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Yiiksek Lisans Tezi

OZET

ARI ZEHRININ METASTATIK MEME KANSERINDE METASTAZ
BASKILAYICI AJAN OLABILME POTANSIiYALININ DEGERLENDIRILMESI

Nur Sena SIVRI

Karadeniz Teknik Universitesi
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Danisman: Dog. Dr. Selcen CELIK UZUNER

2024, 59 Sayfa

Ar1 zehri, birgok hastaligin tedavisinde kullanilma kapasitesi olan dogal bir bilesiktir.
Ornegin, kanser tedavilerinde kullanilabilecek sitotoksik 6zelligi oldugu bilinmektedir.
Ancak kanserin tedavi siirecinde sadece sitotoksisitenin hedeflenmesi yetersiz kalmaktadir.
Art zehrinin farkli kanserlerde metastazi engelleme kapasite iizerine bilgi olmakla birlikte
meme kanseri hiicrelerinde ar1 zehrinin ve ar1 zehri bileseni olan melittin peptitinin metastaz
baskilayic1 fonksiyonu olan BRMSI, KAII/CDS82, DRGI genlerinin ifadesi {izerine etkisi
acisindan bir bulgu yoktur.

Bu tezde, MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda ar1 zehri, melittin ve sisplatin
muamelelerinden sonra {i¢ anti-metastatik genin (BRMS1, KAIl/CDS82 ve DRGI) ve bu
hiicrede spesifik marker olan iki pro-metastatik genin (EGFR ve WNT7B) ekspresyon
seviyelerinin tespit edilmesi amaglanmistir. Kontrol olarak normal meme dokusundan elde
edilen MCF10A hiicreleri kullanilmistir. Her {i¢ ajan i¢in ilk dnce yara iyilestirme deneyi
yapilarak, her bir ajandan sonra MDA-MB-231 hiicrelerinde agilan yaranin kapanmadigi en
anlaml sartlar istatistiksel analizler ile belirlenmistir. Bu tez ¢alismasi Karadeniz Teknik

Universitesi arastirma projesi tarafindan (Proje kodu: FBA-2021-9803) desteklenmistir.

Anahtar Kelimeler: ar1 zehri, melittin, kanser, metastaz
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Master Thesis

SUMMARY

EVALUATION OF THE POTENTIAL OF BEE VENOM AS A METASTASIS
SUPPRESSOR AGENT IN METASTATIC BREAST CANCER

Nur Sena SIVRI

Karadeniz Technical University
Department of Molecular Biology and Genetics
Advisor: Assoc. Dr. Selcen CELIK UZUNER
2024, 59 Pages

Bee venom is a natural compound that has the capacity to be used in the treatment of
many diseases. For example, it is known to have cytotoxic properties that can be used in
cancer treatments. However, targeting only cytotoxicity in the cancer treatment process is
insufficient. Although there is information on the capacity of bee venom to prevent
metastasis in different cancers, there is no evidence regarding the effect of bee venom and
melittin peptide, a component of bee venom, on the expression of BRMSI, KAII/CDS§2,
DRG1 genes, which have metastasis suppressor functions, in breast cancer cells.

In this thesis, we investigated the expression of three anti-metastatic genes (BRMS],
KAII/CD82 and DRGI) and two pro-metastatic genes (EGFR and WNT7B), which are
specific markers in this cell, after bee venom, melittin and cisplatin treatments in the MDA-
MB-231 breast cancer cell line. It was aimed to determine the expression levels. MCF10A
cells obtained from normal breast tissue were used as a control. First, a wound healing
experiment was performed for all three agents, and the most significant conditions in which
the wound opened in MDA-MB-231 cells did not close after each agent were determined by
statistical analysis. This thesis study was supported by the Karadeniz Technical University

research project (Project code: FBA-2021-9803).

Key Words: bee venom, melittin, cancer, metastasis
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1. GENEL BIiLGILER

Ar1 zehri disi bal aris1 olan Apis mellifera’nin karin boslugundan salgilanan bez tarafindan
iretilir. Renksiz ve aci1 bir sivi olan ar1 zehri igerisinde diger hayvan zehir igeriklerine benzer
sekilde protein, peptit ve enzim yapilarindan olusur, ancak bilesimi ¢ok daha karmasiktir. %80
su iceren ar1 zehri igerisinde; melittin ve izoformlari, apamin, MCD (Mast Hiicrelerini
parcalayan peptid), sekapin, adolapin, PLA2 ve hiyolarinaz enzimleri bulunmaktadir. Tiim
kompozitler icerisinde ar1 zehrinde digerlerinden daha bol miktarda melittin ve fosfolipaz A2
(PLA2) bulunmaktadir.

Melittin kuru agirhigin yaklasik %60’1n1 olusturan 6nemli klinik ve terapdtik aktivitelere
sahip bir peptittir. Terapotik etkilerinin yani sira ar1 zehrinin en toksik bilesigidir. Melittin
amfipatik oldugu i¢in suda ¢oziinebilir durumdadir. Hidrofilik olan karboksil ucu litik etkiden
sorumluyken hidrofobik amino terminali litik aktivite gostermez. Litik aktivitesi sayesinde
fosfolipit gibi tabakalarda zar yiizeyine monomer olarak baglanarak konsantrasyonuna bagh
kalic1 veya gecici gozenekler olusturabilir (Lee vb., 2013).

Melittinden sonra ar1 zehrinin yaklasik %12’sini olusturan PLA2 enzimi biyolojik
aktiviteleri daha fazla olan ikinci bilesiktir. Bununla beraber bu enzim, alerjik hastalarin %57-
97'sinde en ¢ok alerjik hassasiyet olusturan igeriktir. Ar1 zehri igerisinde daha az varliga sahip
olup yine de 6nemli biyolojik aktiviteler gdsteren bilesenlerden 18 aa uzunlugunda noérotoksik
bir bilesik olan apamin, Ca'? ile aktive olan potasyum kanallarin1 bloke etme kapasitesine
sahiptir. MCD, 22 aa iceren giiclii anti-inflamatuar aktiviteye sahipken serapin anti-fibrinolitik,
anti-elastolitik (elastik doku parcalanmasini engelleyen) ve anti-mikrobiyal 6zellik
gostermektedir. Hyalorinaz enzimi ise diger tlim ar1 zehri faktdrlerinin hiicreye niifuz etmesine
yardimci olan faktor olarak islev gostermektedir. (Carpena vb., 2020).

Apiterapi, bir ¢ok hastaliin tedavisinde bal arisi iiriinlerinin en ¢ok ar1 zehrinin kullanimina
dayanan alternatif bir terapidir (Khalil vb., 2021). Bal aris1 Apis mellifera’dan izole edilen ar1
zehri agrili bir tedavi yontemi olarak antik ¢aglarda kullanilmaya baslanmistir. MO 500. Yillara

dayanan Cince kaynakli kitaplarda ar1 sokmasinin tedavi etkilerine yer verildigi goriilmektedir.



Antik Yunan doktoru olarak bilinen Hipokrat ar1 zehrini terapdtik amaglar i¢in kullanmis ve
tyilestirici 6zelligini tam belirleyemedigi i¢in gizemli anlamina gelen ‘Arcanum’ olarak
tanimlamistir. Ar1 zehrinin modern apiterapide kullanimi Avusturyali Doktor Philip Terc’in
1888’de yayimladig1 ‘Ar1 sokmalari ve Romatizma Arasinda Baglanti Raporu’ sonuglari ile
baslamistir. Avrupa’da ilk ticari ar1 zehri preparat1 1928°de piyasaya siiriilmiistiir (Bogdanov,

2016).

1.1. Ari Zehri ve Melittin

Glinlimiizde c¢ogu hastalik tedavisinde kullanilan farmasétik ilaglarin  hastalig
tyilestirmenin yani sira olumsuz birgok etkisi olugsmaktadir. Bu etkiler arasinda ilaglarin yan
etkileri ve ilag direnci en basta sayilabilir. Ayrica ilag olarak kullanilan sentetik kimyasal
maddeler in vivo caligmalarda sistemik olarak farkli etkiler yapabileceginden in vitro
calismalarla benzer sonuclar vermeyebilir. Sentetik bilesiklere alternatif olarak dogal olarak
bulunan maddelerin kullanimi giindeme gelmektedir. Alternatif veya tamamlayici tip; sagligin
korunmasinda inang, teori, kiiltiir, deneyim ve beceriye dayali yontemlerin kullanildigr dogal
bir tedavi tiiriidiir. Akupunktur, homeopati, ozon tedavisi, oksijen tedavisi, mezoterapi gibi
birgok alternatif tip tedavilerinin yani sira sagligin korunmasi ve iyilestirilmesinde apiterapide
kullanilmaktadir.

Apiterapi, hastaliklarin 6nlenmesi veya var olan hastaliklarin tedavisi amaciyla ari
tirtinlerinin kullanimin1 kapsayan genis bir terimdir. Bal, propolis, ar1 siitii ve ar1 zehri gibi
bircok ar1 bileseni apiterapide kullanilmaktadir (Weis vb., 2022). Ar1 zehri MO’den bugiine
dogu geleneklerinde hastalik tedavisinde kullanilmaktadir. Bal aris1 Apis mellifera tarafindan
iiretilen ar1 zehri oda sicakliginda kuruyan, suda ¢oziinebilirken alkolde ¢oziinemeyen seffaf,
kokusuz bir sividir. G6z veya mukoza ile temas halinde tahrise neden olan bazik yapidadir.
Zengin protein, enzim ve peptit i¢erigine sahiptir (Ali, 2012). Ar1 zehri igerisinde %80 oraninda
su olmasinin yan1 sira melittin, apamin, adolapin, mast hiicrele degraniilasyonu peptidi (MAD),
fosfolipazlar, hiyaliironidaz ve bir¢ok aktif amin formlar1 bulunmaktadir. Ar1 zehri igerisinde
bulunan bilesiklerden apamin noérotoksindir ve anti-inflamatuar ve analjezik o6zellik

sergilemektedir, kanser hiicrelerine karsi sitotoksik etkisi bulunur. Adolpin, analjezik etki



gostermektedir ve PLA2 aktivitesinin inhibisyonundan sorumludur (Shkenderov ve Koburova,
1982). MCD peptiti anti-inflamatuardir ve lokal bagisiklik sisteminin olusturulmasinda
kullanilan histamin norotransmitterinin salininminda destekleyicidir vb., 2003). Fosfolipazlar
hiicre zarlarin1 parcalayan enzimlerdir olup hiicre pihtilagmasini engellerler ve kan basincini
diistirtirler. Ar1 zehri i¢indeki bilesenlerin aktiviteleriyle birlikte ele alindiginda basta romatoid
artrit, norodejeneratif hastaliklar, kardiyovaskiiler hastaliklar ve bir¢ok kanser tiirliniin
tedavisinde klinik olarak incelenmistir.

Arn zehri igerisinde bol miktarda bulunan melittin, kuru ar1 zehri icerisinde %60 agirliga
sahip, 26 amino asit uzunlugunda, 2846.5 Da molekiiler agirlikta, katyonik, lineer bir a-sarmal
biiyiik bir polipeptittir. Amfipatiktir ve suda ¢oziiniir 6zellige sahiptir. Ar1 sokmasi sonucu
olusan agr1 ve kasinti1 olusumuna sebebiyet veren peptit olarak katkida bulunan gii¢lii bir anti-
inflamatuar ajandir ve ayn1 zamanda viicutta kortizol iiretimini indiiklemektedir. Anti-bakteriyel
ve anti-fungal etkilerinin yan1 sira melittin kanser hiicrelerine kars1 sitotoksik etkisi gosterir ve
PLA2 aktivasyonunu destekler (Chen vb., 2016). Melittinin spesifik olmayan sitotoksik
aktivitesi bulunmaktadir. Melittin de bulunan hidrofobik bdliimiin pozitif yiikii ile anyon lipit
zarlarina ¢ekilir ve hidrofobik etkilesimler yoluyla lipid zarina girer. Lipid zarinda gergeklesen
eklenme ile membran dalgalanmalar1 meydana gelir. Melittinin baz1 fosfolipitleri disar1 cekerek
konumlarin1 degistirmekle birlikte deforme olmus bolgeler olusturur. Sonugta melittin
agregasyonu ile fosfolipit zar lizerinde gozenekler olusmaktadir. Biyolojik zarlara monomer
halde baglanarak gézenek olusumunu indiikleyen melittin, konsantrasyonuna bagli olarak zar
tizerinde kalici veya gecici porlar olusturmaktadir. Nanomolar seviyesindeki kiiclik
konsantrasyonlardaki melittin atomik yapida iyonlarin biyolojik zardan ge¢cmesine izin veren
gecici gozenekler olusturmaktadir. Daha fazla konsantrasyonda melittin, glikoz veya daha
bliylik molekiillerin hiicre zarindan gegisine imkan saglayan stabil gozenekleri meydana
getirmektedir. Normal konsantrasyonun daha {istiinde uygulanan melittin hiicre zarini

pargalayan deterjan gorevi gorebilmektedir (Lee vb., 2013).



1982 yilinda Terwilliger ve ark. melittinin zarda por olusturma aktivitesi hakkinda
“kama ve kenar” etkisini savunmuslardir. Kama seklindeki melittin lipid zinciri ile
etkilesime girdiginde membran yiizeyine paralel uzayabilir ve bdylece lipit membran
yapisini bozarak ¢oziinen maddelerin membran bariyerinden ge¢gmesine izin verir (kama
etkisi). Alternatif olarak melittin monomeri lipid membran1 kenarina siralanabilir ve kenar
etkisi ile transmembran gozenekleri olusturabilir (Terwilliger vb., 1982). Zarda bulunan
diisiik konsantrasyondaki melittin zara paralel uzanarak lipid tabakanin sitoplazmaya doniik
tarafin alanini hiicre kismina doniik alana gore arttirir. Melittin konsantrasyonu arttike¢a iki
yiizey arasindaki alan dengesizligi melittin tarafindan stabilize edilmek i¢in gdézenek
olusumuyla sonuglanir. Giderek artan melittin konsantrasyonuna paralel olarak olusan
gozenek boyutu da artmaktadir. Boylece gozenekler birlesene kadar artar ve zarin
parcalanmasini takiben hiicre par¢alanmasiyla sonuglanir. Bu aktivasyon sayesinde melittin
peptiti anti- inflamatuar, anti-kanser, anti-mikrobiyal, anti-fungal ve hemolitik aktivite gibi
baz1 ilging biyolojik aktiviteleri gerceklestirme kapasitesindedir. Ari zehrinin anti-
inflamatuar etkisi bileseni olan melittine baglanabilir. Melittin’in ayrica akne vulgaris, néro-
iltihaplanma, karaciger iltihabi ve ateroskleroza karsi anti-inflamatuar etkisi bildirilmistir.
Melittin toll benzeri reseptor olan 7LR2, TLR4, dogal immiin sistemi bilesenini kodlayan
insan geni CDI4 gibi sinyal yolaklarini baskilayarak yolaklar1 inhibe eder. Boylece p38,
ERK1 ve ERK2, AKT ve PLCI’in aktivasyonunu azaltir boylece ¢ekirdekte tiretilecek dncii

inflamatuar gen ekspresyonu azaltilmis olur (G. Lee & Bae, 2016).
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Sekil 1. Melittinin anti-inflamatuar etkisi (Lee ve Bae, 2016)

Melittin sadece memeli canlilarda kanserde degil viriis enfeksiyonlariyla miicadelede
de alternatif bir yol olarak degerlendirilmektedir. Yakin zamanda yapilan in vitro ve in vivo
caligsmalara gore melittinin viral zarflar ile arasinda etkilesim olabilecegi ve bu yolla hiicreler
ile etkilesimde olabilecegi 6ne siirtilmiistiir (Memariani vd., 2020). Ayn1 zamanda melittinin
zarfsiz RNA viriislerinde mRNA ekspresyon seviyesini azalttigi ve melittin inokiile edilen

viriislerin %50’sinde sitopatik etki olusturdugu belirlenmistir (Uddin vb., 2016).

1.2. Melittin Anti-Kanser Etkisi

Literatiire bakildiginda melittinin insan yumurtalik kanseri hiicrelerinde, SKOV3 ve
PA-1'de oliim reseptorii ifadelerinin arttirilmasi yoluyla hiicre biiylimesini inhibe edip
etmedigi arastirildiginda 6lim reseptorlerinin  ekspresyonunu ve STAT3 yolunun
aktivatorlerinin inaktivasyonunu artirarak kanser hiicrelerinin bliylimesini inhibe edebilir (Jo
vd, 2012) oldugu sonucuna varilmistir.

Melittinin kanser hiicrelerinin olusmasint engelleme kapasitesi de incelenmistir.
Kanser hiicrelerinin olusumunu engelleyerek metastaz ve anjijogenezi de azaltmaktadir.

Karaciger siniizoidal endotel hiicreleri (LSEC'ler), i¢ organlardaki kanser hiicrelerinin



metastaz1 i¢in ortak bir bdlge olan karacigerin immiinolojik toleransindan sorumludur.
Boylece LSEC’ler kanser immiinoterapisi i¢in hedef bolge olarak kabul edilebilir. Xiang ve
ark. 2019'da karaciger sinilizoidal endotel hiicrelerinde (LSEC'ler) metastaz1 énlemek icin
melittin peptitini nanopartikiiller ile sarmalayarak hedef spesifik hale getirdikten sonra in
vivo kapasitesini incelemis, nanopartikiil halde bulunan melittinin LSEC'leri hedefledigini
ve modiile ettigini gostermislerdir. LSEC'lerin aktivasyonu ile birlikte hiicresel aktivite
karaciger metastazini inhibe eden ve karaciger kanserinin ortaya ¢ikma olasiligini azaltan

bir immiinolojik yanitla sonuglanmaktadir (Yu vd, 2019).

1.3. Tezin Amaci ve Hipotezi

Bu tezin amaci ar1 zehri ve ar1 zehri igerisinde bulunan melittinin tek basina metastatik
meme kanseri hiicrelerinde metastaz baskilayici 6zelliginin olup olmadigini belirlemektir.
Bu amag dogrultusunda metastaz baskilayict gen olarak BRMS1, KAI/CDS2, DRG1 genleri;
metastatik aktiviteyi destekleyen bir mekanizma olan hiicre gogiinii indiikleyen EGFR geni
ve ¢alisilan metastatik meme kanseri (MDA-MB-231) hiicrelerinde spesifik olarak aktivitesi
artan WNT7B onkogeni secilmistir. Tez calismasinin temel amaci, ar1 zehri ve melittin ile
ayr1 ayri muamele edilen metastatik meme kanseri hiicresi (MDA-MB231) ve karsilastirmali
olarak saglikli epitel hiicrelerinde (MCF10A) BRMSI, KAII/CDS82, DRGI, EGFR ve
WNT7B genlerinin ekspresyon seviyelerinde degisim olup olmadiginin belirlenmesidir.
Bunun yaninda en yaygin kullanilan kanser ilaci olan sisplatin ile karsilastirmanin yapilmasi
da hedeflenmistir. Bu sayede ¢alismada ilgili genlerin ekspresyon sonuglarini iki hiicre
tipinde karsilastirarak ar1 zehri ve melittinin kanser hiicrelerindeki anti-metastatik

fonksiyonunun belirlenen genlere spesifik olup olmadigini belirlemeye ¢aligmaktir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Hiicre Kiiltiirii

Calisma kapsaminda metastatik meme kanseri hiicresi olan MDA-MB-231 (ATCC
kodu CRM-HTB-26) ve epitel saglikli hiicre olan MCF-10A (ATCC kodu CRL-10317)
hiicreleri kullanilmistir. MDA-MB-231 ve MCF10A hiicreleri i¢in %89 RMPI iceren medya
kullanildi. Medya igerigi %10 fetal s1gir serumu (FBS) ve %1 penisilin-streptomisin (PS) ile
zenginlestirildi. Medya bilesenleri 0.22 por araligina sahip olan filtrelerden gegcirilerek steril
hale getirildi. Hiicre kiiltlirleri medya icerigine eklenerek %5 CO: iceren 37 derece etiivde
inkiibe edildi. Hiicre cogalmasini takiben 5-7 giin arayla tripsin ile muamele edilerek steril
bir tiip icerisine hiicreler toplandi ve pasajlandi. Her iki hiicre i¢inde 230xg 5 dakika santrifiij
gerceklestirildi. Tez calismast boyunca MDA-MB-231 hiicreleri pasaj 10 ve MCF10A

hiicreleri i¢in pasaj 14 hazirlanan stoklar1 kullanildi.

2.1.1. Hiicrelerin Dondurulmasi ve Stoklanmasi

Hiicrelerin her ikisi de %10 DMSO, %69 RPMI, %20 FBS ve %1 PS igeren kiiltiir
medyasina eklenerek asamali olarak donduruldu. 24 saat -80°C’de kaldiktan sonra -

196°C’de azot tankina alinarak tez boyunca kullanilmak iizere stoklandi.

2.1.2. Hiicrelerin Coziinmesi

-196°C’den ¢ikarilan hiicreler 37 °C’deki su banyosunda kapaklar1 su tistiinde kalacak
sekilde ¢oziinene kadar yaklasik 2 dakika birakildi. Coziinen hiicreler temiz medya icerisine

aktarilarak santrifiij asamasi ile DMSO’dan uzaklastirildi.

2.1.3. Yara lyilesmesi (Wound Healing) Deneyi

MDA-MB-231 ve MCF10-A hiicreleri 6 oyuklu plaka igerisine her plakada 2 ml
medya igerisinde totalde 200.000 hiicre bulanacak sekilde ekildi ve hiicrelerin tiim plaka

yiizeyini kaplayana kadar ¢ogalmalari i¢in %5 CO; iceren 37°C etiivde inkiibe edildi. Plaka



yiizeyini kaplayan hiicreler lizerine steril 200 ul pipet ucu yardimiyla tek yonlii yara

olusturuldu ve ajanlarla muamele edildi.

2.2. An Zehri Muamelesi

Art zehri Onceki calismalarda kullanilmak iizere laboratuvarda bulunan Tiirkiye
Karadeniz bolgesi (Zonguldak) bal arilarindan elde edilmis stoktur. Ar1 zehrinin MDA-MB-
231 hiicrelerindeki IC50 degeri onceki calisma kapsaminda 8 pg/ml olarak hesaplanmisti
(Celik Uzuner vd. 2021). Bu durumda hiicre hareketinin durdugu konsantrasyonlari (ancak
hiicrelerin ¢ogunun 6lmedigi bir konsantrasyon oldugundan emin olmak i¢in) kullanmak igin
doz maksimum 8 pg/ml olacak sekilde deneyler planlanmistir. Kontrol hiicreleri olarak
secilen MCF10A hiicrelerinde de ayni sartlar kullanilmistir. Bu bilgi kapsaminda ar1 zehrinin
MDA-MB-231 meme kanseri hiicresi ve MCF10A saglikli epitel hiicresi iizerinde etkisinin
belirlenmesi amaciyla en yiiksek doz 8 pg/ml olacak sekilde 8, 4, 2, 1 ve 0 pg/ml ar1 zehri
iceren besiyerleri kullanilmistir. Yara olusturulan hiicrelerdeki yara acikliklar 1s1k
mikroskobu altinda 0, 6, 24, 30, 48, 54, 72, 96 saat boyunca (herhangi bir konsantrasyon
grubunda yara acikligi kapanana kadar) mikroskop goriintiileri cekilerek yara alanlari

ImagelJ programinda hesaplanmustir.

2.3. Melittin Muamelesi

Onceki ¢alismalarimizda melittin deneyleri olmadig1 igin melittinin hiicre hareketini
engelleme kapasitesini belirlemeden 6nce IC50 degeri hesaplamak i¢in Karadeniz Teknik
Universitesi destegi ile gerceklestirilen bir baska BAP projesi kapsaminda (Proje Kodu:
FYL-2019-8116) Sinan Tetikoglu tarafindan MTT sitotoksisite deneyi gerceklestirmistir.
Sitotoksisite deney sonuglarina gére Melittinin IC50 degeri MDA-MB-231 hiicrelerinde
8.45 ng/ul olarak belirlenmistir (ar1 zehrine benzer sekilde). Boylece hem MDA-MB-231
hiicrelerinde hem de kontrol olan MCFIOA hiicrelerinde yara iyilesmesi deneyinin
gerceklestirilmesi amaciyla 2 pg/ml en yiiksek doz olacak sekilde son konsantrasyonu 2, 1,5,
1, 0,5 ve 0 pg/ml melittin iceren besiyerleri kullanilmistir. Yara olusturulan hiicrelerdeki
yara agikliklar 151k mikroskobu altinda 0, 6, 24, 30, 48, 54, 72, 96 saat boyunca (herhangi
bir konsantrasyon grubunda yara ag¢iklig1 kapanana kadar) mikroskop goriintiileri ¢ekilerek

yara alanlar1 ImageJ programinda hesaplanmistir.



2.4. Sisplatin Muamelesi

Sisplatinin MDA-MB-231 iizerindeki sitotoksik etkisi Sinan Tetikoglu’nun ytiksek
lisans tezi kapsaminda MTT testi ile analiz edilmis, IC50 degeri 12 pg/ml olarak
belirlenmistir. Bu doz, ar1 zehri ve melittinin IC50 degerlerine yakin oldugu igin, sisplatin
muamelesi hem MDA-MB-231 hem de MCF10A hiicreleri iizerinde yine en yliksek 8 png/ml
olacak sekilde son konsantrasyonu 8, 4, 2, 1 ve 0 ug/ml sisplatin igeren besiyerleri
kullanilmistir. Yara olusturulan hiicrelerdeki yara acikliklar1 151k mikroskobu altinda 0, 6,
24, 30, 48, 54, 72, 96 saat boyunca (herhangi bir konsantrasyon grubunda yara agiklig1
kapanan kadar) fotograflanarak yara alanlari ImageJ programinda matematiksel olarak

Olciilmiistiir.

2.5. SPSS Analizi

ImageJ programi ile yara alanlar1 belirlendikten sonra alan, doz ve zaman sonuglari
excel dosyasinda birlestirildi. SPSS programi ile UNIANOVA testi uygulandi. Istatistiksel
olarak MDA-MB-231 hiicresi i¢in anti-metastatik etkinin en ¢ok oldugu (olusturulan
yaralarin muamele edilmemis hiicrelerle karsilastirildiginda kapatilmadigi) doz ve zaman
belirlendi. Kontrol grubu olarak belirlenen MCF10A hiicre grubuna da MDA-MB-231 i¢in
belirlenen dozlar (ar1 zehri i¢in 8, 4, 2, 1 pg/ml; melittin i¢in 2, 1,5, 1, 0,5 ng/ml ve sisplatin
icin 8, 4, 2, 1 pg/ml konsantrasyonlar1) uygulandi. Tiim deneyler en az {i¢ bagimsiz tekrar

seklinde gerceklestirilmistir.

2.6. Belirlenen Konsantrasyonda Ajanlarin Hiicre Kiiltiiriine
Muamelesi

Her iki hiicre tipi icinde 60*15 petrilere ekim yapildiktan sonra hiicrelerin konfluent
olmast beklendi. Her ajan i¢in 4 grup olusturuldu ve bu gruplar 2 kontrol grubu 2 ajan
muamelesi grubu olarak belirlendi. Deney gruplari su sekildedir:

1. Grup: yara olusturulmus ve ajan iceren medyali;

2. Grup: yara olusturulmamis ve ajan iceren medyal;

3. Grup: yara olusturulmus ve ajan icermeyen medyali;

4. Grup: yara olusturulmamis ve ajan icermeyen medyali.
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Yara olusturulan ve olusturulmayan petriden izole edilecek cDNA ile
gerceklestirilecek qPCR’da belirlenen genlerin ekspresyon seviyelerinde farklilik olusturup
olusturmayacaginin tespiti i¢in ajan gruplarinda birer petride yara olusturulurken birer
petride yara olusturulmadi ve belirlenen konsantrasyonda ajanla muamele edildi. Kontrol
grubunda ise herhangi bir ajan icermeyen medyalar eklendi ve gruplar SPSS analiz sonucuna
gore belirlenen siire kadar %5 CO; igeren 37°C etiivde inkiibasyona birakildi. Ardindan
hiicreler tripsin ile muamele edilerek kaldirildiktan sonra ayni hiicre kiiltiirinden RNA
(cDNA sentezi ile gen ekspresyon seviyesinin belirlenmesi analizi i¢in) izolasyonu

yapilabilmesi i¢in peletler ikiye boliinerek -20 derecede muhafaza edildi.

2.7. Total RNA izolasyonu

Tez kapsaminda belirlenen genlerin ekspresyon seviyesinin tespiti i¢in total RNA
izolasyonu gerceklestirildi. -20 derece bulunan peletler HIBRIGEN markasinin ‘Genel RNA
Izolasyon Kiti’ (Katalog numarast MG-RNA-01) kullanildi. Kit igerisinde HY tamponu,
RY1, RY2, DEPC uygulanmis su kitleri hazir bulunmaktadir.

Petrilere ekim yapilarak belirli doz ve siirede ajanlarla inkiibe edilen hiicreler RNA
izolasyonu i¢in tripsin ile muamele edilerek petri yiizeyinden kaldirildi. Medya igerisinde
stispanse halde bulunan hiicreler santrifiij gergeklestirilerek falkon tiipiine topland: ve kirli
medya uzaklastirildi. Uzerine HT tamponu eklenerek vortekslenen hiicrelerin pargalanmasi
ve RNA aciga ¢ikmasi saglandi. Tekrar santrifiij yapilan hiicrelerde gozle belirlenebilen 3
faz farki ortaya ¢ikmaktadir. En iistte bulunan faz RNA icermektedir ve pipet yardimiyla
RNaz igermeyen ependorflara gecirilir. Soguk EtOH ile muamele edilen hiicreler filtreli
epondorflar alinarak santrifiij edilir ve filtenin altinda kalan siv1 uzaklastirilir. Filtre iizerine
RY1 tamponu eklenerek tekrar santrifiije birakilir ve alt sivi atilir. Filtre tizerine RY2
tamponu eklenerek tekrar santrifiij edilir ve alt s1v1 tekrar atilir. Filtre membraninda bulunan
RNA’lar tizerine DEPC su ile muamele edilerek santrifiij gergeklestirildiginde filtreden tiipe
akan sivida RNA’lar bulunmaktadir. Elde edilen RNA 0&rneklerinin konsantrasyonu
Nanodrop cihazi ile Olgiilerek RNA saflik miktart A230/260 ve A260/280 degerleri

belirlendi. -20 derecede muhafaza edildi.
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2.7.1. c¢DNA Sentezi

Izole edilen total RNA &rnekleri ¢ift zincirli cDNA’ya cevrilmek iizere ‘A.B.T.™
cDNA Synthesis Kitwith RNase Inh. (High Capacity) Kiti’ (Katalog numaras1 C03-01-05)
kullanildi. -20 derecede muhafaza edilen RNA 6rneklerinden cDNA elde edebilmek icin kit
icerisinde bulunan reaksiyon tamponu, dNTP mix, reverse transkiptaz, RNaz inhibitorleri ve
random heksamerler RNA 6rnegi ile PCR tiipiinde birlestirildi. Ardindan 25 C’de 10 dakika;
37°C’de 120 dakika; 85C’de 5 dakika adimlarini igeren PCR dongiisii hazirlanarak PCR
cihazina yerlestirildi ve tek zincirli RNA 6rneklerinden ¢ift zincir cDNA 6rnekleri elde

edildi.

2.8. Primer Dizaym

Her bir gen icin forward ve reverse primer ciftleri ‘Primer3’ ¢evrimigi araci
kullanilarak yaklasik 20 baz olacak sekilde ve annealing sicakligi 59-60 derece olacak
sekilde tasarlandi. Anti-metastatik genler BRMS1, DRGI1 ve KAI1/CDS82 genleri ve pro-
metastatik olan EGFR ve WNT7B genlerinin primer tasarimi Primer3 ¢evrimigi araci
kullanilarak yaklasik 20 baz ve annealing sicakligi 59-60°C olacak sekilde Tablo 1’de
belirtildigi dizilimlerle sentezlettirildi. Primerler toz halde bulunmaktadir protokoliinde
belirtilen sekilde distile su ile ¢éziindiikten sonra stok primerler 100 pM konsantrasyonda
olusturulmustur. Kullanilacak qPCR protokoliine uygun olacak sekilde stok primerlerden
10pM seyreltik primer tiipleri distile su ile elde edildi. Boylece her QPCR dongiisii i¢in

primerler tek kullanimlik olarak —20°C’de muhafaza edildi.
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Tablo 1. Ekspresyon seviyesi analiz edilen 5 gen i¢in forward ve reverse primer tasarimlari

Gene Forward primer Reverse primer Tm
BRMSI1 ATGGTGGGATGACAAACTGC ACGATGTATGGGCCAGAAAC | Forward:
mRNA: 60.8 °C
NM 001024957.2 Reverse:

59.8°C
KAI1/CD82 TGAAAGTAGGGGGCTTTCTG GTGGGGAGCATTTTTCTCTG Forward:
mRNA: 59.3°C
NM 001024844.2 Reverse:
59.7°C
DRG1 ACAAAGGTGCCAAGATCCAG TGCAATGACTTGACGACCTC | Forward:
mRNA: 60.1 °C
NM 004147.4 Reverse:
59.8°C
EGFR TAACAAGCTCACGCAGTTGG AAATTCCCAAGGACCACCTC | Forward:
mRNA: 60.0 °C
NM 001346897.2 Reverse:
60.2°C
WNT7B CCTGGATCATGCACAGAAAC TAGGCCAGGAATCTTGTTGC | Forward:
mRNA: 59.1 °C
NM_ 058238.3 Reverse:
60.2°C

2.9. Gen Ekspresyon Analizi

cDNA eldesinden sonra deney gidisatina uygun olacag diisiiniilerek sadece yara

olusturulan kontrol ve ajan grubu 6rneklerden gen ekspresyon seviyesine bakildi. Belirlenen

genlerin ekspresyon seviyelerinin incelenmesi i¢in cDNA o6rneklerinden gercek zamanli
polimeraz zincir reaksiyonu ABT 2X qPCR EVA-GREEN MASTER-MIX (with ROX)
(Katalog numaras1 Q02-02-02) kiti kullanilarak gerceklestirildi. Kit igerisinde belirtilen

protokole uygun olarak bilesenler ve PCR ddngiisii hazirlandi. Template olarak kullanilan

cDNA orneklerine hazir alinan forward ve reverse primerleri eklendi. Ardindan Sekil 2°de

belirtilen kitin PCR reaksiyonu BIO-RAD CFX CONNECT qPCR cihazinda kurularak

baslatildi.



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001024957.2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001024844.2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_004147.4
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001346897.2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_058238.3
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Initial Denaturation 95 300 sec. 1
Denature 95 10 - 30 sec.

25-40
Anneal 55-68 10 - 60 sec.
Melting Curve 65-95 2 - 5 sec. / step 1

Sekil 2. ABT 2X qPCR EVA-GREEN MASTER-MIX (with ROX) qPCR kitinde belirtilen
gPCR dongii basamaklari

2.10. Membran Potansiyelinin Belirlenmesi

Melittin muamelesinin anti metastatik potansiyelini ile mitokondriyal membran profili
arasinda bir iliski olup olmadigin1 belirlemek i¢in wound healing ile se¢ilen doz ve siirelerde,
hiicrelerde yara olusturarak ve olusturmadan melittin muamele edildi. Kontrol grubu sadece
medya iceren hiicrelerken bir de kemoterapdtik ajan olan sisplatin muamelesinin membran
iliskisindeki etkisini gostermek amaciyla yara olusturulan ve yara olusturulmayan hiicrelere
sisplatin iceren medyalarla muamele edilen gruplar olusturuldu. Mitotracker Red boyasi ile
membran potansiyeli belirlendi. Yara iyilesmesi sonuglari gz Oniine alinarak 1 pg/ml
konsantrasyon melittin ve 4 pg/ml konsantrasyonda sisplatin i¢ceren medyalar hazirlandi.
Hiicreler flaska ekildikten ve konfluent olduktan sonra bir her ajan igin bir gruba yara
olusturulup diger grup yara olusturulmadan ajanlar ve ajan igermeyen medya (kontrol grubu)
ile muamele edilerek belirlenen siire olan 24 saat boyunca 37°C’de inkiibe edildi. 24 saat
sonunda hiicreler flasklardan toplanarak Mitotracker boya iceren medya ile boyandi.
Protokol tamamlandiktan sonra membran potansiyelinin belirlenmesi amaciyla akim
sitometrisi cihazinda, FL3 kanalinda 6rnekler okutuldu. Elde edilen floresan yogunlugu

degerleri analiz edildi.



3. BULGULAR

3.1. Yara lyilestirme (Wound Healing) Deneyleri

MDA-MB-231 metastatik meme kanseri hiicresinin ajanlarla muamelesinden sonra
anti-metastatik etkisinin belirlenmesi i¢in meme kanseri hiicresi MDA-MB-231 ve normal
meme hiicrest MCF10A flasklara ekildi ve konfluent olduktan sonra steril 100ul lik pipet
ucu ve bir cetvel yardimiyla yara olusturuldu. Bu sayede ar1 zehri, melitin ve sisplatin
ajanlari muamelesinden sonra yaranin kapanma doz ve siirelerinin belirlenme deney
diizenegi olusturulmustur. Her 3 ajan icinde ayr1 ayr1 yara olusturulduktan sonra ajanlarla
muamele edilerek herhangi bir grupta agiklik kapanan kadar 0, 6, 24, 30, 48, 54 ve 72.
saatlerinde 151k mikroskobu ile goriintiilendi. MDA-MB-231 hiicresinde ajanlarin metastatik
etkilerinin yara iyilestirme deneyi ar1 zehri, melittin ve sisplatin ajanlarinin mikroskop
goriintiisii sirastyla Sekil 3, 4 ve 5° de gosterilmistir.

Metastatik meme kanseri hiicresi MDA-MB-231, yara olustrulduktan sonra kontrol
grubu (0 pug/ml), son konsantrasyonu 1, 2, 4 ve 8 pg/ml ar1 zehri bulunan medyalar ile
muamele edildikten sonra 0, 6, 24, 30, 48 ve 72. saatlerde yara agiklig1 151k mikroskobu ile
gozlemlendi. 48. saat ve sonrasinda kontrol grubunda hiicrelerin metastaz yaparak yaranin
kapandigi, yaranin kontrol grubuna kiyasla kapanmadigi en verimli siirenin ise 24.saat
oldugu belirlenmistir. 24.saatte konsantrasyonlara bakildiginda 8 pg/ml ar1 zehri
muamelesinden sonra hiicre proliferasyonunda bozulmalar oldugu; kontrole oranla in vitro
metastasin yavas oldugu gozlenmistir. Boylece yara agikliginin fazla oldugu ayni zamanda

hiicre proliferasyonunda bozulma olmayan doz 4 pg/ml olarak belirlenmistir (Sekil 3).
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Sekil 3. Plate icerisinde konfluent halde yara olusturulmus MDA-MB-231 hiicreleri
tizerinde ar1 zehri ajaninin 0,6,24,30, 48 ve 72. saatlerdeki ar1 zehri muamele

dozuna (0, 1, 2, 4, 8 ng/ml) bagli degisimin 151k mikroskobu ile goriiniimii

MDA-MB-231 hiicrelerine ar1 zehri bileseni olan melittin muamelesinin in vitro anti-
metastatik etkisini belirlemek amaciyla konfluent haldeki hiicrelere yara olusturulmus
(hiicre bulunmayan alan) ve sirasiyla kontrol grubu (0 pg/ml), son konsantrasyonu 0,5; 1;
1,5 ve 2 pg/ml melittin bulunan medyalar ile muamele edildikten sonra 0, 6, 24, 30, 48,54
ve 72.saatlerde yara aciklig1 151k mikroskobu ile takip edildi. Melittin hiicre proliferasyonunu
ar1 zehrine oranla ¢ok daha diisiik konsantrasyonlarda degistirmeye basladigi gézlemlendi.
30.saat ve sonrasinda hiicre 6liimii bagladigi gézlemlenmis ve en verimli etkinin 24.saatte
oldugu belirlendi. 24.saate bakildiginda 1 ve 2 pg/ml dozlarin kontrole oranla yara agikligini
korudugunu ancak 1 pg/ml doz melittin ile muamele edilen hiicrelerin proliferasyonunun 2
ng/ml konsantrasyon melittin i¢geren medya ile 24 saat muamele edilen hiicrelere gére daha
uygun oldugu gozlemlenmis ve bu sebeple MDA-MB-231 hiicrelerinde melittin muamelesi
yara kapanma deneyi i¢in 24 saatte 1 pg/ml doz melittin muamelesi oldugu belirlenmistir

(Sekil 4).
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iINKUBASYON SURESI (SAAT)
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Sekil 4. Plate icerisinde konfluent halde yara olusturulmus MDA-MB-231 hiicreleri
tizerinde melittin ajaninin 0,6,24,30, 48, 54 ve 72. saatlerdeki muamele dozuna

(0; 0,5; 1; 1,5; 2 ug/ml) bagl degisimin 151k mikroskobu ile goriiniimii

MDA-MB-231 metastatik meme kanseri hiicrelerine bir kemoterapik ajan olan
sisplatinin anti-metatatik etkisini belirlemek amaciyla, kontrol grubu (0 pg/ml), son
konsantrasyonu 1, 2, 4 ve 8 ng/ml sisplatin bulunan medyalar ile muamele edildikten sonra
0, 6, 24, 30, 48,54 ve 72.saatlerde yara aciklig1 151k mikroskobu ile belirlendi. Sisplatin ile
muamele edilen hiicrelerde 48.saatten itibaren kontrol grubunda yara acgikliginin kapandi
sayilabilecek kadar az oldugu tespit edildigi i¢in en dogru karsilagtirmanin 24.saatte
gergeklesebilecegi belirlenmistir. 24.saatte muamele edilen sisplatin dozlarina bakildiginda
8 ung/ml sisplatin igeren medya ile muamele hiicrelerin bulundugu plate sisplatin
konsantrasyonun yiiksekligi sebebiyle hiicrelerin 6ldiigii bu sebeple yiizeyden kalkarak
medyaya karistigi gozlemlenmis, 4 pg/ml konsantrasyonda sisplatin iceren medyanin
bulundugu hiicrelerin canliligini ve ayni zamanda yara agikligini korudugu gézlemlenmistir

(Sekil 5).
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INKUBASYON SURESI (SAAT)
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Sekil 5. Plate igerisinde konfluent halde yara olusturulmus MDA-MB231 hiicreleri
tizerinde sisplatin ajaninin 0,6,24,30, 48 ve 72 saatlerdeki muamele dozuna (0,

1, 2,4, 8 ng/ml) bagh degisimin 151k mikroskobu ile goriiniimii

MCF10A saglikli epitel hiicrelerine MDA-MB-231 hiicrelerine uygulanan dozlarda;
ar1 zehri i¢in 1, 2, 4 ve 8 pg/ml; melittin i¢in; 0, 0.5, 1, 1.5 ve 2 pg/ml; kemoterapi ajani
olan sisplatin icin 0, 1, 2, 4, ve 8 pg/ml konsantrasyonlar1 uygulanmis ve yara agildiktan
sonra muamele sonrasi ile yara kapanma oranlari sirast ile Sekil 6, 7 ve 8’de
gosterilmektedir. MCF10A hiicrelerine yara agildiktan sonra uygulanan ar1 zehri
konsantrasyonlarina bakildiginda 48.saatte hiicrelerin 6lmeye baslayarak petriden kalkip
medyaya karistig1 gézlemlenmistir. 30.saatte kiyaslamalar yapilabilir olsada MDA-MB-231
hiicresi i¢in belirlenen 24.saate bakildiginda MCF10A hiicresinde ar1 zehri muamelesinin
24 saatinde yara agikliginin kontrole oranla daha belirgin kaldigr 4 pg/ml dozu olarak

belirlenmistir (Sekil 6).
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Sekil 6. Plate igerisinde konfluent halde yara olusturulmus MCF10A hiicreleri iizerinde ar1
zehri ajaninin 0,6,24,30 ve 48. saatlerdeki muamele dozuna (0, 1, 2, 4, 8 ug/ml)

bagli degisimin 151k mikroskobu ile goriintimii

MCF10A hiicrelerine yara olusturulduktan sonra melittin ajaninin 48.saat muamelesi
sonrasinda sadece 2 ug/ml yara acikligi kalmis ancak hiicre 6liimleri basladig i¢in uygun
konsantrasyon oldugu belirlenmemistir. 30.saatte 2 pg/ml konsantrasyondaki melittin
kontrole oranla ¢ok daha artan bir yara agikligina sahip oldugu gozlemlendi. Bunun hiicre
Oliimiiniin artmasi1 ve bu sebeple yiizeyden kalkmasi sonucunda olustugu diisiiniilmektedir.
24 .saate bakildiginda hiicrelerin tiim dozlarda canliligt devam etmektedir. Hiicre
proliferayonun bozulmadigi ve kontrole oranla yara agikliginin en fazla kaldigi 0.5 pg/ml
konsantrasyonda medya ile muamele edilmis hiicrelerin bulundugu petri oldugu

gozlemlemlenmistir (Sekil 7).
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Sekil 7. Plate igerisinde konfluent halde yara olusturulmus MCF10A hiicreleri iizerinde
melittin ajaninin 0,6,24,30 ve 48. saatlerdeki muamele dozuna (0; 0,5; 1; 1,5; 2

pg/ml) baglt degisimin 151k mikroskobu ile goriintimii

MCF10A hiicrelerine muamele edilen sisplatin ajanina bakildiginda hiicre
proliferasyonun degismedigi ve kontrole oranla yara acikliginin en belirgin oldugu 24.saate

4 png/ml konsantrasyonda muamele edilen sisplatin ile oldugu belirlenmistir (Sekil 8).



20

INKUBASYON SURESI (SAAT)

0 6 24 30 48

SISPLATIN KONSANTRASYONLARI (ug/ml )

Sekil 8. Plate igerisinde konfluent halde yara olusturulmus MCF10A hiicreleri iizerinde
melittin ajaninin 0,6,24,30 ve 48. saatlerdeki muamele dozuna (0, 1, 2, 4 ve 8

pg/ml) baglt degisimin 151k mikroskobu ile goriiniimii

3.2. Yara Alanlarmm Olciilmesi ve SPSS Analizi

MDA-MB-231 metastatik meme kanseri hiicresi ve saglikli epitel MCF10A hiicresi
icin 60*15 petri kiiltiirii sonrasinda yara olusturularak ar1 zehri, melittin ve sisplatin ajanlari
ve hicbir ajan icermeyen medya bulunan kontrol gruplart olusturuldu. Ajan muamelesi
sonrasinda yara alanlarinda olusan degisimleri ImageJ programu ile hiicre olmayan alanlarin
cizilmesiyle birlikte 6l¢iildii, hiicreler inkiibasyon siiresinde ¢ogalarak bos alanlara metastaz
yapmaya bagladik¢a Slgiilen alanin daha diisiik olmas1 beklendi (Sekil 9). Boylece ajan
muamele edilerek hiicrelere verilen medyalarin hiicre ¢ogalmast ve gogiinde etkisinin

belirlenmesine yardimeci oldu, veriler Excel dosyasinda kaydedildi.



21

File Edit Font Results

ATEa~[Mean  |Min |Max |
1 ( 459548 \35860 41 243
2\ 111837 J120675 34 177

Sekil 9. Yara olusturulan hiicreler lizerinde ar1 zehri (4 pg/ml) muamelesinden sonra A,

0.saat B, 24.saat sonra ImageJ programinda alanlarin matematiksel l¢tim 6rnegi

Her iki hiicre ve ajan grubunun 3 tekrar sonucunda ImageJ programu ile belirlenerek
Olciilen yara alanlar1 Excel dosyasinda toplandiktan sonra SPSS programi ile istatistiksel
analiz gerceklestirildi. 3 tekrar sonucu ortalamaya gore kontrol grubunu kiyaslayarak ari
zehri, melittin ve sisplatin ajani igeren medyalar ile muamele edilen hiicrelerin, petri
yiizeyinde acilan hiicre bosluklarin1 kontrol grubuna nazaran daha az kapatmasi
beklenmekteydi. Sekil 10°da  belirtilen MDA-MB231 hiicre hattina  farkh
konsantrasyonlarda ar1 zehri muamelesinin farkli inkiibasyon siirelerinde elde edilen yara
aciklig1 alanlarmin SPSS analizine gore sonug grafikleri verilmektedir. SPSS analizlerine
gore meme kanseri olan MDA-MB-231 hiicreleri i¢in bakildiginda ar1 zehri ile muamele
edilen hiicrelerin kontrole oranla hiicresiz alanin daha fazla kaldigi, 4 pg/ml konsantrasyon
art zehri oldugu; 24.saatten sonra yara aciklifinin arttigt ancak beklenen sonug
dogrultusunda degil hiicrelerin giderek 6lmeye baslayarak yiizeyden kalkmasi ve medyaya
karigsmas1 sonucunda gerceklestigi belirlenmistir. Sonug olarak ar1 zehri SPSS verilerine
bakildiginda 4 pg/ml konsantrasyon 24.saatte hiicrelerin canliligini korudugu ve kontrol ile

kiyaslandiginda acilan yara alaninin hiicre gocii ile dolmadigi belirlenmistir.
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Sekil 10. MDA-MB-231 yara olusturulmus kiiltiir hiicrelerine 0, 1, 2 ve 4 pg/ml
konsantrasyonlarinda ar1 zehri muamelesinin 0, 6, 24, 30, 48, 72 saatlere gore

yara alanlarinin degisim grafigi

MDA-MB-231 hiicreleri ar1 zehrinin bileseni olan melittin ile muamele edildiginde ise
hiicrelerin daha hizli ve diisiik konsantrasyonlarda dahil 6lmeye basladigi gozlemlenmis
olup, 24.saatten sonra hiicrelerin 6lmeye basladig1 icin yara alanlarinin daha fazla agilarak
yiiksek alan ¢iktig1 belirlenmistir. 24.saatte hiicrelerin canliligini korudugu belirlenmis ve
kontrol grubuna gore yara aciklig1 kiyaslandiginda 1 pg/ml dozda melittin muamele edilen
hiicrelerin daha yavas yara alanini kapattigr Sekil 11°de belirtilen SPSS analizleri sonucu

olusturulan grafik ile belirlenmistir. MDA-MB231 hiicre hattina farkli dozlarda muamele
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edilen melittin ajaninin 24.saatten canlilifini ve olusturulan yara agikligini korudugu en

uygun dozun 1 pg/ml oldugu belirlenmistir.
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Sekil 11. MDA-MB-231 yara olusturulmus kiiltiir hiicrelerine 0; 0,5; 1; 1,5 ve 2 pg/ml
konsantrasyonlarinda melittin muamelesinin 0, 6, 24, 30, 48, 54, 72 saatlere gore

yara alanlarinin degisim grafigi

Kemoterapi ajani olan sisplatin MDA-MB-231 hiicreleri ile muamele edildiginde ise;
son konsantrasyonu 8 pg/ml sisplatin iceren medya ile muamele edildiklerinden 24.saat
sonrasinda hiicrelerin 6lmeye baslayarak yiizeye kalktig1 gozlemlenmis olup, 24.saatte diger
konsantrasyonlarin aksine 4 pg/ml sisplatin muamelesinin kontrol grubuyla kiyaslandiginda
hiicrelerin daha yavas ¢ogaldig1 ve yara agikligin1 kapatmadigr mikroskop goriintiilerinde
gorsel olarak belirlenmis olup Sekill2’de belirtilen SPSS analizi sonuglarinin grafigi ile

desteklenmistir.
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Sekil 12. MDA-MB-231 yara olusturulmus kiiltiir hiicrelerine 0, 1, 2 ve 4 ng/ml
konsantrasyonlarinda sisplatin muamelesinin 0, 6, 24, 48, 54, 72 saatlere gore

yara alanlarinin degisim grafigi

MDA-MB-231 hiicre hattina muamele edilen ajanlarin SPSS analizi istatiksel
verilerinin sonuglart Sekil 13’de gosterilmektedir. SPSS istatiksel sonugar1 secilen doz

konsamntarsyonlar1 ve muamele siirelerinin dogrulamaktadir.



25

Bee venom - MDA-MB-231 cells  Melittin - MDA-MB-231 cells  Cisplatin - MDA-MB-231 cells

Muitiple Comparisons Muitiple Comparisons Muitiple Comparisons
DependantVanabla: area Dependent Variable:  area Dependent Variable:  area
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Sekil 13. MDA-MB231 hiicre hatti; ar1 zehri, melittin ve sisplatin muamelesi sonucu SPSS

analizi istatiksel verileri

Sagliklt hiicre grubu olarak kullanilan MCF10A hiicrelerine ar1 zehri igeren medya ile
muamele edildiklerinde 30.saatten sonra kontrol grubu dahil tiim gruplarda yara kapandigi
gozlemlenmistir. 24.saate bakildiginda 4 pug/ml ar1 zehri muamelesinin  diger
konsantrasyonlara oranla yara acikliginin degismedigi, diisiik konsantrasyonlarin muamele
edildigi hiicrelerde hiicre ¢cogalmalar1 kontrole paralel sekilde devam etmektedir. 8 pg/ml
konsantrasyon 24.saatte hiicre proliferasyonunda farkliliklar gézlemlenmeye basladigi igin
en saglikli sonuglarin 24.saatte 4 pg/ml ar1 zehri olarak belirlenmis ayn1 zamanda Sekil 14°de

belirtilen SPSS grafigi ile desteklenmistir.
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Sekil 14. MCF10A yara olusturulmus kiiltiir hiicrelerine 0, 1, 2, 4 ve 8 pg/ml
konsantrasyonlarinda ar1 zehri muamelesinin 0, 6, 24, 30, 48 saatlere gore yara

alanlarinin degisim grafigi

Saglikli hiicrelerin 2,4 ve 8 pg/ml melittin ile muamelesinde hiicrelerin 6ldiiglinii bu
sebeple daha diisiik dozlarda (son konsantrasyonu 0; 0.5; 1 ve 1.5 pg/ml melittin igeren
medyalar ile muamelesi) muamele edilmigtir. MDA-MB231 hiicreleri 1 pg/ml melittin ile
muamele edilmisti, MCF10A hiicre hattinin da 1 pg/ml melittin ile 24saat muamele
edildiginde hiicrelerde yara acikligi kontrole gore korundugu Sekil 15°deki SPSS analizi

grafigine gore belirlenmistir.
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Sekil 15. MCF10A yara olusturulmus kiiltiir hiicrelerine 0; 0,5; 1; 1,5 ve 2 pg/ml
konsantrasyonlarinda melittin muamelesinin 0, 6, 24, 30, 48 saatlere gore yara

alanlarinin degisim grafigi.

Kemoterapik ajanlarin kanserli hiicrelerin biiylimesi ve c¢ogalmasii engelledigi
bilinirken ayni1 anda saglikli hiicrelerinde kemoterapik ajanlardan zarar gordigi
bilinmektedir. Bu bilgi dogrultusunda saglikli hiicreler sisplatin ile muamele edildiginde
48.saatte hiicrelerin 06ldiigli ve 24.saate bakildiginda konsantrasyon arttikca saglikli
hiicrelerin Olerek yiizeyden kalktigi gozlemlenmis ve bu sebeple alan artmasi Sekill3’de
belitrilen SPSS analizi sonu¢ grafigi ile dogrulanmistir. Sekil 16’da belirtilen grafige
bakildiginda 24.saatte hiicrelerin ¢ogalarak kontrol grubunda yara alanini giderek kapattigi
sirasiyla 1 pg/ml ve 2 pg/ml dozlarinda kontrole gore daha yavas ancak yine ¢ogalarak

yarayl kapatmaya basladigi gozlemlenmis; 24.saatte 4 pg/ml sisplatine bakildiginda
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hiicrelerin proliferasyonunda degisim olmadig1 ayn1 zamand kontrol grubuna kiyasla daha

yavas ¢ogalarak yara kapanamasinin en az oldugu doz olarak belirlenmistir.
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Sekil 16. MCF10A yara olusturulmus kiiltiir hiicrelerine 0, 1, 2, 4 ve 8 pg/ml
konsantrasyonlarinda sisplatin muamelesinin 0, 6, 24, 30 ve 48. saatlere gore

yara alanlarinin degisim grafigi
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Melittin - MCF10A cells

Mutiple Comparisons

Depandant Variabla: AREA
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Cisplatin - MCF10A cells

Multiple Comparisons
Dependent Variable: area
LsD
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Sekil 17. MCF10A hiicre hatti; ar1 zehri, melittin ve sisplatin muamelesi sonucu SPSS

analizi istatiksel verileri

Sonug olarak muamele edilen ajanlarin belirlenen genlerin ekspresyon seviyesindeki

etkisinin incelenecegi istatistiksel olarak en anlamli doz ve inkiibasyon saatleri belirlenmis

(MDA-MB231 hiicre hatt1 istatiksel analiz sonuglar i¢in Sekil 13, MCF10-a hiicre hatt1

istatiksel analiz sonuglari i¢in Sekil 17 bakiniz) ve Tablo 2’de bu sartlar 6zetlenmistir. Buna

gore Sekil 18’de belirtildigi gibi her ajan icin belirlenen doz ve inkiibasyon siiresi

uygulanarak RNA izolasyonlarina gecilmis ve genlerin ekspresyon seviyeleri analiz

edilmistir.

s o ¥ ¥
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Tablo 2. Her bir ajan muamelesi sonucunda istatistiksel analizlerde en anlamli ¢ikan

MDA-MB-231

yaranin kapanmadigi (yani metastatik etkinin engellendigi) sartlar

Her bir ajan muamelesi icin RNA izole edilen sartlar

Ar1 zehri

4 ng/ml — 24 saat
(Sekil 9)

Melittin

0.5 pg/ml — 24 saat
(Sekil 10)

Sisplatin

4 ng/ml — 24 saat
(Sekil 11)

MCF10A

2 ug/ml — 24 saat
(Sekil 13)

1 ng/ml — 24 saat
(Sekil 14)

4 ng/ml — 24 saat
(Sekil 15)
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Sekil 18. MDA-MB-231 ve MCF10A hiicre hattinin belirlenen konsantrasyon ve siirede
kontrole kiyasla degisimi

3.3. Total RNA izolasyonu

Tez kapsaminda belirlenen genlerin ekspresyon seviyesinin tespiti i¢in total RNA
izolasyonu gercgeklestirildi. Yara iyilestirme deneyi sonucunda SPSS verilerine gore
belirlenen konsantrasyonda ar1 zehri, melittin ve sisplatin ajanlari ile her iki hiicrede yine
SPSS verilerine gore belirlenen siire kadar 37°C inkiibatorde muamele edildi. Belirlenen
siire inkiibe edildikten sonra hiicreler flask tabanindan kaldirilarak medyadan uzaklastirildi.
Pelet halinde -20°C’de muhafaza edildi. -20°C bulunan peletler HIBRIGEN markasinin
‘Genel RNA Izolasyon Kiti’ (Katalog numaras1 MG-RNA-01) kullanilarak RNA izolasyonu
gergeklestirildi. izole edilen RNA 6rnekleri konsantrasyonu NanoDrop cihazi ile dlgiilerek
RNA saflik miktar1 belirlendi (Tablo 3). RNA ekstraksiyonlarinda saflik 6lgiisii olarak
belirlenen A260/280 degerinin yaklasik 2.0 olarak o6lgiilen RNA’larin ekstraksiyon
esnasinda kullanilan reaktiflerle kontamine olmadiginin 6lgiistidiir. A230/260 orani trizol,

fenol gibi istenmeyen organik yapilarin varligini belirtmek i¢in kullanilir ve genel olarak
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kabul edilebilir oram1 2.0- 2.2 arasindadir. Izole edilen tiim RNA’larm saflik araliginda

oldugu Tablo 3’de gosterilmektedir.

Tablo 3. Izole edilen RNA’larin safliginin nanodrop sonuglari

MDA-MB-237 260/230 260/280

KONTROL YARA OLUSTURULAN GRUP 2.0 157

d pg/ml AR| ZEHRI YARA OLUSTURULAN GRUP 2.04 1.29

0,5 pg/mil MELITTIN YARA OLUSTURULAN GRUP 2.03 1.83

4 pg/mil SISPLATIN YARA OLUSTURULAN GRUP 1.94 0.74

B —

3.4. Gen Ekspresyon Analizi

Yara olusturularak ajan muamele edilen MDA-231 ve MCF10-A hiicre peletleri igin
BRMSI, DRGI1, KAI/CDS82, EGFR, WNT7B genleri i¢cin Tablo 1’de tasarlanan primerler
kullanildi ve ajanlar ile muamele edilen hiicrelerden elde edilen ekspresyon seviyeleri
kontrol grubuyla kiyaslanarak karsilastirildi. Deney diizenegi yara olusturulduktan sonra
medya ve ajanlarin muamelesi ile hiicrelerin toplanmasi, RNA izolasyonu ve cDNA sentezi
gerceklestirilen 0rneklerin segilen genler ve kontrol genini deney i¢i 2 tekrar olusturacak
sekilde diizenlenmistir. Gen ekspresyonu i¢in A.B.T.TM 2X qPCR EVA-Green MasterMix
(with ROX) (Cat no: Q02-02-01) kiti kullanildi. cDNA sentezi gerceklestirilen hiicreler
gPCR analizi i¢in kitte belirtilen bilesenlerin birlesimi ile Sekil 19°da belirtilen 6rnek gPCR
96-well plate yerlestirildi.
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Ornek plate gosterildigi gibi her 6rnek icin iki tekrar (A ve B siras1) yapilmustir. 1:
kontrol yara olusturulan EGFR geni, 2: kontrol yara olusturulan B-Aktin geni, 3: yara
olusturulmus BV muamelesi EGFR geni, 4: yara olusturulmus BV muamelesi B-Aktin geni,
5: yara olusturulmus melittin muamelesi EGFR geni, 6: yara olusturulmus melittin
muamelesi B-Aktin geni, 7: yara olusturulmus sisplatin EGFR geni, 8: yara olusturulmus

sisplatin B-Aktin geni seklinde organize edilmistir.

Sekil 19. Wound healing analizi i¢in hiicrelerin ekildigi gPCR 96 well-plate diizenegi

qPCR analizi degerlendirildiginde Sekil 20°de belirtilen grafiklere gore MDA-MB-231
hiicresinden anti-metastatik genlere sirasiyla bakildiginda BRMS! geni i¢in melittin ve
sisplatin muamele edilen 6rneklerin sonuglarinda gen ekspresyon seviyesi kontrole gore
diismiis ar1 zehri ile muamele edilen hiicrelerin qPCR analiz sonuglar1 elde edilememistir,
DRG] geni i¢in melittin muamele edilen hiicrelerde gen ekspresyon seviyesi kontrole kiyasla
artarken sisplatin muamelesi sonucu hiicrelerde ekspresyon seviyesi diistiigii belirlenmistir.
KAI/CDS?2 geni ekspresyon seviyeleri ar1 zehri muamelesi ile diiserken melittin ve sisplatin
muamelesi sonucu gen ekspresyon seviyelerinde kontrole kiyasla anlamli bir degisim
olmamustir. Pro-metastatik genlerden biri olan EGFR geni ekspresyon seviyesi kemoterapi
ajan olan sisplatin muamelesinden sonra kontrole kiyasla diisiik eksprese olmaktadir.
WNT7B genine bakildiginda yine kemoterapi ajani olan sisplatin muamelesinin hiicrelerde
gen ekspresyon seviyesini diisiirdiigli, apiterapi ajanlarinin kontrole kiyasla anlamli bir

farklilik sergilemedigi gozlemlenmektedir.
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Saglikli hiicre olarak secilen kontrol grubu MCF10A hiicrelerinin qPCR analizi
sonuglar1 Sekil 21’e bakilarak sirasiyla degerlendirildiginde; BRMSI geni ar1 zehri
muamelesinden sonra kontrole kiyasla diisiik ekspresyon seviyesine sahipken melittin ve
sisplatinin ajanlarinin  muamelesinde ekspresyon seviyelerinde anlamli bir degisim
gozlemlenmemistir. DRGI genine bakildiginda ekspresyon seviyelerinde anlamli bir diisiis
gozlemlenirken ar1 zehri muamelesi sonucunda ekspresyon seviyesi artmis, kemoterapotik
ajan olan sisplatin muamelesinden sonra ekspresyon seviyesinde kontrol hiicrelerinden
anlaml bir farklilik gézlemlenmemistir. KAI/CDS82 genine bakildiginda melittin ekspresyon
sonuglar1 elde edilemedigi gibi ar1 zehri melittin muamelesi sonucunda ekspresyon
seviyelerinde artig gozlemlenmistir. Pro-metastatik genlere bakildiginda EGFR gen
ekspresyon seviyesi melittin ve sisplatin muamelesiyle birlikte diismektedir. WNT7B
geninde ise ar1 zehri muamelesi sonucu ekspresyon seviyesi diiserken sisplatin ve melittin

muamelesinden sonra ekspresyon seviyesinin kontrolle paralel oldugu gézlemlenmistir.

Relative Normalized Expression
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Sekil 20. MDA-MB-231 hiicre hattina ar1 zehri, melittin ve sisplatin muamelesinden sonra
sirastyla EGFR, CD82, DRG1, WNT7B, BRMSI genlerinin ekspresyon
seviyeleri qPCR sonuglari
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Sekil 21. MCF10-A hiicre hattina ar1 zehri, melittin ve sisplatin muamelesinden sonra
sirastyla EGFR, CD82, DRG1, WNT7B, BRMSI genlerinin ekspresyon
seviyeleri qPCR sonuglari

3.5. Membran Potansiyelinin Belirlenmesi

Deney diizenegi 2.2°de belirtildigi sekilde olusturulduktan sonra melittin ve sisplatin
verilen hiicrelerin mitokondriyal membran potansiyeli akim sitometrisi cihazi1 kullanilarak
analiz edildi. Analiz sonuglar1 grafik halinde Sekil 21°de gosterilmektedir. MDA-MB-231
hiicre hattinin ajan muameleleri sonucuna bakildiginda yara olusturularak ve yara
olusturulmadan ajanlarla muamele edilen hiicrelerin mitokondriyal membran gegirgenligi
arasinda anlaml1 bir farklilik olmadigi, MitoTracker Red boyasi ile muamele edilmemis
kontrol grubu ile kérleme yapildiktan sonra yine boya ile muamele edilmis kontrol, melittin
ve sisplatin gruplarinda mitokondriyal membran gegirgenliginin kontrole kiyasla anlamli bir

farklilik olmadigi gozlemlenmektedir. MCF10A saglikli hiicrelerin membran gegirgenligi
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yara olusturulmayan hiicrelerde olusturulanlara goére daha yiiksek oldugu, sisplatin
muamelesinin kontrol grubuna kiyasla anlamli bir farklilik gostermedigi ancak melittin

muamelesinin kontrole kiyasla membran gegirgenliginin azaldig1 gézlemlenmektedir.
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Sekil 22.Akim sitometrisi ile MDA-MB231 ve MCF10A hiicrelerinin ajanlar muamelesi
sonucu belirlenen mitokondriyal membran gecirgenligi grafikleri



4. SONUC VE TARTISMA

Tezin amaci ar1 zehrinin ve igerisinde ¢ok miktarda bulunan melittin bileseninin
meme kanseri iizerinde anti-metastatik etkisinin belirlenmesi yoniindedir. Metastazda ve
pro-onkogenik genlerin ekspresyon seviyelerinin ajanlarin etkisiyle degisim gostermesi
beklenmektedir. Sisplatin bir kemoterapi ajandir ve ar1 zehri ve melittinin anti-metastatik
genlerin ekspresyon seviyelerini arttirirken pro-onkogenlerin ekspresyon seviyelerinde
diisiis olmas1 beklenmektedir.

Bu tezde, ar1 zehri, ar1 zehri bileseni olan melittin ve kemoterapi kanser tedavisinde
kullanilan sisplatin ajanlar1 petri {izerine ekilen ve yiizey alani boyunca yerlesen meme
kanseri hiicrelerinde yara olusturularak cesitli dozlarda ayr1 ayrt muamele edilmis ve saglikli
epitel hiicreleri de ayn sekilde islemlere tabi tutulmustur. Béylece her iki hiicrede ii¢ ajanin
ayr1 ayr1 in vitro anti-metastatik etki gosterdigi sartlarda birbirleriyle hiicresel iligkisi
bulunan proteinleri kodlayan EGFR, WNT7B, BRMSI, DRG] ve CD§2 genlerinin
ekspresyon seviyeleri analiz edilmistir. Tez ¢alismasinda elde edilen sonuglar kisaca soyle

Ozetlenebilir;

1. Yara deneyleri yapilirken ajan muamelesinde, melittin ajaninin ar1 zehri ajanina
oranla daha toksik oldugu, yaklagik 48 saat sonra ar1 zehri ile muamele edilen
hiicrelerin proliferasyonunda degisim goézlemlenmezken ar1 zehri bileseni olan
melittin ile muamele edilen hiicrelerin proliferasyonundaki degisim 151k mikroskobu
altinda gozlemlenmistir.

2. Her iki hiicre i¢inde ayni ajanlarin ayni konsantrasyonlari muamele edildiginde
alinan son uglara gore MDA-MB-231 hiicreleri yaklasik 54 saat sonrasinda hiicre
proliferasyonlarinda degismeler baslarken saglikli epitel hiicre olan MCF10A hiicre
hattinda 30.saatten sonra hiicre proliferasyonlarinda degismeler gézlemlenmis bu
yiizden kontrol gruplari tamamen kapanmadan deney sonlandirilmistir.

3. Metastaz baskilayici genlerden biri olan BRMS1 (meme kanseri metastazi baskilayici
gen-1) MDA-MB-231 hiicrelerine muamele edilen melittin ve sisplatin sonucunda
muamele edilmeyen hiicredeki ekspresyon seviyesine gore artig gostermis, ar1 zehri
muamelesinden sonra gen ekspresyon seviyesi belirlenememistir. Saglikli epitel

hiicre olan MCF10A hiicrelerine ajanlarla muamele edildikten sonra BRMSI geni
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ekspresyon seviyesi kontrole gore melittin muamelesinden sonra artarken ar1 zehri
ve sisplatin muamelesinden sonra azalmistir.

. BRMS-1 geninin up-regiilatorii olan EGFR geni onkogenik aktiviteye sahiptir. EGFR
gen ekspresyonu MDA-MB-231 hiicrelerinde kontrole kiyasla ar1 zehri ve melittin
muamelesi sonrasinda artarken sisplatin muamelesi sonucunda azalmistir. MCF10A
hiicre hattinda ise ar1 zehri ve sisplatin sonucu artmis melittin sonucu azalmistir.

. EGFR genini baskilayan CDS82 geni metastaz baskilayici bir gendir. CD§2 gen
ekspresyon seviyesi diisiik kanserli hiicrede kanserin agresif ve metastatik tipini
belirteci olarak bilinmektedir. MDA hiicresinde tiim ajan muamelelerinden sonra
ekspresyon seviyesi diismektedir boylece EGFR genindeki ajan sonrasi artiglar
desteklenmektedir. MCF10A hiicre hattinda CDS&2 geni ajanlarla muamele
sonrasinda artmaktadir, melittin muamelesi sonucu gen ekspresyon seviyesi
belirlenememistir. EGFR genindeki ar1 zehri ve sisplatin muamelesinden sonraki
artis,  CD82  geni  ekspresyon  seviyesindeki  diislisten  tetiklendigi
yorumlanabilmektedir.

. DRG] geni metastaz baskilayici fonksiyonu oldugu bilinmektedir. DRG1 geninin ar1
zehri melittin ve muamelesinden sonra MDA-MB-231 hiicre hattinda gen
ekspresyon seviyesinde artis tespit edilmis ancak sisplatin muamelesinden sonra gen
ekspresyon seviyesi kontrole kiyasla diigmiistiir. MCFI10A hiicre hattinda tiim
ajanlarin muamelesinden sonra DRGI gen ekspresyon seviyesinin arttidi
gozlemlenmistir.

. MDA-MB-231 meme kanseri hiicresinde WNT7B geninin yiiksek onkogenik
aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir. Her iki hiicre hattinda da ar1 zehri, melittin ve
sisplatinle muamele edildikten sonra WNT7B gen ekspresyon seviyesinin diistiigi
gozlemlenmistir.

Genlerin birbirleriyle iligkileri hiicresel diizeyde tam olarak belirlenemedigi i¢in her
ajanin genlerde olusturdugu etkiler sonucunda genlerin birbirlerine olan etkileri goz
ardi1 edilememektedir. Onkogenik aktivitesi oldugu bilinen genlerin bazi ajan
muamelesi sonucunda beklenmedik etki gosterdigi gézlemlenmistir. Bunun sebebi
her deneyi ekonomik sebepler altinda birden fazla tekrarlanarak dogrulugunun
kesinlestirilememesi oldugu gibi gen yolaklarinin birbirleri ile olan bilinmeyen
etkilesimlerinden de kaynaklandigl diisiiniilebilmektedir. Calismalarin daha

kapsamli ve dogru sonuglara gotiiriilebilmesi icin deneylerinden bir¢ok kez
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tekrarlanarak sonuglar karsilastirilmalidir. Ayni zamanda hiicre igerisinde ¢alisilacak
genler disinda etkileyebilecegi bilinen genler susturularak sadece calisilacak genlerin
birbiri ile iligkileri ajanlarla muamelesi sonucunda gézlemlenmelidir.

Sonuglara bakildiginda gen ekspresyon seviyelerinin degerlendirilmesinde
kemoterapétik ajan olan sisplatin sonuglarinin ar1 zehri etken maddesi olan melittin
sonuclarina es oldugu, genel olarak ayni sonuglar1 verdigi gozlemlenmistir.

Ajan muamelelerinin mitokondriyal membran gecirgenligi ile iligskisine bakildiginda
kanser hiicresi olarak secilen MDA-MB-231 hiicre hattinda ajanla muamele
edilmemis hiicrelerin membran gecirgenlik potansiyelinin ajanlarla muamele
edilenlerden daha fazla oldugu; MCF10A saglikli hiicrelere bakildiginda melittin
muamelesinin kontrol ve sisplatine kiyasla daha diisiik membran gecirgenligine
sahip oldugu gozlemlenmektedir. Mitokondriyal membran gecgirgenligi apoptoz ile
iligkilendirildiginde ajanlarin kanserli hiicrelerin gegirgenligini diisiirerek apoptoza
gotlirmedigi buna paralel olarak saglikli hiicrelerinde membran gegirgenligini

diisiirerek olas1 apoptoz ihtimalini engelleyebilecegi diistiniilmektedir.



5. ONERILER

Yiiksek lisans tezi olan bu ¢alismada, Ar1 zehri ve bileseni melittinin metastatik meme
kanseri hiicrelerinde metastaz baskilayic1 6zelliginin arastirilmasi yapilmistir. Bu tez konusu
ile calisma yapmak isteyecek arastirmacilara ve uygulayicilara iletilmek istenen Oneriler
asagidaki gibi belirtilmistir:

e Secilen genlerin ¢esitliligi arttirilarak bagka genlerin ekspresyon seviyelerinde ari

zehri ve melittin muamelesi ile degisim olup olmadig: belirlenebilir.

e Belirlenen genlerin metilasyon spesifik PCR’lar1 gergeklestirilerek ar1 zehri

melittinin epigenetik yonii belirlenebilir.

e Meme kanseri disinda baska kanser hiicre gruplar secilerek ajanlarin diger kanser

hiicrelerinde etkisi arastirilabilir. Diger genler ile iligkileri degerlendirilebilir.
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