutunda yasama siiresi 7-8 ay,
orta derece boyutta yasama stiresi 14-16 aydir. Hastalarin %9,8°1 5 yillik genel yasama stiresi

ile kotii bir prognoza sahiptir [38,39].

Glioma tanisi tarihsel olarak histopatolojik incelemeye dayanmaktadir. Son gelismeler
molekiiler alt tiplemenin Onemini belirtmistir. Bu nedenle, GBM; IDH (izositrat
dehidrogenaz) mutasyonuna sahip olan ve olmayan tiimorler olarak ikiye ayrilmis. WHO’ da
IV grade iki kategoride GBM hiicrelerini sinifladirir. Birincisi klinik olarak tanimlanmis
birincil veya de novo glioblastomayla en sik eslesen vakalarin %90’da ve 55 yas tizerindeki
hastalarda baskin olan IDH-wild tipi; ikincisi primer diisiik dereceli difuz glioma oykiisii
olan, vakalarin %10’unda ve daha gen¢ yastaki hastalarda ortaya ¢ikan bu sekonder

tiimorlerde goriilen IDH mutantidir [33].

GBM olusumuna G1/S kontrol noktasinda meydana gelen deregiilasyonlar, kromozom
10g’da meydana gelen kayiplar, EGFR, FGFR2, IRS2 ve AKT3 gibi genlerin
amplifikasyonu ve PI3K, PTEN, TP16, TP53, PARK2, PTPRD ve NF1 genlerinde meydana
gelen mutasyonlar baslica sebeplerdir [40]. WHO tarafindan olusturulmus IDH-wildtype
and IDH-mutant glioblastoma karakterizasyon tablosu Cizelge 2.1°de gosterilmektedir.



Cizelge 2.1. WHO tarafindan olusturulmus IDH-wildtip ve IDH-mutant glioblastoma

karakterizasyon tablosu [33]

IDH-Wildtip IDH-mutanttip Referanslar

Glioblastoma Glioblastoma
Sinonim Primer glioblastoma,  Sekonder {1830}

IDH-wild tip glioblastoma,

IDH-mutant tip

Oncii Lezyon Teshis edilemeyen; Difiiz astrocytoma, {1827}

Gelisen de novo Anaplastik

astrocytoma
Glioblastoma Proposiyonu %90 %10 {1797}
Teshisin ortalama yasi 62 yil 44 y1l {214, 1078, 1797,
2103}

Erkek ve Kadin orani 1:42:1 1:05:1 {214, 1417, 1797}
Klinik Oykii Uzunlugu 4 ay 15 ay {1797}
Kurtulma Siirecinin
Ortalamasi
Cerrahi+Radyoterapi 9.9 ay 24 ay {1797}
Cerrahi+radyoterapi
+kemoterapi 15 ay 31 ay {2810}
Lokasyon Supratentorial Genellikle frontal {1417}
Nekroz Genis Stnurlt {1417}
TERT promotor mutasyonu %72 %26 {1801, 1830}
TP53 mutasyonu %27 %81 {1797}
ATRX mutasyonu Istisna %71 {1519}
EGFR amplifikasyonu %35 Istisna {1797}
PTEN mutasyonu %24 Istisna {1797}

Genetik modifikasyonlarin diginda infiltratif biiyiime sekli olan GBM’in tamamen yok
olmasimi engelleyen bir 6zelligi de cerrahi rezeksiyonu komplikasyona ugratmasidir. Bu
Ozellik tlimoriin tekrar bliylimesine ve hayatta kalan tiimor hiicrelerinin rezeksiyon alanina

yakin bir yere invazyonuna neden olmasini saglamaktadir [41].
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Invaziv hiicrelere uyarlanmis tedaviyi optimize etmek ilk bakista oldukca kolaydir. Daha
yakindan incelendiginde, hiicre go¢ siirecinin karmasikligi daha belirgin hale gelir ve timor
hiicrelerinin farkli go¢ modlari, yani kolektif, mezenkimal ve ameboid arasinda gecis yapma

ve kullanma becerisine sahip olmasi, tedavinin gelisimini karmasik hale getirir [42].

Integrinlerin yan1 sira, proteazlarin glioblastoma hiicreleri tarafindan gevreleyen beyin mikro
cevre icine salinmasi, saglikli beyin alanlarmin infiltrasyonunu kolaylastirir ve bdylece
hastaligin ilerlemesini arttirir. GBM tlimdrlerinin infiltrasyonunu sinirlamak i¢in integrinleri
ve proteazlar1 terapdtik olarak hedeflenmesi ve proteinlerin inhibitorlerini cazip hale

getirmistir [43].

Bir diger onemli nokta, hiicre hareketliligini ve ayrica tedavi direnciyle baglantili segkin
hiicre islevlerini yoneten hiicre dist matriks (ECM) etkilesimidir. Yapilan calismalarla
glioblastoma hiicre invazyonu, proliferasyon ve terapi direncinin, ECM ile bir integrine
dayali etkilesime ve sonu¢ olarak hiicreler arasi sinyal transdiiksiyon yolaklarinin

modiilasyonuna bagli oldugu gosterilmistir [43,44].

2.2.2. ECM’nin GBM Invazyonuna Etkisi

ECM; biiyiime faktorleri ve matriks proteinlerinin rezervuar olarak islev gormesinde yapisal
destek saglamak i¢in ve GBM invazyonunu saglanmasi i¢in onem arz etmektedir [45,46].
Beyindeki noronlar, glia ve kan damarlar1 gibi 6nemli hiicresel bilesenler beyin hacminin
%15-20’sine tekabiil eden ECM iskelesi ile tutulur [47]. Saglikli bir beynin ECM’si genis
bosluk doldurucu protein icermeyen glikosaminoglikan, hiyaliironik asit (HA) ve ayrica
hiicre dis1 alan1 diizenlemek i¢in etkilesen proteoglikanlar ve glikoproteinlerden olusur [48].
Miyelinli aksonlar boyunca hareket eder ve GBM vaskiiler bazal membran boyunca saglikli
beyin bolgelerine ve kollajen, fibronektin, lamininler ve vitronektin gibi lifli proteinlerin
eksprese edildigi glia sinirlayici eksternal bolgede yayilir [48,49]. Bu ECM bilesenleri; tedavi
direnci ve invazyonun hizlandiricilar1 olarak gérev yapabilecekleri GBM tiimdrleri boyunca

saptanmustir [50].

2.2.3. ECM degredasyonu ve Proteazlar

Matriks proteinlerinin mikro ¢evre i¢ine salinimmin yani sira, GBM hiicreleri, ECM’i

yeniden sekillendirme ve infiltrasyon i¢in ECM-degredasyon enzimlerini eksprese eder ve
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enzimler salinir. Bu proteazlarin fonksiyonu spesifik inhibitorler tarafindan kontrol edilir ve

ekspresyon seviyelerindeki dengesizlik invazyonu kolaylastirir [33].

Glioblastomda, ECM'nin ¢esitli bilesenlerini pargalayarak agresif infiltrasyon ile baglantili

olan ii¢ proteaz vardir [33].

1. Serin proteaz grubu: Bunlar arasinda iirokinaz tipi plazminojen aktivatorii (uPA)
ve membrana bagl reseptdor (UPAR) olduk¢a dikkat ¢ekmektedir. Plazminojen'i aktif
plazmaya doniistiirerek uPA, fibronektin ve laminin gibi ¢esitli ECM proteinlerinin
bozunumunu indiiklemekte olup glioblastoma hiicrelerinin yapigskan ve invaziv 6zelliklerinin
aktivasyonuna katkida bulunurlar [50]. uPA veya reseptoriiniin hedeflenen inhibisyonu in

vitro olarak tiimor bilylimesini ve glioblastoma hiicre invazyonunu azaltir [51].

2. Sistein proteazi Katepsin B: Lamininlerin ve kollajenlerin pargalanmasiyla
glioblastoma invazyonunu etkilemektedir [52]. Bu proteaz glioblastoma hiicrelerinin artmis
invazyonu ile iliskilidir [53]. Hiicre yiizeyinde artmis Katepsin B ekspresyonu ve enzim
aktivitesi timor derecesi ile korelasyon gosterir [54,55,56].Katepsin B ekspresyonunun

downregiilasyonu, GBM hiicresinin invaziv ve timdrojenik potansiyelini bozar [57,58,59].

3. MMP endopeptidazlari: Yapisina ve substrat 6zgilliigiine gore kollajenazlar,
jelatinazlar, stromelisinler, matrilysinler ve membran tipi MMP'ye goére gruplandirilabilir
[60]. Bunlarin hepsi, matriks proteinleri iizerindeki yikim aktivitesinden 6nce enzimatik
boliinme ile inaktif proenziminin aktivasyonunu gerektirir. Yapilan c¢aligmalarda birkag
MMP’nin, GBM tiimorlerinde asir1 eksprese edildigi gosterilmistir ve glioblastoma
hiicrelerinin tipik invazyon yolu olan vaskiiler bazal membran dogrultusunda, jelatinaz
MMP-2 ve MMP-9’un GBM hiicre invazyonunun hizlandiricisi olarak islevini aydinlatmaya

yonelik ¢aligmalar vardir [61].

Yapilan c¢aligmalarin 1s18inda GBM’in invazyonunu kolaylastirmada salinan proteazlarin
inhibasyonu 6nem arz etmektedir. Anti-tlimor etkiye sahip ve kanser hiicrelerinde invazyonu
engellemesiyle MEL’in proteazlar1 inhibe edebilecegi diisiiniilmiistiir. Bu ylizden
calismamizda MEL’in GBM ile iliskili ECM proteazlar1 olan Trombospondin Tip-1 5 Motifli
Matriks Metalloproteinazi (ADAMTS 5), Matrix metalloproteinaz-9 (MMP-9) ile

Transforme edici biiytime faktor beta (TGF-p) sitokininin tizerindeki etkisine bakilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Calismada Kullanilan GBM Hiicre Hatti

Tez calismast kapsaminda glioblastoma hiicre hatt1 olarak U118 secilmistir. Calismada
kullanilan U118 hiicre hatt1 Ankara Universitesi, Tibbi Biyoloji ABD’dan temin edilmistir.
S1v1 azot tankinda saklanan hiicre hatlar1 Ankara Universitesi Tibbi Biyoloji ABD’dan kuru

buz igerisinde alinarak, Hacettepe Universitesi’ne getirildikten sonra kiiltiir edilmistir.

3.1.2. Hiicre Kiiltiiriiniin Pasajlanmasi ve Dondurulmasinda Kullamilan Malzemeler

U118 hiicre hatt1 i¢in; L-glutaminli RPMI-1640, %10 FBS, %1 Penisilin-Streptomisin, %1
L-glutamin besiyeri hazirlanmistir. RPMI -1640°11 besi yeri i¢in (0.3 mg/L L-glutamin ve
sodium bikarbonatl)) RPMI-1640 (Capricorn, RPMI-A), Fotal Dana Serumu (FBS)
(Capricorn, FBS-11A), Penisilin-Streptomisin  (Capricorn, PS-B)  kullanilmistir.
Tripsinizasyon isleminde (%0,25 Tripsin / %0,02 EDTA) Trypsin/EDTA (Biochrom,
L2163) kullanilmistir. Hiicre dondurulurken Dimetilsulfoksit (DMSO) (Sigma, D2650) ve
hiicre yiizeyi yikanirken (Cat++ ve Mg++ igermeyen) (pH: 7,4) Fosfat Tuz Tamponu (PBS)
(Sigma, 79382) kullanilmistir. Hiicre kiiltiir iglemlerinde steril kabin olarak Biolab Faster
B42004, %5 CO2’li inkiibator olarak Hera Cell Heraeus, invert mikroskop olarak Olympus
I X 70 kullanilmastir.

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

MTT soliisyonu igin 5 mg MTT tozu (Sigma, M5655) 1 ml steril PBS’de ¢6ziilmiis ve filtre
edilerek kullanilmistir. MTT besiyeri karigimi igin 96’lik plakta her bir kuyucuk i¢in 1:10
MTT soliisyonu (5 mg/ml) kullanilmistir.

3.1.4. Protein Izolasyonu ve Protein Tayini icin Kullanilan Malzemeler

U118 hiicrelerinden protein izolasyonu i¢in 50 mM Tris base (pH:7.4), 150 mM NacCl, %1
NP-40, ImM Pi (Roche, 04693159001) derisimlerde 1 I’lik lizis tampon ¢dzeltisi
hazirlanmistir. Protein tayini i¢in protein standardi 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
sekilde seyreltilmis
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ve protein tayininde seyreltilen protein standardlart kullanilmistir. Protein tayininde

Bradford reaktifi olarak Pierce™ coomassie plus (Thermo, 23200) kullanilmistir.

3.1.5. Western Blotting I¢in Kullanilan Malzemeler

Western blotting i¢in 12 kuyucuklu hazir jel (Clear page, PK01012) kullanilmistir. Protein
biyiikligini (kDa) gosteren marker olarak 10-230 kDa aralikta Prestained Protein
Ladder (Thermo Protein PageRuler™, 26616) kullanilmistir. Running tamponunun stok
¢ozeltisi olarak 20 X SDS yiiriitme tamponu (Clear Page, FB50053) kullanilmis ve deneyde
tanka eklenen 1 X yiiriitme tamponu i¢in stok ¢ozeltiden 40 ml alinarak 800 ml’ye kadar
distile su eklenerek tampon ¢ozelti hazirlanmistir. Western blotting’de transfer islemi
yapilmadan 6nce taze Towbin transfer tampon ¢ozeltisi hazirlanmistir. 4 membran igin 5.4
g Tris ve 1.14 g Glisin tartilarak tizerine 75 ml Methanol ve 300 ml’ye kadar distile su ile
tamamlanarak tampon ¢ozeltisi hazirlanmistir. Yikama isleminde stok ¢ozelti olarak 10 X
TBS tamponu (Biorad, 1706435) kullanilmis, deneyde yikama islemi yapilirken 1 X TBS-T
tamponu i¢in stok ¢ozeltiden 100 ml alinarak 1 I’ye kadar distile su ve %0.05 Tween 20
eklenerek tampon c¢ozelti hazirlanmistir. Primer antikor olarak ADAMTS-5 (Abcam,
ab39202, MMP-9 (Abcam, ab38898), TGF-B (Abcam, ab92486), GAPDH (Abcam,
ab8245), sekonder antikor olarak anti rabbit (Cell Signaling, 7074) kullanilmistir. ECL
Soliisyonu olarak Pierce ECL Western blotting Substrate (Thermo, 32106), protein
bantlarini gortintiilemek i¢in Oddyssey FC Li-cor goriintiileme cihazi ve IS western blotting

gorlintiilleme programi kullanilmistir.

3.2. Yontemler

3.2.1. Hiicre Hattinin Kiiltiirii

Tez galigmasi kapsaminda U118 hiicre hattt Ankara Universitesi Tibbi Biyoloji ABD’dan
kuru buz igerisinde alindiktan sonra Hacettepe Universitesi’ne getirilerek kiiltiir edilmistir.
Bunun i¢in cryo-tiipler igerisindeki hiicreler 37 °C*de su banyosunda ¢6ziildiikten sonra hizli
bir sekilde 10 ml besiyerinin igine alinarak homojen bir sekilde ¢oziilmiistiir. 1000 rpm’de 5
dakika santrifiij yapilarak DMSQO’lu siipernatan ortamdan uzaklastirilmis ve pelet olusturan
hiicreler 10 ml uygun besiyerinde ¢oziilmiistiir. Hiicreler ilk pasajinda 25 cm?’lik, sonraki
pasajlarda ise 75 cm?’lik kiiltiir kabina ekilmis ve daha sonra %5 CO2’li inkiibatdrde 37°C°de

bliylimeye birakilmistir.
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3.2.2. Hiicrelerin Beslenmesi

Inkiibatorden alinan flasklardaki eskiyen besi yeri serolojik pipetlerle ¢ekilmistir. Yikama
isleminde 3 ml PBS kullanildiktan sonra PBS serolojik pipet yardimi ile c¢ekilmistir. 25
cm?’lik flasklar icin 6 ml, 75 cm?’lik kiiltiir kab1 igin 12 ml taze besiyeri eklenerek hiicreler

tekrar inkiibatore kaldirilmustir.

3.2.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Kiiltiir yiizeyi %70 oraninda hiicre ile kaplandiginda hiicrelerin tripsinizasyon yontemi ile
pasajlar1 yapilmistir. Bunun i¢in kiiltiir kabindaki besi ortami uzaklastirilmis ve serumun
tripsin tizerindeki inhibe edici etkisini ortadan kaldirmak igin kabin yiizeyi %0.25
Tripsin/%0.02 EDTA’ 1 tripsin ¢ozeltisi ile yikanmustir. Yikama islemi bittikten sonra kiiltiir
kabimin yiizeyini kapatacak miktarda tripsin, 25cm?’lik kiiltiir kabi icin 0,5 ml, 75 cm?’lik
kiiltiir kab1 i¢in 1 ml olacak sekilde kiiltiir kabina eklenmis ve kiiltiir kaplar1 37 ° C’lik
inkiibatérde 5 dakika inkiibe edilmistir. 5 dakika sonra kiiltiir kab1 yiizeyinden tamamen
ayrilan hiicrelere tripsin miktarinin iki kati miktarda besi yeri eklenmistir. Kiiltiir kabindaki
besiyeri falkon tiipe alindiktan sonra hiicreler PBS ile 2 kere yikanmistir. Kiiltiir kabindaki
besi yeri de falkon tiipe alinarak 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij yapilmistir. Hiicrelerin bir
kism1 dondurulmak iizere ayrilmis ve kalan kismi ise pasaji devam edilerek kiiltiir kabina

yeniden ekildikten sonra %5 CO>’li inkiibatore kaldirilmustir.
3.2.4. Hiicrelerin Dondurulmasi

Kiiltiirii devam eden hiicreler olasi deney tekrarlama veya sonraki projelerde kullanilmak
tizere her pasajda ticari Tripan mavisi ile sayilarak dondurulma islemi gergeklestirilmistir.
Hiicreler ticari Tripan mavisi ile sayllmak i¢in tripsinizasyon yontemiyle kiiltlir kabindan
ayrilan siispanse hale gelmis hiicre besiyerinden 900 pl alinmis ve tizerine 100 pl tripan
mavisi eklendikten sonra Neubauer lami ile hiicreler sayilmistir. Dondurma islemi igin
tripsinizasyon yontemi ile kiiltiir kabindan uzaklastirilan hiicreler 1000 rpm’de 5 dakika
santrifiij yapildiktan sonra pelet haline getirilen hiicrelerin iizerine %5 DMSO ve %95
besiyeri i¢eren dondurma soliisyonu eklenerek cryo tiiplere alinmig ve -80 °C‘ye

kaldirilmistir.
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3.3. Melittin’in Hazirlanmasi

Liyofilize melittin (MEL) Sigma firmasindan (M2272) temin edilmistir. MEL ig¢in stok doz

¢ozeltisi Smg/ml oraninda PBS ile sulandirilarak hazirlanmistir.

3.4. MTT lle Sitotoksisite Testi

Sitotoksisite ¢alismalari, hiicreler tizerindeki maddelerin toksik olma 6zelliginin incelendigi
calismalardir. Giniimiizde maddelerin hiicreler iizerindeki toksik etkisi MTT tayini ile
yapilmaktadir. MTT testi, hiicrelerin metabolik aktivitesini degerlendiren kolorimetrik bir
yontemdir. NAD(P)H-bagimli hiicre oksidorediiktaz enzimleri, belirli kosullar altinda canli
hiicre sayisin1 yansitmaktadir. Bu enzimler, bir tetrazolyum boya olan MTT’yi [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-difeniltetrazolyum bromiir] mor bir renge sahip olan ¢6ziinmeyen
formazana indirgeme yetenegine sahiptir. Hiicreler, toksisitesi incelenecek maddelerle

muamele edildikten sonra MTT tayini yapilarak degerlendirilir.

Tez caligmas1 kapsaminda; MEL’in U118 hiicreleri tlizerindeki toksisitesi incelenmis ve
toksik dozlar belirlenmistir. Calisma Oncesinde istenilen miktarda tiretilen U118 hiicreleri,
kiiltiir kaplarindan tripsinizasyon yontemiyle toplanip santrifiij edilmistir. Pelet kisim
kullanilarak hiicre siispansiyonu hazirlanmis ve siispansiyondaki hiicre sayisini belirlemek
icin hiicre sayimi1 yapilmustir. Hiicre sayimi i¢in; 900 pl hiicre siispansiyonu santrifiij tlipiine
alinarak tizerine 100 pl ticari Tripan mavisi (%0,5 w/v, Biochrom) eklenmistir. Daha sonra
Neubauer lanmi kullanilarak canli hiicre sayimi yapilmigtir. Her bir kuyucugunda 15x103
hiicre olacak sekilde 96 kuyucuklu plaga ekim yapilmistir. Hiicrelere uygulanacak farkli
konsantrasyonlardaki MEL igin 5 farkli 96 kuyucuklu plaga hiicreler ekilerek 1, 3, 24, 48 ve
72 saat icin inkiibatore kaldirilmistir. Hazirlanan farklit MEL konsantrasyonlarinin her biri
icin 5 kuyucuk kullanilmistir.. Hazirlanan MEL konsantrasyonlart 0,5, 1, 3, 5, 10, 15,20
ug/ml’dir. Ayrica kontrol amagli MEL uygulanmayan kuyucuklara besiyeri eklenmistir
(Sekil 2.1.).
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Sekil 3.1. MTT testi i¢cin 96 kuyucuklu plaga MEL’in farkli konsantrasyonlarda (pg/ml)
uygulama diizeni

4 saat sonra kuyucuklardaki besiyerleri toplanarak {izerine her bir kuyucuk i¢in hesaplanmis
stok ¢ozeltiden alinan farkli konsantrasyonlarda MEL’li ve MTT’li serumsuz besiyeri
hiicrelere eklenmistir. MTT li serumsuz besiyeri her bir kuyucuga 1:10 oraninda eklenmis
ve kuyucuk bagma 200 pl serumsuz besiyeri ve 20 pul MTT ¢ozeltisi (Smg/ml PBS)
hazirlanarak i¢ine belirlenen doz ve zamanda MEL hiicrelere uygulanmigtir. Hiicreler bu
sekilde 37 °C’deki inkiibatorde dort saat boyunca karanlikta inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
siirecinden sonra, hiicreler tizerindeki ortam uzaklastirilmistir. Her bir géze 0.05 M HCI
iceren 100 pl izopropil alkol eklenerek olusan formazan kristallerinin ¢dzlinmesi
saglanmistir. Elde edilen mor renkli ¢6zelti 570 nm’de Elisa plaka okuyucu (Biotek, pQuant)
ile spektrofotometrik olarak o6lgiim ile optik yogunluk belirlenmistir. Maksimum
inhibisyonun %350’sini olusturan ICsp; inhibe edici 6zelligi oldugu bilinen maddenin tam
inhibisyon saglayacak degeri bulunmasinda yardimci olur. Bu yiizden MEL’in uygulanan
farkli dozlar1 ICso’ye gore belirlendikten sonra bu degerler Western Blotting deneyinde

kullanilmistir.
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3.5. Western Blotting i¢in U118 Hiicrelerinin Eldesi

Western Blot igin 6 kuyucuklu 10 plagin her bir kuyucuguna 2x10° hiicre igeren besiyeri
ekilmistir. Plaklardan bir tanesi kontrol grubu olarak ayrilmistir. Hiicreler %80 doluluk
oranina ulastig1 zaman kontrol grubu disinda kalan plaklardan her bir konsantrasyon i¢in 3
plak ayrilarak kuyucuklarina 0,5, 1, 3 ug/ml konsantrasyonlarda MEL eklenmistir. Plaklar
%5 CO2’li 37 °C’deki inkiibatorde 3, 24 ve 48 saat araliklarla inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyonlar1 tamamlanan MEL uygulanmis hiicreler ve MEL uygulanmamis kontrol
hiicreleri tripsinizasyon yontemi ile plak yiizeyinden kaldirilarak 1200 g’de 5 dakika

santrifiij edilmis ve pelet haline getirildikten sonra -80 °C’ye kaldirilmstir.

3.6. Protein izolasyonu

U118 hiicrelerinden protein izolasyonu i¢in tripsinize edilip 3 kere PBS ile yikadiktan sonra
pelet haline getirilen ve -80°C’de saklanan hiicreler; izolasyon yapilmak iizere -80°C’den
cikarilarak hiicre peletlerinin tizerine 100 ul lizis tampon ¢ozeltisi eklenmistir. Her 6rnek
20-30 kez mikropipet ile nazikge ¢ekilip birakilarak vortexle karistirilmistir. Sonikasyon
cihazinda hiicreler buz tizerinde 30 amptitude’da 30 saniye sonike edilmistir. Daha sonra
buzda 30 saniye bekletildikten sonra arka arkaya ayni islem 2 tekrar yapilarak hiicreler
pargalanmustir. Ornekler +4°C’de 20000 g’de 20 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiijden
alinan 6rneklerin protein igeren siipernatanlari yeni tliplere alinmigtir.

3.7. Protein Miktar Tayini

U118 hiicresinden elde edilen proteinlerin konsantrasyonlari Olgiilerek protein miktar
standard egri kullanilarak tayin edilmistir. Protein standardi olarak Pierce sigir serum
albumini (2 mg/ml) kullanilmis ve 2mg/ml’lik ana stoktan seyreltilerek 1, 0,8, 0,6, 0,4, 0,2
mg/ml Kkonsantrasyonlarda protein standardi tayinde kullanilmak {izere hazirlanmistir.
Bradford yontemi kullanilarak 1:49 oraninda Bradford reaktifi ornekle Karigtirilarak

spektrofotometre cihazinda 595 nm dalga boyunda absorbans degerleri 6l¢iilmiistiir.[62].
3.8.Western Blotting

Elde edilen siipernatanlar, protein miktar tayininde elde edilen protein konsantrasyonlarina
gore 1:4 oraninda Laemmli yiikkleme tamponu siipernatanlara eklenerek 95°C’de 7 dakika

kaynatildi.

18



3.8.1. Yiiriitme

Tank iizerinde gosterilen seviyeye kadar SDS’li jel i¢in uygun yiirlitme tamponu eklemis ve
Clear Page marka hazir jeller yiiriitme kasetlerine yerlestirilmistir. Jeller arasina yeni
yiirtitme tamponu dokiildiikten kuyucuklara 25 pug/ml protein konsantrasyonunda 25 pl
protein 6rnegi jel kuyucuklarina yiikklenmistir. Son olarak en bastaki kuyucuga Sul marker
eklenmistir. Tank gii¢c kaynagina (Biorad, Power Pack™ Basic) baglanmis ve proteinler 120

V’da yiiriitiilmiistiir.

3.8.2. Transfer

Transfer i¢in belirli boyutlarda kesilmis olan membran 30sn methanol, 1-2 dk dH20 ve 15dk
transfer buffer i¢erisinde calkalanarak aktiflestirilmistir. Transfer cihazinda en alta transfer
kagitlar1 6nce Towbin transfer tamponunda islatilip arada hava kabarcigi olmayacak sekilde
yerlestirilmistir. Transfer kagidi tizerine aktiflestirilmis membran yerlestirilmistir. Yiiriime
bittikten sonra kasetten ¢ikarilan jeller gerekli boyutlarda kesilerek membran {izerine
yerlestirilmistir. En iiste tekrar transfer kagidi konulmus ve hava kabarcigi kalmayacak
sekilde yerlestirilmistir. Cihazin kapagi kapatilmis ve yuvasina yerlestirililmistir. Transfer
30 dakika, 25 V ve 25 A’de trasfer cihazinda (Biorad, Trans-Blot Turbo)
gerceklestirilmistir.

3.8.3. Bloklama
Transfer cihazindan ¢ikarilan membranlar %5°lik (2,5 gr BSA + 50 ml TBS-T) igerisinde 1

saat oda sicakliginda karistirict tizerinde inkiibe edilmistir.

3.8.4. Primer Antikor (1. Ab)

MMP-9, TGF-B, ADAMTS-5 primer antikorlarimizi olusturmaktadir. Calisilan bu
membranlarin internal kontrol ¢alismast GAPDH ile yapilmistir. Her Ab i¢in; 10 ml % 5°lik
BSA’ nin igine 1/1000 oraninda 1. Ab ilave edilmistir. Membran bir kaba konulup, 10 ml’
lik Ab soliisyonu membranin iizerine dokiilmiistiir. Membranin yiizii 1. Ab ile temas edecek
sekilde +4°C’de soguk odada bir gece karistiric iizerinde beklemeye birakilmistir. Ertesi
giin antikor tekrar pipetle alinarak baska calismalarda tekrar kullanmak iizere +4°C’ye
kaldirililmistir. (Not: En fazla ii¢ calisma i¢in tekrar kullanilabilir).

3.8.5. Sekonder Antikor (2. Ab)

Ertesi giin membranlarimiz 3 kez 10’ar dakika TBS-T ile yikandiktan sonra membranin
tizerine sekonder antikorumuz ilave edilmistir. Sekonder antikor olarak anti rabbit

kullanilmistir. Sekonder antikor %5°lik BSA ¢ozeltisinin igerisine 1/3000 oraninda
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eklendikten sonra membran tizerine eklenerek karistirici da 1 saat inkiibe edilmistir. Bir saat
sonra membran tekrar TBS-T ile 3x10 dakika yikanmistir. Yikama bittikten sonra

gorilintiileme asamasina gecilmistir.
3.8.6. ECL soliisyonu ile goriintiileme

Pierce™ ECL Western soliisyonlar1 1:1 oraninda karistirilarak goriintiileme tablasina
alinmigtir. Membranin 6n yiizii ECL soliisyonuyla tam temas edecek sekilde 1.30 dakika
bekletildikten sonra goriintileme yapilmis ve elde edilen sonuglar kaydedilmistir. 1S

programi kullanilarak bant yogunlugu hesaplanmustir.

3.9. Istatistiksel Analizler

ICso degerinin belirlenmesi “Graphpad Prism 5.01” (California, ABD) hazir programi
kullanilarak yapilmistir. Kontrol ve deney gruplart arasinda uygulanan MEL dozlarinin
istatistiksel karsilastirmasi parametrik Bonferonni testi ile, Western Blotting sonuglar1 esit
olmayan varyanslarda nonparametrik Mann-Whitney U testi ile veriler yapilmistir. Western
Blotting  verileri normal dagilim sartinm1  saglamadigindan, parametrik test
kullanilmamustir.Sonuglar ortalama + SEM (Standard ortalama hata) olarak verilmistir.

p < 0,05 istatistiksel olarak anlaml1 kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Hiicre Hattinin Kiiltiirii
Ankara Universitesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dalindan temin edilen U118 hiicrelerinin
kiiltiire edilmesiyle hiicreler pasajlanmis ve ¢alismanin ileriki asamalarinda kullanilmak

iizere canlilik kontrolleri yapildiktan sonra stoklanmigtir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. U118 hiicre hattinin 151k mikroskobunda goriiniimii, (Handan Sevim, Kiibra Nur
Giiven)

4.2. MTT ile Sitotoksisite Testi

U118 hiicre hatt1 tizerindeki MEL’in toksisitesini degerlendirmek i¢in yapilan ¢alismada 0,5,
1, 3,5, 10, 15, 20 ug/ml’de MEL konsantrasyonunun 1, 3, 24, 48 ve 72 saat araliklarla U118
hiicreleri tizerine uygulanarak MTT [3-(4, 5-dimetiltiazol- 2- il)-difeniltetrazolyum bromiir]
ile tayin edilmistir. U118 hiicre hatt1 {lizerinde 0,5, 1, 3, 5 ve 10 pg/ml’de MEL
konsantrasyonunun 1, 3, 24 ve 48 saatlik inkiibasyondan sonra hiicrelerin 151k mikroskobu
goriintiileri Sekil 4.2., Sekil 4.3., Sekil 4.4. ve Sekil 4.5’te verilmistir. 0,5, 1 ve 3 pg/ml’de
uygulanan Melittin dozlar1 hiicrenin morfolojisine etki etmezken, 5 pg/ ml tizeri uygulanan
dozlar hiicrelerin morfolojilerinin bozulmasina neden olmustur. 10 ug/ ml ve iizeri dozlarda

uygulanan MEL hiicrenin 6lmesine sebep olmustur.
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200 ym

(2) (b)

(©) (d)

Sekil 4.2. 0,5 ug/ml Melittin’e maruz birakilan U118 hiicre hattinin 1. (2), 3. (b), 24. (c) ve
48. (d) saatlerdeki morfolojik degisiminin 1s1k mikroskobu goriintiileri (Fotograf: Handan
Sevim, Kiibra Nur Giiven)
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200 ym

(©) (d)

Sekil 4.3. 1 pg/ml Melittin’e maruz birakilan U118 hiicre hattinin 1. (2), 3. (b), 24. (c) ve 48.
(d) saatlerdeki morfolojik degisiminin 1s1k mikroskobu goriintiisii (Fotograf: Handan Sevim,
Kiibra Nur Giiven)
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(a) (b)

200 pm

(©) (d)

Sekil 4.4. 3 pg/ml Melittin’e maruz birakilan U118 hiicre hattinin 1. (2), 3. (b), 24. (c) ve 48.
(d) saatlerdeki morfolojik degisiminin 1s1k mikroskobu goriintiileri (Fotograf: Handan
Sevim, Kiibra Nur Giiven)
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(a) (b)

(©) (d)

Sekil 4.5. 5 ug/ml Melittin’e maruz birakilan U118 hiicrenin 1. (2), 3. (b), 24. (c) ve 48. (d)
saatlerdeki morfolojik degisiminin 151k mikroskobu goriintiileri (Fotograf: Handan Sevim,
Kiibra Nur Giiven)
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(@) (b)

200 pm

(c) (d)
Sekil 4.6. 10 pg/ml Melittin’e maruz birakilan U118 hiicre hattinin 1. (2), 3. (b), 24. (c) ve

48. (d) saatlerdeki morfolojik degisiminin 1s1k mikroskobu goriintiileri (Fotograf: Handan
Sevim, Kiibra Nur Giiven)
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U118 hiicre hattina uygulanan 0,5, 1, 3, 5, 10, 15 ve 20 pg/ml konsantrasyonlarda MEL’in
1, 3, 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon sonrasinda MTT sonuglar1 degerlendirilmistir. 570 nm
dalga boyunda olgiilen absorbans degerleri Cizelge 4.1.°de gosterilmistir. U118 kontrol
hiicrelerinin absorbans degerleri diger gruplara gore yiiksek oldugu gortilmiistiir. Uygulanan
Melittin konsantrasyonlar1 arttikga absorbans degerleri diismektedir. En diisiik absorbans
degerleri 10, 15 ve 20 pg/ml dozlarda dl¢iilmiistiir.

Cizelge 4.1. Melittin’in U118 hiicre hattina farkli konsantrasyon ve farkli zamanlarda
verildikten sonra 570 nm dalga boyunda 6l¢iilen absorbans degerleri

MEL konsantrasyon Saatler
degerleri (ug/ml) ve
uygulanan zaman
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 png/ mi 0,090 0,061 0,052 0,090 0,162
3 ng/ ml 0,075 0,062 0,053 0,067 0,057
5 ng/ ml 0,062 0,042 0,038 0,040 0,045
10 pg/ mi 0,039 0,035 0,032 0,034 0,033
15 pg/ mi 0,034 0,033 0,030 0,031 0,031
20 ng/ ml 0,037 0,035 0,033 0,034 0,033

Sitotoksisite ¢alismalarindan elde edilen verilerin karsilastirnllmasinda bar ve error-plot
grafigi kullanilarak degerlendirme yapilmistir. U118 hiicre hatt1 lizerinde Melittin’in farklh
konsantrasyonlarinin saatlere gore inhibisyonunun karsilastirilmas1 bar grafigi ile

gosterilmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. MTT ile sitotoksitite testine ait U118 hiicre hattinin absorbans grafigi

Yapilan 6l¢timler sonucunda uygulama dozuna bagli olarak dlgiilen absorbans degerleri doz
konsantrasyonu arttik¢a kontrol grubuna gére zamana bagli olarak azaldigir ve 10 pg/ml
konsantrasyon sonrasinda uygulanan diger yiliksek dozlarin zamana bagli olmaksizin benzer

oranlarda diistiigli gortilmustiir.

U118 hiicre hatt1 tizerinde MEL’in farkli konsantrasyonlarinin saatlere gére inhibisyonunun

canlilik orani karsilastirilmasi bar grafigi ile gosterilmistir (Sekil 4.8.).
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Sekil 4.8. MTT ile sitotoksitite testine ait U118 hiicre hattinin canlilik oranlari

Yapilan 6l¢iimler sonucunda uygulama dozuna bagli olarak uygulanan saatlere gore canlilik
oranlar1 10 pg/ml ve lizerinde doz konsantrasyonu arttikca kontrol grubuna gére zamandan
bagimsiz sekilde %30 oraninda canliligin yitirildigi gorilmiistiir. Uygulanan 0,5, 1, 3 ve 5
ng/ml konsantrasyonlardaki MEL dozlari hiicre canliligini kontrol grubuna gore orantilt bir

sekilde azalttig1 goriilmiistiir.

U118 hiicre hatt1 lizerinde Melittin’in farkli konsantrasyonlarinin 1, 3, 24, 48 ve 72 saat

sonrasi inhibisyonunun karsilagtirilmasi error-plot grafigi ile degerlendirilmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. U118 hiicrelerine uygulanan farkli konsantrasyondaki dozlarin 1, 3, 24, 48 ve 72
saat sonrasi absorbans degerlerinin karsilastirilmasi
Gruplar arasinda yapilan error-plot grafiginde U118 kontrol hiicrelerinin en yiiksek
absorbans degeri 72 saatte elde edilmistir. Uygulanan dozlara bakildigi zaman 0,5, 1 ve 3
ng/ml konsantrasyondaki dozlarin zamana bagli olarak absorbans degerlerinin diistiigii 5 pg/

ml ve lizeri uygulanan dozlarin zamana bagli olmadan absorbans degerlerini etkiledigi
gorilmistiir (Sekil 4.9.).

Hesaplanan IC50 degerlerini inceledigimizde uygulanan 0,5, 1, 3, 5, 10, 15 ve 20 pg/ml

konsantrasyonda uygulanan MEL dozlarinin 1, 3, 24, 48 ve 72 saatlerde ki degerleri Cizelge
4.2’de gosterilmistir.
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Cizelge 4.2. U118 hiicre hattinin farkli konsantrasyonda uygulanan MEL dozlarinin ICso
degerleri

Dozlar Zaman (Saat)
1 3 24 48 72
0,5-20 pg/ml arasi uygulanan
tiim dozlar 3,068 3,726 0,376 2,897 2,788

U118 hiicre hatlarinin farkli konsantrasyonlarda 1, 3, 24, 48 ve 72 saat siireyle inkiibasyona
birakilmigtir. Caligmada Bir grup kontrol grubu olarak ayrilmistir. Kontrol grubu ile farkli
konsantrasyon degerleri Bonferroni testi kullanilarak karsilastirilmasi yapilmistir (Cizelge

4.3). Kontrole gore biitiin dozlar anlamli bulunmustur. (p < 0,05)

Cizelge 4.3. U118 hiicre hattinda Melittin’ in kontrol grubunun farkli konsantrasyonlarda
degerlendirilmesi (Bonferroni, p < 0,05)

Konsantrasyon Ortalamalar Arasi1 Fark SEM
(ng/ml)
0,5 .04504" ,006091
1 .06216" ,006091
3 .09076" ,006091
5 .10784" ,006091
10 .11836" ,006091
15 12172° ,006091
20 .11892" ,006091

* p< 0,01; fark ¢ok anlamlidir.

4.3. Protein Olciimleri
U118 hiicre hattindan elde edilmis protein konsantrasyonlarint hesaplamak igin
spektrofotometre cihazinda 595nm dalga boyunda 6l¢iilen absorbans degerleri 6l¢iilmiistiir

(Cizelge 4.3.). Bradford yontemine gore protein dlgiimleri i¢in, referans proteinlerin dl¢timii
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sonrasi ¢izilmis olan Sekil 4.8.’deki grafikten elde edilmis egim formiilii kullanilmistir. Sekil
4.8’deki grafikten elde edilmis formiilde “y” yerine protein absorbans degeri konularak, “x”
degeri olan protein konsantrasyonu elde edilmistir (Cizelge 4.4). Protein konsantrasyonlari

diliisyon faktorii (5 kat) ile ¢arpilarak 1,58-3,89 pg/ml arasinda hesaplanmistir.

Cizelge 4.4. U118 hiicrelerinin protein konsantrasyon degerleri

Absorbans Protein
MEL konsantrasyonlari Degeri Konsantrasyonu

pg/ml
U118 Kontrol Hucresi 0,37 2,03
3saat 0,555 3,89
0,5 png/mi 24saat 0,545 3,78
48saat 0,325 1,58
3saat 0,531 3,64
1 ug/ml 24saat 0,484 3,17
48saat 0,379 2,12
3saat 0,426 2,59
3 ug/mi 24saat 0,422 2,55
48saat 0,416 2,49

Protein 6l¢iimleri i¢in, referans proteinlerin dl¢limiinden elde edilen standard egri Sekil
4.8’de verilmistir. Grafikten elde edilmis egim formiiliinde R? 0,9985’tir. Egimi hesaplamak
icin Excel tabanli grafikten yararlanmilmistir. Egim ¢izgisi eklendikten sonra grafik {izerinde

y=0,005x esitligi belirlenmistir.
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Sekil 4.10: Standard olarak hazirlanmis proteinlerin Bradford yontemiyle dlgiimlerinden
elde edilen referans grafigi y: absorbans, x: konsantrasyon

Olgiilen proteinlerin miktarlari tayin edilirken; protein miktarlar1 bilinen standart proteinler
ile karsilastinlmistir. Olgiilen absorbans degerleri ile standart proteinlerin absorbans

degerleri grafiklenerek R? degeri 1” yakin bulunmustur.

4.4. Western Blotting

U118 hiicre hattindan elde edilmis, total proteini 25 pg/ml yogunluga sahip hiicre
orneklerinin Western Blotting ile protein diizeyleri analiz edilmistir. U118 hiicrelerine 0,5,
1 ve 3 pg/ml konsantrasyonda uygulanan Melittin dozunun 3, 24 ve 48 saatlik inkiibasyonu
sonucu hiicrelerdeki TGF-B, ADAMTS-5 ve MMP-9 protein seviyelerinin degisim
gorintiiler1 Sekil 4.11., Sekil 4.14 ve Sekil 4.17°de gosterilmistir. Gorilintiilenen bantlarin
yogunluklar1 Li-Cor programi ile hesaplanmistir. U118 6rneklerinin protein yogunluklari
internal kontrol olarak kullanilmis olan GAPDH proteininin yogunluguna gére normalize

edilmistir.
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4.4.1. Melittin’in 0,5, 1 ve 3 png/mi Konsantrasyonlarinda U118 Hiicrelerine 3, 24 ve 48
saat Uygulanmasi sonucu TGF-p Protein Seviyeleri Uzerindeki Etkisi

Li-Cor goriintiileme cihazi protein bant yogunlugu tespit edilen 25 ug yiiklenen hiicre

orneklerinin TGF-f protein goriintiisii Sekil 4.11°de gosterilmistir.

Kontrol 0,5 pg/mi 1 ug/ml 3 ng/mi

» » »
Ll Ll Ll

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

> .- - o . - _ ) 44KDATGF-

_— N

S S — . — ——F 3 KDA GAPDH

Sekil 4.11. ECL soliisyonu ile muamele edilerek goriintiisii elde edilen TGF-$ protein
goruntisu

Protein bant yogunlugu tespit edilen TGF-B proteini incelendiginde farkli konsantrasyonda
uygulanan Melittin dozlart arttikga U118 hiicrelerinin bant yogunlugu kontrol hiicrelerinin

bant yogunluguna gore artmaktadir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.12. TGF-p proteininin farkli doz ve zamandaki kat artiglar1 grafigi

Anti-TGF-B primer antikoru (rabbit poliklonal, ab 92486) 1:1000 seyreltilerek, anti-rabbit
sekonder antikor (Cell signaling 7074) ise 1:3000 seyreltilerek uygulanmistir. U118
hiicrelerinin kontrol grubunun TGF-B protein seviyeleri 0,292 + 0,005 (ort. £ SEM) olarak
hesaplanirken, 0,5, 1 ve 3 pg/ml konsantrasyonda Melittin’in 3 saatlik uygulamasi sonucu
TGF-B protein seviyeleri sirastyla 0,5 pg/ml konsantrasyon i¢in 1,195 + 0,0291 (ort. +
SEM), 1 pg/ml konsantrasyon igin 0,885 & 0,0670 (ort. = SEM), 3 ug/ml konsantrasyon igin
0,820 + 0,059 (ort. £ SEM) olarak hesaplanmistir. 0,5, 1 ve 3 pg/ ml konsantrasyonda
Melittin’in 24 saatlik uygulamasi sonucu TGF-f protein seviyeleri sirasiyla 0,5 pg/ml
konsantrasyon igin 2,256 + 0,0345 (ort. £ SEM), 1 pg/ml konsantrasyon i¢in 0,213 + 0,0129
(ort. £ SEM), 3 ng/ml konsantrasyon i¢in 1,237 + 0,0878 (ort. = SEM) olarak hesaplanmustir.
0,5, 1 ve 3 ng/ml konsantrasyonda Melittin’in 48 saatlik uygulamasi sonucu TGF-f protein
seviyeleri sirastyla 0,5 pg/ml konsantrasyon igin 0,610 £ 0,0435 (ort. £ SEM), 1 pg/ml
konsantrasyon igin 0,430 + 0,0286 (ort. + SEM), 3 pg/ml konsantrasyon i¢in 0,119 + 0,0085
(ort. £ SEM) olarak hesaplanmustir.

U118 hiicre hattina uygulanan Melittin dozlarinin 3 saat uygulamasi sonucunda kontrol

grubuna gore artis goriilmiistiir. Melittin’in 0,5 pg/ml dozunda 24 saatlik uygulanmasi

sonucunda TGF-p protein diizeyinde da belirgin bir artig goriilmiistiir. 24 saat uygulanan 1
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ug/ml konsantrasyonda uygulanan Melittin dozu ve 48 saat uygulanan 3 pg/ml
konsantrasyonda uygulanan Melittin dozunun protein bant yogunlugu U118 kontrol
hiicrelerine gore azalmistir (Sekil 4.12). Uygulanan en yiiksek doz olan 3 pg/ml
konsantrasyonda ve en yliksek saat olan 48 saatte kontrole gore 0,7 kat diisiis goriilmiistiir.
Uygulanan 0,5 pg/ml konsantrasyondaki MEL’in uygulama siiresi arttikga TGF-B protein
diizeyi artmaktadir. Kontrol hiicrelerine gore 0,5 pg/ml konsantrasyonda MEL dozlarinin 24
saatlik uygulamasinda 6,5 kat artis, 48 saatlik uygulamasinda 7,5 kat artis goriilmiistiir (Sekil

4.12). Kat artis ve azalislari istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p > 0,05).

U118 hiicre hattina uygulanan farkli konsantrasyonda Melittin dozunun karsilagtirilmasi
saatlere gore box-plot grafigi ile gosterilmistir. TGF-f protein bant yogunlugu U118 kontrol
hiicresinin ve U118 hiicrelerine uygulanan 0,5, 1 ve 3 ug/ml konsantrasyonlardaki Melittin
dozunun 3, 24 ve 48 saatlik uygulamalari Sekil 4.11°de box-plot grafiginde

karsilastirilmistir.
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Sekil 4.13. TGF-B proteininin U118 kontrol hiicresinin ve uygulanan 0,5, 1 ve 3 pg/ml
konsantrasyondaki Melittin dozunun 3 saatlik (a), 24 saatlik (b), 48 saatlik (c) uygulama
box-plot grafigi
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U118 kontrol hiicreleri ve uygulanan 0,5, 1 ve 3 pg/ml konsantrasyondaki Melittin dozunun
uygulanan 3 saateki TGF-B proteininin bant yogunluguna gore karsilastirildiginda; en
yiksek varyans araligi uygulanan her saatte 0,5 pg/ml konsantrasyondaki Melittin
uygulanan U118 hiicrelerinde, en diisiik varyans araligi kontrol grubunda goriilmiistiir (Sekil
4.13).

4.4.2 Melittin’in 0,5, 1 ve 3 ng/ml Konsantrasyonlarinda 9118 Hiicrelerine 3, 24 ve 48
saat Uygulanmasi sonucu ADAMTS-5 Protein Seviyeleri Uzerindeki Etkisi

Li-Cor goriintiileme cihazi protein bant yogunlugu tespit edilen 25 ug yiiklenen hiicre

orneklerinin ADAMTSS protein goriintiisii Sekil 4.12°de gosterilmistir.

Kontrol 0,5 pg/ml 1 pg/ml 3 ug/ml

[ [ [
> » » »

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

50 kDA ADAMTS-5
L

38 kDA GAPDH

Sekil 4.14. ECL soliisyonu ile muamele edilerek goriintiisii elde edilen ADAMTS-5 protein
goruntisu

Protein bant yogunlugu tespit edilen ADAMTS-5 proteini incelendiginde farkli
konsantrasyonda uygulanan Melittin dozlar1 arttikga U118 hiicrelerinin bant yogunlugu

kontrol hiicrelerinin bant yogunluguna gore azalmaktadir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.15. ADAMTS-5 proteininin farkli doz ve zamandaki kat artiglar1 grafigi

Anti-ADAMTS-5 primer antikoru (rabbit poliklonal, ab 39202) 1:1000 seyreltilerek, anti-
rabbit sekonder antikor (cell signaling 7074) ise 1:3000 seyreltilerek uygulanmistir. U118
hiicrelerinin kontrol grubunun ADAMTS-5 protein seviyeleri 0,873 + 0,0261 (ort. = SEM)
olarak hesaplanirken, 0,5, 1 ve 3 pg/ml konsantrasyonda Melittin’in 3 saatlik uygulamasi
sonucu ADAMTS-5 protein seviyeleri sirasiyla 0,5 pg/ml konsantrasyon i¢in 0,677 + 0,0198
(ort. + SEM), 1 pg/ml konsantrasyon igin 0,623 £ 0,0244 (ort. = SEM), 3 pg/ ml
konsantrasyon i¢in 0,567 £ 0,0193 (ort. + SEM) olarak hesaplanmigtir. 0,5, 1 ve 3 pg/ml
konsantrasyonda Melittin’in 24 saatlik uygulamasi sonucu ADAMTS-5 protein seviyeleri
sirasiyla 0,5 pg/ml konsantrasyon igin 0,340 + 0,0102 (ort. = SEM), 1 ug/ml konsantrasyon
igin 0,486 + 0,0245 (ort. = SEM), 3 pug/ml konsantrasyon i¢in 0,296 + 0,0164 (ort. + SEM)
olarak hesaplanmistir. 0,5, 1 ve 3 pg/ml konsantrasyonda Melittin’in 48 saatlik uygulamasi
sonucu ADAMTS-5 protein seviyeleri sirastyla 0,5 pg/ml konsantrasyon i¢in 0,994 + 0,0358
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(ort. £ SEM), 1 pg/ml konsantrasyon i¢in 0,319 + 0,017 (ort. £ SEM), 3 ng/ml konsantrasyon
icin 0,216 = 0,0172 (ort. £ SEM) olarak hesaplanmistir.

ADAMTS-5 protein bant yogunlugunun kat artis grafigi incelediginde U118 hiicre hattina
uygulanan Melittin dozlarinin farkli saat uygulamalarinda kontrol grubuna gore azalis
goriilmiistiir. 3 saatlik doz uygulamasinda yar1 yartya yogunluk azalmasi tespit edilmistir.
Uygulanan Melittin dozu arttik¢a protein bant yogunlugu 3 saatlik uygulamaya gore gittikce
azalmistir (Sekil 4.15). Uygulanan en diisiik doz 0,5 pg/ml konsantrasyonda ve en diisiik
saat olan 3 saatte kontrole gore 0,65 kat diisiis goriilmistir. Uygulanan 0,5 pg/ml
konsantrasyondaki MEL’in uygulama siiresi arttikca ADAMTS-5 protein diizeyi
artmaktadir; ancak kontrol hiicrelerine gore 24 saatlik uygulamada 0,5 kat diisiis, 48 saatlik
uygulamada 0,2 kat diislis goriilmiistiir (Sekil 4.15.). Kat artis ve azalislar istatistiksel olarak
anlamli bulunmamustir (p>0,05).

U118 hiicre hattina uygulanan farkli konsantrasyonda Melittin dozunun karsilagtirilmasi
saatlere gore box-plot grafigi ile gosterilmistir. ADAMTS-5 protein bant yogunlugu U118
kontrol hiicresinin ve U118 hiicrelerine uygulanan 0,5, 1 ve 3 ug/ml konsantrasyonlardaki
Melittin dozunun 3, 24 ve 48 saatlik uygulamalari Sekil 4.16’da box-plot grafiginde

karsilastirilmistir.

39



sait: 3h saat Uh saat 48 h

1
1009

[a00

14009 | l
=
[0 | T

[0+

yoguniuk
=

T T T T T T
Cotr DS Tl Tughl Caird 15ugh 1ughi Jghl Contl 15ughl 1 ughl Jughi

doz doz doz

(a) (b) (©)

Sekil 4.16. ADAMTS-5 proteininin U118 kontrol hiicresinin ve uygulanan 0,5, 1 ve 3 ug/ml
konsantrasyondaki Melittin dozunun 3 saatlik (a), 24 saatlik (b), 48 saatlik (c) uygulama
box-plot grafigi

U118 kontrol hiicreleri ve uygulanan 0,5, 1 ve 3 ug/ ml konsantrasyondaki Melittin dozunun
uygulanan tiim saatlerdeki ADAMTS-5 proteininin bant yogunluguna gore
karsilastirildiginda en diisiik varyans araligi 24 saat uygulanan 0,5 pg/ml konsantrasyonda
Melittin uygulanan U118 hiicrelerinde ve 48 saat uygulanan 1 ve 3 pg/ml konsantrasyonda
Melittin uygulanan U118 hiicrelerinde goriilmiistiir. U118 kontrol hiicreleri ile farkli dozda
ve farkli saatlerde uygulanan ve farkli dozlarda muamele edilen hiicrelerin bant

yogunluklarinin varyans araligi birbirine yakin oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.16).
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4.4.3. Melittin’in 0,5, 1 ve 3 pg/ml Konsantrasyonlarinda U118 Hiicrelerine 3, 24 ve 48
saat Uygulanmasi Sonucu MMP-9 Protein Seviyeleri Uzerindeki Etkisi

Li-Cor goriintiileme cihazi protein bant yogunlugu tespit edilen 25 ug yiiklenen hiicre

orneklerinin MMP-9 protein goriintiisii Sekil 4.17°de gosterilmistir.

Kontrol 0,5 pg/ml 1 pug/mi 3 ug/ml

Ll » »

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

L
- - ——» | 68 kDA MMP-9

38 kDA GAPDH

Sekil 4.17. MMP-9 proteininin farkli doz ve zamandaki kat artiglar1 grafigi

Protein bant yogunlugu tespit edilen MMP-9 proteini incelendiginde farkli konsantrasyonda
u MEL dozlan arttikga U118 hiicrelerinin bant yogunlugu kontrol hiicrelerinin bant
yogunluguna gore artmaktadir, ancak 3 pg/ml konsantrasyonda MEL’in 24 ve 48 saat

uygulanmasi sonucu bant goriilmemistir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.18. MMP-9 proteininin farkli doz ve zamandaki kat artiglar1 grafigi

Anti-MMP-9 primer antikoru (rabbit poliklonal, ab 38898) 1:1000 seyreltilerek, anti-rabbit
sekonder antikor (cell signaling 7074) ise 1:3000 seyreltilerek uygulanmigtir. U118
hiicrelerinin kontrol grubunun MMP-9 protein seviyeleri 0,238 + 0,07 (ort. = SEM) olarak
hesaplanirken, 0,5, 1 ve 3 ug/ml konsantrasyonda Melittin’in 3 saatlik uygulamasi sonucu
MMP-9 protein seviyeleri sirasiyla 0,5 pg/ml konsantrasyon igin 0,532 + 0,0317 (ort. £+
SEM), 1 pg/ml konsantrasyon igin 0,277 + 0,0139 (ort. + SEM), 3 pg/ml konsantrasyon igin
0,179 + 0,0115 (ort. £ SEM) olarak hesaplanmistir. 0,5, 1 ve 3 pg/ml konsantrasyonda
Melittin’in 24 saatlik uygulamasi sonucu MMP-9 protein seviyeleri sirasiyla 0,5 pg/ml
konsantrasyon i¢in 0,357 + 0,0188 (ort. + SEM), 1 pg/ml konsantrasyon igin 0,245 + 0,0116
(ort. £ SEM), 3 ug/ml konsantrasyon igin 0,005 + 0,003 (ort. + SEM) olarak hesaplanmustir.
. 0,5, 1 ve 3 pg/ml konsantrasyonda Melittin’in 48 saatlik uygulamasi sonucu MMP-9
protein seviyeleri sirasiyla 0,5 pg/ml konsantrasyon i¢in 0,325 + 0,0214 (ort. + SEM), 1
ug/ml konsantrasyon igin 0,203 + 0,09 (ort. £ SEM) hesaplanmustir. 3 pg/ml konsantrasyon
icin protein bandi olmadigi i¢in ortalama degeri ve stadandart hata ortalamasi

hesaplanmamustir.
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MMP-9 protein bant yogunlugunun kat artig grafigi incelediginde U118 hiicre hattina
uygulanan Melittin dozlarinin 3 saat uygulamasinda kontrol grubuna gore arttig
gorilmistiir. Doz ve uygulanan dozun siiresi arttikca bant yogunlugunun azaldigi tespit
edilmistir ve 48 saat 3 pg/ml Melittin uygulanan hiicrelerden bant goriintiisii alinamamustir.
Uygulanan en diisiik doz 0,5 pg/ml konsantrasyonda ve en yiiksek saat olan 48 saatte
kontrole gore 0,7 kat artig gorilmiistiir. Uygulanan 3 pg/ml konsantrasyondaki MEL’in 24
saatlik uygulamasinda MMP-9 protein diizeyi kontrol hiicrelerine gore 0,8 kat diisiis
gorilmistiir (Sekil 4.18). Kat artis ve azalislari istatistiksel olarak anlamli bulunmamastir (p
> 0,05).

U118 hiicre hattina uygulanan farkli konsantrasyonda Melittin dozunun karsilagtirilmasi
saatlere gore box-plot grafigi ile gosterilmistir. MMP-9 protein bant yogunlugu U118
kontrol hiicresinin ve U118 hiicrelerine uygulanan 0,5, 1 ve 3 ug/ml konsantrasyonlardaki
Melittin dozunun 3, 24 ve 48 saatlik uygulamalar1 Sekil 4.16’da box plot grafiginde

karsilastirilmistir.
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Sekil 4.19. MMP-9 proteininin U118 kontrol hiicresinin ve uygulanan 0,5, 1 ve 3 pg/ml
konsantrasyondaki Melittin dozunun 3 saatlik (a), 24 saatlik (b), 48 saatlik (c) uygulama
box-plot grafigi

U118 kontrol hiicreleri ve uygulanan 0,5, 1 ve 3 pg/ml konsantrasyondaki Melittin dozunun

farkli zaman ve farkli dozlardaki uygulamast MMP-9 proteininin bant yogunluguna gore
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karsilastirildiginda bant goriilmedigi i¢in 3 pg/ml konsantrasyonda Melittin uygulanan U118
hiicrelerinin varyans aralig1 hesaplanmamistir. Bant elde edilen 6rnekler karsilagtirildiginda
en disiik varyans araligi 24 saat 3 ug/ml konsantrasyonda Melittin uygulanan U118
hiicrelerinde, en yiiksek varyans araligi farkli saatlerde 0,5 pg/ml konsantrasyonda
uygulanan 6rneklerde goriilmistiir (Sekil 4.19).
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5. TARTISMA VE SONUC

Hayvanlar, bitkiler ve mikroorganizmalar tarafindan iiretilen bircok madde, kanser gibi
hastaliklar tedavi etmek icin yeni ilaclarin gelistirilmesinde kullanilmaktadir. Insan hiicre
fizyolojisine miidahale edebilen farmakolojik olarak aktif maddeleri iireten hayvanlar
arasinda akrep, yilan ve arilar gibi hayvanlar bulunur. Bu hayvanlarin zehirlerinde bulunan
aktif maddeler, anti-tiiméor ajani olarak biiyiik bir potansiyel sunmaktadir. Zehirde bulunan
aktif maddeler olan bazi peptitlerin anti kanser terapisinde kullanilmasi alternatif bir yontem
olarak diistiniilmektedir. Biyotoksinler arasinda en yaygin olarak incelenen ar1 zehridir. Art
zehrinin kuru agirligmin %40-60’1n1 olusturan Melittin; hiicre membranindaki metabolik
yolaklarda sentez bozuklugu ve enzim hasart meydana getirirken anti-mikrobiyal aktivite ve
pro-inflamatuar etki gosterir [63,64]. Ayrica, kanser hiicresi zarlarina spesifik olarak
baglanabilir ve bu hiicrelerin migrasyonunu ve ¢ogalmasini etkiler [65]. Losemi, bobrek,
akciger, karaciger, prostat, mesane ve meme kanseri hiicreleri de dahil olmak {izere bir¢ok
kanser hiicresi melittin tarafindan etkilenebilir [66]. MEL’in anti-timor etkisi birgok
calismada goriilmiis, bu tez ¢calismasinda da U118 kanser hiicresindeki (Sekil 4.1.) etkinligi

incelenmistir.

Bu calismada; MEL’in U118 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisine ve invazyonda etkili
olan MMP-9 ve ADAMTS-5 proteazlar1 ve TGF-B sitokininin protein diizeylerine
bakilmistir. U118 hiicre hattindaki hiicrelerin morfolojik yapilart ve MEL’in U118 hiicreleri
tizerindeki mitokondriyal aktivitesinin etkisi MTT ile belirlenmistir. Hiicrelerin 1, 3, 24, 48
ve 72 saat stireyle MEL ile 0,5, 1, 3, 5, 10, 15, 20 ug/ml konsantrasyonlarinda inkiibasyona
birakilmas: sonucunda; 0,5, 1 ve 3 pg/ml konsantrasyonlarinda uygulanan saatlerde
hiicrelerin morfolojik yapisinda degisiklik olmadigr goriilmiistiir (Sekil 4.2, 4.3, 4.4).
MEL’in 5 pg/ml dozda morfolojik yapida bozulma meydana getirdigi (Sekil 4.5), 10 ug/ml
ve lizeri uygulanan dozlarda ise hiicrelerin morfolojilerini tamamen yitirdigi goriilmiistiir
(Sekil 4.6). Park ve ark.’1 [67] Caki-1 hiicrelerine 1, 2, 3 ve 4 pug/ml konsantrasyonlarinda
MEL dozunu 24 saat uygulayarak MTT ile sitotoksisite testi uygulamis ve yapilan ¢aligma
sonucunda; MEL’ in 1 ve 2 pg/ml’de uygulanan dozlarda hiicre canlilifinin %10 oraninda
yitirildigi, 3 ve 4 pg/ml dozlarda hiicre canliliginin %30’a yakin vyitirildigini tespit
etmislerdir. Yaptigimiz calismada MTT ile sitotoksisite testinde canli hiicre yogunluklar
570 nm’de absorbans degerleri hesaplanmistir. Uygulanan MEL konsantrasyonu arttik¢a

hiicre canliliginin azaldig1 goériilmiistiir. Absorbans degerleri en diisik 10, 15, 20 pg/ml
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konsantrasyonlarinda elde edilmistir (Cizelge 4.1.). Diisiikk konsantrasyonlarda uygulama
stiresinin etkili oldugu goriilirken, konsantrasyon arttikga uygulanan zamanin etkili
olmadigi ve ilk uygulama zamanindan itibaren hiicre canliliginin 10 ug/ml’de uygulanan
dozdan itibaren ayn1 oranda azaldig1 goriilmiistiir (Sekil 4.7.). Yaptigimiz ¢alisma Park ve
ark.’nin [67] Caki-1 hiicreleri ile yaptigi calismayla paralellik gostermis ve U118 hiicrelerine
uygulanan farkli konsantrasyonlarindaki MEL dozlarinda 0,5 ve 1 pug/ml’de 3 saatlik
uygulamada %20 oraninda ve 3pg/ml’de 3saatlik uygulamada %30 oraninda hiicre
canliligimin yitirildigi tespit edilmistir (Sekil 4.8). Bu da Melittin’in U118 hiicreleri {izerinde

daha kisa siirede toksik etki gosterdigini diislindiirmiistiir.

TGF-B, hiicre proliferasyonunu, farklilagmasini ve hiicre dis1 matriks iiretimini diizenleyen
cok fonksiyonlu bir sitokindir [68,69]. TGF-p sekresyonun veya sinyalizasyonun
diizenlenmesi, kanser ve fibroz da dahil olmak {izere ¢esitli hastaliklarin patogenezinde rol
oynamaktadir. Normal epitel hiicrelerinin ve astrositlerin ¢ogalmasi ic¢in giiglii bir
inhibitordiir ve bir timor baskilayici faktor olarak diisiiniilmektedir [70] . TGF-B; hiicrelerin
biliylimesine, invazyonuna ve metastazina katkida bulunur, kanser vakalarinin ilerleyen
asamalarinda tiimor hiicreleri tarafindan aktif olarak salinir ve tiimore karsi konakci
bagisiklik yanitlarini azaltir. Yapilan caligmada U118 hiicrelerinde MEL’in etkisine ve TGF-
B’nin MEL ile aktivitesine bakilmistir.

TGF-p, yiiksek dereceli glioma tarafindan {iretilen biiylik bir sitokindir ve tiimdr mikro
ortaminda proteazlarin diizenlenmesinde etkilidir. Lindholm ve ark. [71] TGF-B’nin
fizyolojik kosullar altinda beyinde ¢ok diisiik bir seviyede eksprese edildigini ancak
ekspresyonun yaralanmadan sonra arttigini tespit etmislerdir. Yapilan ¢alismada TGF-j
proteazinin protein diizeyi Western Blotting ile incelenmistir. Calismamizda MEL
verilmemis U118 kontrol grubunda TGF-B diizeyi diisiikk goriilitken MEL’in diisiik doz
olarak hiicreye verilmesiyle TGF-B’nin aktif hale geldigi goriilmistiir. MEL’in toksik
etkisiyle TGF-B‘nin aktivasyonu artmistir. Ancak uygulama zamani arttikgca ve MEL’in
U118 hiicresi lizerindeki toksik etkisi de artarak; TGF-f’nin baskilandigi gorilmiistiir (Sekil
4.11). Yaptigimiz ¢alismada TGF-B’nin en fazla 48 saat sonunda ve 3 pg/ml MEL
konsantrasyonunda baskilandigir goriilmiistiir. Uygulanan en yiiksek doz olan 3 pg/ml
konsantrasyonda ve en yliksek saat olan 48 saatte kontrole gore 0,7 kat diisiis goriilmiistiir.
Uygulanan 0,5 pg/ml konsantrasyondaki MEL’in uygulama siiresi arttikga TGF-B protein

diizeyi artmaktadir. Kontrol hiicrelerine gore 0,5 pg/ml konsantrasyonda MEL dozlarinin 24
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saatlik uygulamasinda 6,5 kat artis, 48 saatlik uygulamasinda 7,5 kat artis goriilmiis (Sekil
4.12); ancak artis ve azalislar, istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05). Sadece 3

ornekle yapilan Western Blotting deneyi sonucunda bdyle bir yorum yapilmaktadir.

TGF-B protein bant yogunluklarinin varyans analizleri hesaplanmustir. 3, 24 ve 48 saatlik
uygulamalar sonuncunda MEL uygulanan hiicrelerin bant yogunluklarinin varyans araligi
en genis aralikta 0,5 pg/ml konsantrasyonda goriilmiis (Sekil 4.13). MEL’in hiicrelere

uygulanan dozunun artmasi ile hiicrelerinin canliligini yitirdigi tespit edimistir.

MMP’ler, ¢inko bagimli enzimler olan endopeptidazlar1 indirgeyen bir protein ailesidir. Bu
ailenin 28 iiyesi tanimlanmistir. Bunlar arasinda kollajenazlar, jelatinazlar, stromelisinler,
matrilysinler ve membran tipi MMP'ler bulunur [72,73]. MMP-9 ana bir ECM degradasyon
proteazidir ve kanser hiicrelerinin migrasyonunda 6nemli bir rol oynamaktadir. MMP-9;
ECM degredasyonu i¢in exprese olduktan sonra tiimor hiicrelerinin progresyonu Ve
invazyonu kolaylasir. Literatiirde Lein ve ark.’min [74] yaptig1 ¢calismada; MMP-9'un asir
ekspresyonunun renal karsinom hiicrelerinin progresyonu ve invazyonuyla iligkili oldugu
gosterilmistir. Benelli ve ark.’nin [75] yaptigi ¢alismada ise; MMP-9 inhibitérlerinin, yeni
damar gelisiminde esas olan endotel hiicre aktivitelerini bloke ettigini ve motiliteye ve
invazyona yol actigin1 gostermislerdir. Literatiirdeki 6nemli ¢caligmalardan olan ve MEL’in
ECM degredasyonunu 6nleyerek kanserli hiicrede anti-metastaz ve invazyon ajani oldugunu
ortaya koyan ilk ¢alisma Park ve ark.’nin [67] yapmis oldugu caligmadir ve MEL’in Caki-1
bobrek kanseri hiicrelerinde MMP-9 ekspresyonu ve kanser hiicresi invazyonu {izerine olan
etkilerini incelemislerdir. Caki-1 hiicreleri ar1 zehiri, melittin ve apamin ile muamele edilmis
ve sonug¢ olarak ar1 zehri ve melittin ile uyarilan Caki-1 hiicrelerinin invazyonun ve
migrasyonunu ve bu hiicreler tarafindan salinan MMP-9’un enzimatik aktivitesini inhibe
ettigini belirlemislerdir. Ayn1 zamanda MEL'in tiimor invazyonunun bastirilmasinin renal
karsinoma Caki-1 hiicrelerinde AP-1 ve NF-kB'nin inaktivasyonuna atfedilen MMP-9
ekspresyonuna bagimli oldugunu bulmuslardir [67]. Yapilan bagka bir ¢alismada Hagemann
ve ark. [76] farkli GBM hiicrelerinde MMP proteazlarinin protein diizeyinde ifadelerini
kiyaslamistir. MMP-9’un GBM hiicrelerinde ifadesinin arttigint ve TNF-a ile TGF-B’nin
MMP-9 ifadesini up regiile ettigini gdstermislerdir ve hiicre yogunlugu arttikca MMP-9’un
ifadesinin arttigini tespit etmislerdir [76]. Yaptigimiz ¢alismada yogunluk arttikga MMP-
9’un ifadesinin arttigi; ancak MEL’in uygulama siiresinin ve dozunun arttikca MMP-9

protein seviyesinin azaldigi goriilmiistiir. 48 saat 3 pg/ml Melittin uygulanan hiicrelerden
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bant gorlintlisii alimamamustir. (Sekil 4.17). Uygulanan en diisik doz 0,5 pg/ml
konsantrasyonda ve en yiiksek saat olan 48 saatte kontrole gore 0,7 kat artis goriilmiistiir.
Uygulanan 3 pg/ml konsantrasyondaki MEL’in 24 saatlik uygulamasinda MMP-9 protein
diizeyi kontrol hiicrelerine gore 0,8 kat diisiis goriilmiistiir. (Sekil 4.18). Artis ve azalislar,
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p > 0,05). Bant elde edilen O&rnekler
karsilastirildiginda en diisik varyans araligi 24 saat 3 pg/ml konsantrasyonda Melittin
uygulanan U118 hiicrelerinde, en yiiksek varyans araligi farkli saatlerde 0,5 pg/ml
konsantrasyonda uygulanan orneklerde goriilmistiir (Sekil 4.19). MEL’in toksik etkisi,
uygulanan saat ve doz arttik¢a etkili olmustur ve bu sonuca gére MEL’in MMP-9’un
salgilanmasini inhibe ettigi disiiniilmiigtir. MMP-9’un salgilanmasinda MEL’in etkili

oldugu doz 3 pg/ml ve zaman 48 saat olarak gortilmiistiir.

Literatiirde Behzadian ve ark.’1 [77] retina endotel hiicrelerinde ve Miiller glial hiicrelerinde
TGF-B ve MMP-9 protein iliskisini arastirmislardir. Endotel hiicrelerinin; biiytime faktorleri
ve sitokinlerin salinmasi yoluyla enzim ekspresyonunun diizenlenmesinde veya dogrudan
hiicre-hiicre etkilesiminde énemli bir rolii oldugunu belirtmislerdir. Miiller hiicreleri ya da
astrositler ile birlikte kiiltiirlenen endotel hiicrelerinin MMP-9'u eksprese ettigi icin, hiicre-
hiicre iletisiminin TGF-B'yi aktive ettigini gézlemlemislerdir. Glial hiicre iliskisi, TGF-3
aktivasyonunu ve MMP-9 olusumunu uyararak endotel hiicrelerinin permeabilitesini
arttirdigini, hem glial hem de endotel hiicreleri latent TGF-f'y1 serbest birakarak TGF-p'yi
etkinlestirdigini; bunun sonucu olarak MMP-9 ekspresyonunu indiikledigini tespit
etmislerdir [77].

MMP-9 sitokinler, biiyiime faktorleri veya forbol esterler tarafindan uyarildig: bilinmektedir
[78,79]. Yapilan ¢alismada, Behzadian ve ark.’nin [77] yaptig1 caligmaya paralel olarak
TGF-B ve MMP-9 proteinleri arasinda etkilesim oldugu ve bu etkilesim sonucu TGF-f’nin
MMP-9 saliniminda gorevli oldugunu diislindiirmektedir. MEL ile hiicreler muamele
edilmeden 6nce kontrol hiicrelerinde TGF-p ve MMP-9 protein seviyelerinin az oldugu;
ancak hiicreler MEL ile 0,5 ve 3 ug/ml ve 3 saat muamele edildikten sonra TGF-B’nin
artmasiyla MMP-9’un da arttigi goriilmiistiir. Her iki protein seviyesinin de 3pg/ml
konsantrasyonda 48 saat sonunda MEL uygulanmasiyla diistiigii goriilmiistiir (Sekil 4.11.,
Sekil 4.17.). Bu sonuca gore yapilan ¢alisma diger caligmalarla paralellik gostererek, TGF-
B ve MMP-9 proteinleri arasinda etkilesim oldugu ve bu etkilesim sonucu TGF-’nin MMP-

9 saliniminda gorevli oldugu diistiniilmiistiir.
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21. kromozom uzun kolunda yer alan (21g21.3) ADAMTS-5 genine ADAMTSI11 adi da
verilmektedir. Gen, 8 ekzondan olugmaktadir ve 830 aa’lik bir protein kodlamaktadir. ECM
yikimindan sorumlu 6nemli bir proteaz olan ADAMTS-5’in; osteoartrit ve inflamatuar
olaylarinda 6nemli rolii oldugu diistiniilmektedir [80]. Ayrica GBM’de invazyon; hiicre dis1
matriksi sindiren proteazlarin artan ekspresyonuna dayanir. Bu davranislar, hiicre disi
matriksin belirli bilesenleri (ECM) ile tiimdr hiicresi etkilesiminin bir sonucu olarak beyin
ECM bilesenleri arasinda Glikozaminoglikan hiyaliironik asit (HA) hiicre proliferasyonunda
merkezi bir rol oynar. Bu mekanizmada etkili olan brevikan; HA baglayic1 proteindir
[81,82,83]. Brevikan ifadesi ozellikle glial hiicre ¢ogalmasi ve migrasyon donemlerinde,
merkezi sinir sisteminde gelisimsel olarak diizenlenir. Buna gore, brevikan, cerrahi
glioblastomalarin biiyiik cogunlugunda ve ekspresyon seviyeleri proteolitik olarak upregiile
olur [84]. Glioblastomalarda upregiile edilmis 6nemli bir hiicre dis1 proteoglikan olan
brevikan, bazi proteazlar tarafindan bozunabilir. Literatiirde Nakada ve ark.’nin [85] yapmis
oldugu bir ¢alismada GBM ile normal beyin dokusu kiyaslanmis ve bu ¢alismada ilk kez
ADAMTS 5’in asir1 eksprese oldugu gosterilmistir. Nakada ve ark.’nin [85] ¢alismalarinda
ADAMTS-5’1n, iglevsel olarak brevikanin par¢alanmasi yoluyla glioma invazyonunda rol
oynadigin1 gormislerdir. Held-Feint ve ark.’nin [86] yaptig1 ¢alismada da ADAMTS-5"in
GBM’de sekresyonunun arttigini tespit etmislerdir.

Yapilan c¢alismada; farkli doz ve farkli zamanda MEL ile muamele sonucu U118
hiicrelerinin protein seviyelerinin kontrol grubu hiicrelerine gore daha diisiik oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.14). Uygulanan en diisiik doz ve en diisiik saatte kontrole gore 0,65
kat diisiis gortlmistiir. Uygulanan 0,5 ug/ml konsantrasyondaki MEL’in uygulama siiresi
arttikca ADAMTS-5 protein diizeyi artmaktadir; ancak kontrol hiicrelerine gére 24 saatlik
uygulamada 0,5 kat diisiis, 48 saatlik uygulamada 0,2 kat diistis gortilmiistiir (Sekil 4.15.).
Artig ve azalislar, istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p > 0,05). 3, 24 ve 48 saatlik,
1 ve 3 ug/ ml konsantrasyonlarda MEL uygulanan hiicrelerde ADAMTS-5 protein diizeyinin
kontrol hiicrelerine ve 0,5 ug/ ml konsantrasyonda MEL uygulanan hiicrelere gore diistiigii
goriilmiistiir. 48 saat 3 pug/ml konsantrasyonda MEL uygulanan hiicrelerde ADAMTS-5

protein diizeyinin en diisiik oldugu gorilmiistiir (Sekil 4.15).

U118 kontrol hiicreleri ve uygulanan 0,5, 1 ve 3 ug/ ml konsantrasyondaki Melittin dozunun
uygulanan tiim saatlerdeki ADAMTS-5 proteininin bant yogunluguna gore

karsilagtirildiginda en diisiik varyans aralig1 24 saat uygulanan 0,5 konsantrasyonda Melittin
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uygulanan U118 hiicrelerinde ve 48 saat uygulanan 1 ve 3 pg/ml konsantrasyonda Melittin
uygulanan U118 hiicrelerinde goriilmiistiir. U118 kontrol hiicreleri ile farkli dozda ve farkli
saatlerde uygulanan ve farkli dozlarda muamele edilen hiicrelerin bant yogunluklarinin
varyans aralig1 birbirine yakin oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.16). Yapilan ¢alisma Nakada ve
ark. [85] ile Held-Feint ve ark.’nin [86] calismalartyla paralellik gostermis; ADAMTS-5
protein diizeyi kontrol hiicrelerinde yliksek goriilmiis ve MEL’in hiicrelere verilmesiyle

ADAMTS-5 protein seviyesinin diistiigii goriilmiistiir.

GBM hiicreleri iizerinde MEL’in toksik etkisi {izerine bir c¢alisma daha Once
yapilmadigindan dolayi; bu calisma ile farkli kanserli hiicrelerle yapilmis g¢aligmalar
karsilastirtlmistir. MEL’in kanserli hiicre invazyonunda etkili olan MMP-9 ve ADAMTS-5
proteazlar1 ve TGF-f sitokininin protein seviyelerini diisiirmesi nedeniyle GBM hiicrelerinin
tedavisinde alternatif bir yol olabilecegi diistiniilmiistiir. MEL toksik 6zelliginden dolayi ilag
endustrisinde tek basina yiiksek dozda uygulanamayacagindan; MEL’in kanserli hiicreler
tizerinde kontrolli salinimini gosterebilecegi bagka yapilarla birlikte uygulanabilirligi

arastirilmalidir. Bu yonleriyle ¢alismamiz bilime katki saglamaktadir.
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